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Zplisob p¥ipravy intravenézné aplikovatelného roztoku gama-

globulinu a vysledny produkt

Oblast techniky

Vynélez se tykad integrovaného, vicestupfiového zplsobu produkce

intravenézné& aplikovatelného imunitniho sérového globulinu,

ktery obsahuje jako hlavni sloZku IgG (y-globulin).

Dosavadni stav techniky

Vynédlez se tykd integrovaného, vicestupfiového zplsobu vyroby
intravenézné& aplikovatelného imunitniho sérového globulinu,

ktery obsahuje Jjako  hlavni sloZku  IgG (y=globulin) .

Intraven6zné& aplikovatelné roztoky ¢y-globulinu pFipravované
z podatednich materidld, které se ziskaly Cohnovym délenim z
lidské plazmy, je moZné pripravit riznymi postupy. Urcité
Cohnovy frakce ve srovnani s jinymi frakcemi obsahuji vyS$si
titry v-globulinu. Obvyklymi vstupnimi materidly v p¥ipade
roztoku y-globulinu jsou Cohnova frakce II nebo Cohnova frakce
IT + III.

A¢koli zplsoby vyroby popsané v predchozim stavu techniky
pouZivaji r@izné metody separace a sterilizace, je nutné pouZit
jisté modifikace pro zlepSeni ¢istoty a bezpelnosti konecného
produktu a ke zvySeni vyt&Zku produktu.

P#i deaktivaci viru je moZné pouZit Fradu komer&nich postupl,
bud Upravu smési rozpoudtédlo/detergent nebo tepelnou upravu.
Do soulasné doby se v dosavadnim stavu techniky nevyskytuje
popis vicestupfiového procesu, ktery jako pocatecni material
pouZiva kadi Cohnovy frakce II nebo II + III a ktery zahrnuje
rizné metody deaktivace viru, Jjako C&&st procesu vyroby Y-
globulinu s vysokym vytéZkem.

Patent USA ¢&. 5,151,499 (Kameyama et al.) popisuje postup

vyroby virovych deaktivovanych proteinovych kompozic, kde se
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deaktivaci virli s obalem proteinové kompozice provede Upravou
smé&si rozpoulté&dlo/detergent a deaktivaci vird bez obalu se
provede tepelnou upravou. Patent USA ¢&. 5,151,499 uvadi, Ze
v pritomnosti protedzovych inhibitorti je vyhodné&jsi pouZit
nejdfive krok Upravy smési rozpouStédlo/detergent a pak teprve
tepelnou Upravu. V pripadé, Ze tepelnd Uprava probihé
v kapalném stadiu, protein se nejdfive ziskavd ze smési
rozpoudt&dlo/detergent adsorbci na koloné& s vyménou iontd a
pak néasleduje libovolnéd tepelnd uUprava. Tepelna dUprava
roztoku se nmnuZe provést v p¥itomnosti  cukru, cukerného
alkoholu a stabilizatoru aminokyselin. Aclkoli v patentu USA ¢&.
5,151,499 se uvaddi seznam fady polateCnich proteinovych
kompozic, které zahrnuji imunoglobin, v prikladech
popisujicich Jjeho vyrobu se pouziva Faktor 1IX, trombin,
fibrinogen a fibronektin. Nezmiifluje se také odstranéni
denaturovaného proteinu, ktery vznikd p¥i kroku tepelné upravy
pri déleni.

Jisté postupy predchoziho stavu techniky produkce intravéndzné
injektovatelnych roztokd y-globulin popisuji zaclenéni tepelnou
Upravu kapaliny, které probihd pfi vicestupfiovém <Cisténi
v pfitomnosti sorbitolového stabilizatoru, kde se jako
poZatedni materidl pouZivd kadSe Cohnovy frakce II + TIII.
Patent USA &. 4,845,199 (Hirao et al.) popisuje, jak déleni
polyetylenglykolem (PEG) (8 % hmotnost/objem, pak nasleduje 12
$ hmotnost/objem PEG), pak nasleduje chromatografie s vyménou
iont®i (DEAE-Sephadex) a odstranéni skupiny protilatek z lidské
krve a tepelnd uprava kapaliny v pritomnosti sorbitolu, jenZ
pisobi jako stabilizdtor proteinu. Na druhé strané v p¥ikladu
1 patentu USA &. 4,876,088 (Hirao et al.) se popisuje pEiprava
roztoku y-globulinu aplikovatelného intravendzni injekci z kasSe
Cohnovy frakce II + III, kde se kaSe suspenduje ve vodeé, pH
suspenze se upravuje na hodnotu 5,5 a v3e se centrifuguje. V
supernatantu se deaktivuji viry tepelnou Upravou v pfitomnosti

33 % (hmotnost/objem) sorbitolu, pak nésleduje déleni za
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pouZiti  PEG (6 %/12 %), kterym se odstrani ©protein
denaturovany teplem, a pak dochadzi ke kroku ¢&isténi, JjenZ
zahrnuje chromatografii na koloné s vyménou iontd s naplni

DEAE-Sephadex.

Podstata vynalezu

Predmétem  wvynalezu Jje produkce integrovaného, komerc&né
pouZitelného postupu pro vyrobu vysoce <&istého roztoku y-
globulinu vychézejiciho z postupu Cohnova dé&leni.

Jinym pfedmétem vyndlezu je velni Cisty intravendézné
aplikovatelny roztok y-globulinu, ktery neobsahuje ani obalené
ani neobalené viry, které zahrnuji vsSechny viry citlivé na
teplotu.

Dal8im pfedmé&tem vynadlezu je komeréni postup umoZiujici
odstranéni libovolného denaturovaného proteinu, ktery vznika
bé&hem sterilizace teplem pf¥ed druhym stédiem deaktivace virt.
Vyndlez popisuje shora v textu uvedené a jiné predméty, které,
jak je odbornikovi z¥ejmé, vznikaji tak, Ze alkoholovad Cohnova
frakce, JjenZ mtZe byt Céstelné& <Cisténd, ale obsahuje wvysoky
obsah vy-globulinu, Jje tepelné wupravena ve vodném médiu
v pritomnosti tepelného stabilizétoru, pricemz doché&zi
k deaktivaci vird. Pak se provede déleni za pouZiti PEG a pak
nédsleduje druhé& deaktivace viru v pritomnosti rozpousStédla. Za
UCelem porudeni viru s obalem se upfednostiiuje pouZit smés
rozpoudtédla a detergentu, pak nasleduje separace
z rozpoustédla nebo ze smési rozpouStédlo-detergent.

Ve vyhodném provedeni vynalezu se Jjako tepelny stabilizéator
pouZiva sorbitol a jako rozpoustédlo se pouZiva
trialkylfosfat.

V jiném preferovaném provedeni vyndlezu se denaturované
produkty, které wvznikaji p¥i deaktivaci wviru pf¥fi vysoké

teploté odstrani délenim za pouZiti PEG a pak nésleduje druhé




virovd deaktivace, p¥i niZ dochézi k produkci rozséhle
¢i%té&ného teplotné oSetfeného y-globulinu.

U Jjiného preferovaného provedeni vynalezu se pfed uUpravou
rozpoustédlem a detergentem  odstrani jakékoli  pTritomné
partikule.

V jiném provedeni vyndlezu se popisuje teplem sterilizovany a
rozpoudt&dlem-detergentem sterilizovany vy-globulin vhodny pro

pripad intravendézni aplikace.

Jako pocatecni materidl se pouZiva frakce obsahujici
imunoglobulin. Tato frakce nemd Z4dnd zvlastni omezeni neZ, Ze
pochazi z lidského séra a obsahuje imunoglobinovou frakci.
Specifické p¥iklady takové frakce obsahujici imunoglobin
zahrnuji frakci II + III a frakci 1II, které 1lze =ziskat
etanolovym dé&lenim podle Cohna, a ka3e frakci, jenZ obsahuji
imunoglobulin a odpovidaji uvedenym frakcim. Jiné pocatecCni
materidly jsou frakce I + II + III a frakce II + IIIw.
Pol4atedni materidl mtfe obsahovat nelistoty, Jjako Jje skupina
protiladtek 1lidské krve, plazminogen, plazmin, kallikrein,
prekallikreinovy aktivator, polyméry IgM, IgA, IgG (agregaty)
atd.

Vyhodnym poclatelnim materidlem Jsou frakce II nebo Cohnova
frakce II + III. KdyZ se pouZiva kaSe frakce II + 1III,
doporu¢uje se, aby se nejdfive provedlo promyti =za vzniku
frakci II + IIIw, JjenZ se pak pouZiji v postupu podle
vynadlezu. Frakce II + IIIw Jje sraZenina Cohnovy frakce II +
III promyté roztokem hydrogenfosforeCnanu sodného.

Frakce II + IIIw se mohou ziskat tak, Ze se sraZenina frakce
IT + III resuspenduje ve studené vodé v pomé€ru p¥ibliZné 1
kilogram kaS%e II + III na pribliZné 20 objemi vody, prilemZ
suspenze je vhodnd pro aplikaci injekci. Za uCelem stabilizace
lipid, lipoproteinti a albuminu se pfidd roztok fosforecnanu
sodného, aby konelnad koncentrace byla 0,003M. Dale se pfida

studeny etanol, aby kone¢nd  koncentrace alkoholu Dbyla




p¥ibliZn& 20 %. Béhem ptridani alkoholu se teplota postupné
sniZuje na teplotu -5 £ 1 °C a pH se upravi a udrZuje se na
hodnoté 7,2 + 0,1, pfiCemZz se muZe pouZit nap¥iklad acetéatovy
pufr nebo Ffedény hydroxid sodny. Frakce II + TIIIw tvofi

sraZeninu, jejiz formy se ziskaly centrifugaci a/nebo

filtraci, zatimco se udrZuje teplota -5 £ 1 °C.

Pfed tim, neZ dojde k prvnimu kroku deaktivace viru podle
vynadlezu, mohou se provést ruzné kroky &iSténi a/nebo sniZeni
obsahu agregatti. Nap¥iklad kdyZ se pouZije kaSe frakce II +
ITIw, kterd v typickém p¥ipadé obsahuje p¥ibliZné& 20 %
alkoholu a vice neZ 70 % IgG, miZe se suspendovat ve t¥ech aZ
deseti objemech, uptednostiiuji se t¥i aZ pét objeml chladné
vody, pri teplot& 0 °C aZ 5 °C a hodnota pH se upravi na 4,5
a? 6,0. Upfednostfiuje se hodnota pH 5,0 aZ 5,5 za pouZiti
acetatového pufru s hodnotou pH 4,0 nebo kyseliny
chlorovodikové. Smé&s se michéd po dobu pfibliZné 2 aZ 15 hodin,

co? umoZfiuje aby se vSechen ¢y-globulin rozpustil. Pak se

nerozpudt&né proteiny, Jjako Jje albumin a a-globuliny, mohou
odstranit centrifugaci a/nebo filtraci. V pfipadé, Ze se
pouZiji po&atecéni rozdilné Cohnovy frakce, mohou se spravné
vybrat podate&ni kroky nebo kroky postupu, kdyZ to vyZaduje
provedeni ¢&isténi za ulelem ziskani frakce s vysokym obsahem
IgG, kterd se bude déle zpracovavat. Napriklad, kdyZ se od
Cohnovy frakce III odd&li Cohnova frakce II (obsahuje vice jak
95 & IgG), kterd se Dbude dale zpracovavat, poCatedni
zpracovani probihd pfi kyselém pH (hodnota je 3,2 az 5,0,
upfednostiiuje se hodnota pH 3,8 aZ 4,2), Jjak se popisuje
v dokumentu patent USA &. 4,371,520 (Uemura et al.), pficemZ
udelem je rozbit agregaty imunitniho globulinu pF¥itomného ve
formé& imunitnich globulinovych monomérti a dimérli, protoZe Jje
znadmo, e agregaty zpusobuji anti-komplementarni aktivitu
(ACA). V pripad&, Ze se pouZije Jjako pocatecni material
Cohnova frakce II + III podle Uemura et al., miZe se Jjako

daldi krok probihajici po pocCatecnim ¢iSténi a pfed krokem
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teplotni deaktivace provést oSetfeni pf¥i nizké hodnoté pH, jak
se popisuje shora v textu.

V ptipad& kroku teplotni sterilizace se imunitni globulinovy
protein rozpusti ve vodé& nebo, JjestliZe se vyskytuje ve formé
vodné smé&si jako filtradt shromdZdény ve shora popsaném kroku
Sastedného &isténi frakce II + III, se mlZe pouZit jak je a
p¥idd se k ndmu cukr, cukerny alkohol a/nebo teplotni
stabilizdtor aminokyselin. Jako teplotni stabilizdtor se
upfednostiiuje sachardza, maltdza, sorbitol nebo manitol,
nejvyhodn&jsi Jje sorbitol. Cukr nebo cukerny alkohol se
pfidava do roztoku imunitniho globulinu ve formé€ praSku nebo

se nejdfive smichd s malym objemem vody a pak se pfida

e

k roztoku, aby konelna koncentrace byla 10 aZ 50
(hmotnost/objem) aZ po dosaZeni saturace. V tomto bodeé vodny
roztok imunitniho globulinu obsahuje dostatek vody tak, Ze
tento roztok obsahuje p¥ibliZné 1 aZ 6 % celkového proteinu,
ptiemZ v typickém p¥ipadé pocateéni materidl frakce II + III
obsahuje kolem 300 gram proteinu na jeden kilogram kase.

Po pfidéni teplotniho stabilizatoru se za uUCelem deaktivace na
teplotu citlivych viri smés zahfeje na teplu p¥ibliZné& 50 aZ
70 °C po dobu p¥ibliZn& 10 aZ 100 hodin. Upfednostiiuje se
teplota pribliZn& 60 °C po dobu 10 aZ 20 hodin. Krok tepelné
apravy neslouZi pouze k deaktivaci vira, ale také
prostfednictvim denaturizace proteinu miZe sniZovat mnoZstvi
jistych neZédoucich proteint, které Jjsou v normadlnim p¥ipadé
spojeny s Cohnovymi frakcemi II + III, jako je prekallikrein,
plasmin, plasminogen a IgA.

Po o&etfeni vysokou teplotou Jje nutné p¥idat chladnou vodu
tak, Ze koncentrace proteinu se udrZuje na hodnoté pribliZné
0,3 aZ 2,0 %. Roztok se ochladi na teplotu 0 aZ 2 °C.

Dale dé&leni pouZitim PEG se provadi v roztoku oSetfeném pfi
vysoké teplot&. Dé&leni =za pouZiti PEG Jje postup cisténi
imunitniho globulinu dob¥e znamy v oboru, ktery se pouZiva za

U&elem separace poZadovaného IgG monoméru a diméru od agregatu
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Ig6 a od dal3ich nelistot, které se pFfirozend vyskytuji
v polatedni frakci proteinu plazmy. AvSak déleni pouZitim PEG
také umoZiiuje oddéleni poZadovaného monoméru a diméru IgG a
nefaddoucich produktd denaturovanych proteinl, které vznikaji
pri tepelné upravse. Témito  denaturovanymi  proteinovymi
produkty jsou denaturovany prekallikrein, plazminogen,
plazmin, IgA, IgM a agregéty.

Mohou se pouZit libovolné postupy dé&leni za pouZiti PEG, které
se popisuji v pfedchozim stavu techniky. V obecném pFipadé
probihaji dvé stadia déleni pouZitim PEG. V prvni fazi dé&leni
pomoci PEG se koncentrace PEG a hodnota pH vybrala tak, Ze
poZadovany monomér a dimér IgG zUstava v roztoku, zatimco
nefadouci proteiny tak agregidty se srdZeji =z roztoku. Po
centrifugaci a/nebo filtraci se zvySi koncentrace PEG, pficlemZ
upravend hodnota pH zplsobuje sréZeni poZadovaného monoméru a
diméru IgG.

Napfiklad prvni stadium déleni za pouZiti PEG se provadi pfi
hodnot& pH okolo 5,0 aZ 7,5, pfic¢emZ se upfednostiiuje pH okolo
6,5 a¥ 7,5, kdy se jako polatelni materidl pouZiva kaSe frakce
IT a IIIw. V ptipad@, Ze polételnim materidlem je kaSe frakce
II + III, pH je ptibliZné 5,5 a 6,0, pficemZ koncentrace PEG
se pohybuje v rozmezi od pfibliZné& 4 do 8 %, upfednostiuje se
koncentrace bud 4 aZ 6 %, kdyZ se jako poclateéni materiédl
pouZiva kaSe frakce II + IIIw, nebo 6 aZ 8 %, kdyZ se jako
polate&ni materidl pouZivad kaSe frakce II + III. Zatimco se
teplota udrZuje na hodnoté& 0 aZ 2 °C, probihd prvni faze
déleni pomoci PEG po dobu okolo 1 aZ 8 hodin, pak se sraZenina
odstrani, zpusobem, ktery se popisuje dfive v textu. JestliiZe
se pH filtrdtu upravi na hodnotu okolo 8,0 azZ 9,0,
upfednostiiuje se 8,5 aZi 8,9, a pridéd se dals8i PEG, aby
kone&né koncentrace byla okolo 10 aZ 15 %, upfednostiuje se 12
$. Vzniklad sraZenina, kterou Jje <Cistény imunoglobin, se

odstrani filtraci a/nebo centrifugaci.




Dal8i detaily postupu déleni pomoci PEG, které se mohou pouZit
v praxi podle vyndlezu, se nachdzi ve shora v textu uvedenych
publikacich. Jdde o patent USA ¢&. 4,876,088 (Hirao et al.) a
patent USA ¢&. 4,845,199 (Hirao et al.).

Koneénym podstatnym krokem podle vyndlezu je provedeni druhé
deaktivace virti, pfi niZ se pouZivd rozpousStédlo nebo smés
rozpoustédla a detergentu. Jak se popisuje déle v textu dalsi
kroky ¢isténi, zvlaste ty, které zahrnuji pouZiti
iontoménicovych pryskyfic, se mohou provést pfed a/nebo po
oSetfeni smési rozpoustédlo-detergent. Zv1asté vyhodnym
postupem Jje provedeni vymény aniontl pfed deaktivaci wvira
smé&si rozpouStédlo-detergent a po provedeni uvedené deaktivace
je vhodné aplikovat vyménu kationtd. Timto postupem se mohou
z I1gG odstranit jisté neZadouci proteinové materidly (jako je
prekellikreinovy aktivator, IgA, IgM a albumin), které se
nachédzeji v lidské plazmé. PouZitim vymény aniontlt 1lze
odstranit  takové materidly, jako Jjsou prekallikreinovy
aktivator, IgA, IgM, albumin a PEG) spolu se zbylymi c&inidly,
které se pouzivaji pfi oSetfeni smési detergent-rozpoustédlo,
co? se odstratiuje pouZitim postupy vymény kationtt.

JestliZe neni uvedeno Jjinak, roztok se musi upravit smési
rozpoustédla-detergentu tak, aby se odstranila vSechna urcitéa
hmota, kterd miZe obsahovat denaturované proteiny. Proto se,
dfive neZ se pridd smés rozpousStédlo-detergent, preferuje
provedeni filtrace roztoku pfes filtr s pbry o velikosti 1
mikrénu a menSi. To také sniZuje pravdépodobnost p¥itomnosti
viru ve velkych d&ésticich, coZ ho pravdépodobné chrani pred
pusobenim smési rozpoudtédlo-detergent.

Preferovanym rozpoustédlem pro deaktivaci wvirlli s obalem IJe
trialkylfosfat. Trialkylfosfat, ktery se pouZivd podle
vyndlezu, neni pfedmétem omezeni, ale up¥ednostiiuje se pouZiti
tri(n-butyl) fosfat (TNBP). Déle se mohou pouZit fosfaty:
tri(ter-butyl) fosfat, tri(n-hexyl) fosfat, tri(2-



etylhexyl) fosfat atd. Je také moZné pouZit smés dvou nebo vice
riznych trialkylfosfatt.

PouZivané mnoZstvi trialkylfosfatu se pohybuje mezi 0,01 aZ 10

oe

(hmotnost/objem) . Upfednostiiuje se mnoZstvi p¥ibliZné 0,1 aZz
3 ¢ (hmotnost/objem).

- Trialkylfosfat je moZné pouZit v pripad€, Ze Je ¢i neni

)

piitomen detergent nebo povrchové aktivni ¢inidlo.
Upfednostiiuje se pouzit trialkylfosfatu v kombinaci
s detergentem. Detergent zesiluje kontakt virt v imunitni
globulinové kompozici s trialkyfosfatem.

P¥iklady detergent zahrnuji polyoxyetylenové derivaty mastné
kyseliny, zv14s8t& estery bezvodého sorbitolu, jako je
polysorbat 80 (obchodni jméno Tween 80, atd.) a polysorbat 20
(obchodni Jjméno Tween 20, atd.); ¢&inidlo pro promyvaci
neiontové olejové 1lazn&, Jako Jje oxyetylovany alkylfenol
(obchodni jméno triton X100, atd.). Pfiklady =zahrnuji Jjina
povrchové aktivni ¢&inidla a detergenty, jako je Zwitterovy
iontové detergenty a podobné.

KdyZ se pouZiva detergent, nepfidévéd se v kritickém mnoZstvi.

X

Napfiklad mtiZe se pouZit v rozmezi mezi p¥ibliZné 0,001 % a 10
%, uprednostiuje se rozmezi mezi p¥ibliZné 0,01 % a 3 3.

Podle vyndlezu se TUprava kompozice obsahujici imunitni
globulin trialkyfosfatem provéadi pf#ibliZné pfFi teploté 20 aZ
35 °C, upfednostiiuje se teplota 25 aZ 30 °C, po dobu delsi neZ
1 hodina. Uptednostiiuje se doba pfibliZn& 5 aZ 8 hodin,
nejvyhodné&j3i je doba pf¥ibliZn& 6 aZ 7 hodin.

B&hem ofetfeni trialkylfosfatem je imunitni globulin pfitomen
v pfibliZn& 3 aZ 8 % proteinovém roztoku ve vodném médiu.
JestliZe se pred oSetfenim smési detergentu a rozpoustédla
neprovede vymé&na aniontt, miZe se provést u imunitniho
globulinu upraveného smési detergentu a rozpoustédla.
Upfednostiiuje se, aby se vymé&na kationtd provedla u produktu
upraveného sm&si detergentu a rozpousdtédla. Uprava vyménou

iontd se provaddi s imunitnim globulinem rozpusténym ve vodném
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rozpoust&dle, jehoZ pH je v obecném pfipadé okolo 5 aZ 8 a
poZaduje se nizkd iontové sila, aby doslo k maximdlni adsorpci
IgG. Koncentrace proteinu se v obecném pfipadé pohybuje
. v rozmezi ptribli¥n& 1 aZ 15 % (hmotnost/objem), vice se
uptfednostiiuje rozmezi okolo 3 aZ 10 % (hmotnost/objem) .
Iontovy ménic se uvede do rovnovahy stejnym  vodnym
rozpoudt&dlem, jako se pouZivad dfive v textu a pouZije se bud
vsaddkovy nebo kontinuadlni systém. Nap¥iklad vyména aniontt
vsadkovym systémem se provadi smichanim roztoku imunitniho
globulinu s aniontovym mé&niCem v mnoZstvi od p¥ibliZné 10 do
100 ml na mililitr predem upraveného aniontového ménice
(napfiklad 1 gram pryskyfice DEAE Sephadex A-50 nabobtnéd na 20
gramti vlhké vdhy v roztoku 0,4 3 roztoku chloridu sodného).
Smé&s se micha p¥i teplot& okolo 0 aZ 5 °C po dobu p¥ibliZné
0,5 a? 5 hodin a pak se filtruje nebo centrifuguje pfi 6 000
a¥ 8 000 otadkadch za minutu po dobu 10 aZ 30 minut, aby se
ziskal roztok supernatantu. Kontinudlni systém o3etfeni se
provadi tak, Ze imunitni globulin prochazi skrz kolonu
aniontového mé&nide rychlosti od pfiblizZné 10 do 100 ml na
mililitr iontového mé&nice a tak se ziskd neadsorbovana frakce.
PouZivany aniontovy méni& napfiklad obsahuje skupiny pro
vym&nu aniont@ vazané na nerozpustném nosili. Tyto skupiny
zahrnuji dietylaminoetyl (DEAE) , kvarterni aminoetylovou
skupinu (QAE), atd. a nerozpustny nosi¢ =zahrnuje agarbzu,
celulézu, dextran, polyakrylamid atd..

PouZitelné kationtové ménide jsou karboxymethyl-Sephadex (CM-
Sephadex), CM-celul6za, SP-Sephadex, CM-sepharéza S-sephardza.
1 ml ptedem upraveného kationtového ménice (napfiklad 1 gram
pryskyfice CM-Sephadex C-50 nabobtnd na 30 aZ 35 gramit vlhké
vaéhy v roztoku 0,4% chloridu sodného) se smisi s 0,5 ml aZ 5
ml roztoku imunitniho globulinu a michd se pfi teploté& 0 aZi 5
°C po dobu 1 aZi 6 hodin. Suspenze se centrifuguje nebo
filtruje, aby se ziskal 1IgG, ktery Jje adsorbovany na

pryskyfici. MiZe se pouZit také kontinudlni systeéem.
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V pfipad&, Ze shora uvedené podminky se pouZivaji ve spojeni
s kationtovym mé&nicem, IgG se bude absorbovat, a po té
nisleduje promyti proteinu adsorbovaného na pryskyfici
_ kationického ménide. IgG se mniZe vymyt napfiklad roztokem
chloridu sodného o koncentraci 1,4 N.

Pak néasleduji kroky shora popsaného postupu. IgG se vyCiri,
diafiltruje a koncentruje se na poZadovanou koncentraci.
JestliZe je to nutné, mife se p¥idat stabilizator, jako je D-
sorbitol, a nakonec se v3e upravi tak, aby vyt&Zek roztoku
kompozice obsahoval p¥ibliZné& 100 mg/ml IgG a 30 mg/ml D-
sorbitolu, pfiZemZ hdonota pH Je 5,4. Roztok se pak
sterilizuje filtry, které zachycuji bakterie, a rozdéli se do
zkumavek.

Jestli¥e je to nutné, mohou se se zde pospanym postupem
kombinovat jiné postupy <&isténi imunitniho globulinu. Jde
napfiklad o krok &itfeni bentonitem, ktery je moZné pouZit pfi
sniZeni mnoZstvi kallikreinu a pre-kallikreinového aktivatoru.

Tento pristup se popisuje v pfikladu 1.

P#iklady provedeni vynalezu

p¥iklad 1: y-globulin upraveny tepelné a smési rozpoudtédlo-
detergent
685 grami kaSe fr. II + IIIw se suspendovalo Vv pfibliZné 11,9
kg studené vody. Do suspenze se ptidal roztok sole acetédt
sodny trihydrat tak, aby Jjeji konelna koncentrace byla
pfibliZné& 0,04 M, coZ umoZiluje selektivné rozpustit IgG. Po 15
minutovém michani se upravilo pH suspenze na hodnotu 4,8 za
pouZiti acetatového pufru s hodnotou pH 4,0. K suspenzi se
pfidal chlazeny alkohol (95 %) tak, aby kone¢nd koncentrace
byla 17 %. B&hem pfridani alkoholu se teplota suspenze postupné
sniZovala na teplotu -6 °C. Do suspenze se dale ptidalo 303
gram@t preparatu Celite 535, ktery Jje moZné ziskat u firmy

Celite Corporation tak, aby Jjeho koneCna koncentrace byla
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pribliZn& 2,0 %. Po michédni po dobu Jjedné hodiny se na
tlakovém filtru odstranila kaSe sloZend 2z preparétu Celite a
frakce II obsahujici neZadouci protein, Jjako Jje plasmin,
plasminogen, IgA a IgM. Filtrat se dale vyCef¥il na filtrech o
velikosti pérti 0,45 uym a 0,2 um.

pH Cifeného roztoku frakce II + III se upravilo na hodnou 4,0
pouZitim 1,0 N kyseliny chlorovodikové. Pak se roztok
koncentroval ultrafiltraci na objem okolo 3,4 1litrt (coZ je
1/5 ptvodniho objemu). Ke koncentrovanému roztoku se pfidala
studend voda v mnoZstvi, které odpovidd mnoZstvi odstranénému
prvni ultrafiltraci. Roztok se opét koncentroval ultrafiltraci
na p¥ibliZné& 1/5 pGvodniho objemu. Pfi tomto kroku koncentrace
proteinu roztoku je p¥ibliZné 2 %. Roztok se déle koncentroval
na 4 % a prob&hla diafiltrace proti studené vodé& aZ do
okamZiku, kdy vodivost roztoku Jje niZ8i neZ 300 pS/cm, coZ
brani agregaci a denaturaci proteinu bé&hem tepelné duUpravy.
Roztok se dale koncentroval na p¥ibliZnou koncentraci proteinu
8,8 %. Do roztoku se p¥idal D-sorbitol tak, aby konecna
koncentrace byla p¥ibliZné 33 %. Po promichani po dobu 30
minut se pH roztoku obsahujiciho sorbitol upravilo na hodnotu
5,5 za pouZiti 0,5 N hydroxidu sodného. Roztok se pak zahfival
po dobu 10 hodin p¥i teploté 60 °C. Po oSet¥eni p¥i vyssi
teploté& se k roztoku pfidala studend voda v objemu, ktery
odpovidd 3 néasobku objemu roztoku oSetfeného vy3si teplotou a
fed&ny roztok se ochladil na teplotu 0 aZ 2 °C.
pH roztoku se upravilo na hodnotu 6,9 =za pouZiti 0,25 N
hydroxidu sodného a k roztoku se pfidal 50 % polyethylenglykol
(PEG) 3350 tak, aby konelnéd koncentrace PEG byla 4 2.
Koncentrace roztoku chloridu sodného se upravila na ptibliZnou
koncentraci 8 mM, pfiemZ pfi pH 6,9 dochédzi ke sréZeni
nelistot a agregatti. Tak to vytvofend sraZenina se odstranila
filtraci. pH filtratu se upravilo za pouzZziti 1,0 N kyseliny
chlorovodikové na hodnotu 4,8 a p¥idal se bentonit tak, aby

vyslednd koncentrace byla 0,25 %. pH suspenze bentonitu se
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znovu upravilo na hodnotu 5,2, pak se suspenze filtrovala, aby
se odstranil bentonit. pH filtratu se upravilo na hodnotu 8,5
0,25 N hydroxidem sodiku a pfridal se roztok 50 % PEG 3350 tak,
aby konecné& koncentrace PEG v roztoku byla 12 %. Takto vznikléa
sraZenina (Cistény imunitni globulin) se odstranil
centrifugaci.

PribliZné& 175 graml CiSté&né kaSe imunitniho globulinu ziskané,
jak se uvadi shora v textu, se suspendovalo v p¥ibliZn& 790 g
0,3 % roztoku chloridu sodného. pH suspenze se upravilo na
hodnotu 5,5 a pak se suspenze michala po dobu 2 hodin 30
minut. Do roztoku se pridalo 62 gramll dfive ekvilibrované
pryskyfice DEAE-Sephadex A-50 ( s 0,3 % chloridem sodnym p¥i
PH 5,5) a suspenze se michala po dobu 2 hodin. Suspenze se pak
filtrovala, aby se odstranila pryskyfice. Po apravé
koncentrace chloridu sodného na hodnotu 0,4 % se do filtratu
pridala smés tri-n-butylfosfatu (TNBP) a polysorbatu 80 =za
vzniku roztoku, kde konednd koncentrace TNBP Jje 0,3 % a
polysorbatu 80 je 1,0 %. Po celono&ni inkubaci se pH roztoku
upravilo na hodnotu 5,8 a p¥idalo se pribliZné& 860 gramii d¥ive
ekvilibrovaného CM-Sephadex C-50 ( s 0,4 % chloridem sodnym
pfi pH 5,8). Po michédni po dobu 2 hodin se suspenze
filtrovala. Pak se pryskyfice CM-Sephadex promyla t¥ikrat 0,3
% chloridem sodnym a adsorbovany IgG se eluoval 1,4 N
chloridem sodnym. Eluat se vylef¥il, diafiltroval a
koncentroval se. Dale se pridal D-sorbitol a konelnd uUprava se
provedla tak, aby vznikl roztok se sloZenim p#ibliZn& 100
mg/ml IgG, 50 mg/ml D-sorbitolu p¥i pH 5,4. Roztok se pak
sterilizoval filtraci za pouziti sterilniho filtru
zachycujiciho Dbakterie a rozdélil se do =zkumavek. Krok
pouZivajici bentonit je vhodny pro dals8i sniZeni pFitomnosti
hypotenznich enzymi, jako je kallikrein a pre-krallikreinovim

aktivator.

Vysledky testu provedené s produktem z pfikladu 1.
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Testované parametry

Anti-komplementédrni aktivita 0,34
(CHsou/mg IgG)

Cistota IgG (%) 100
Obsah IgG (mg/ml) 112,7
Prekallikrein (%CBER Ref#3) 21
Protilatky morbilli (% CBER Ref 0,67
Lot. C. 176)

Rozd&leni molekul IgG podle
velikosti pomoci HPLC

% monoméru 82,2
% diméru 17,4
% fragmentt 0,10
% agregatl 0,3
Protiléatky hepatitidy A 1:200
(titr)

Protilédtky hepatitidy B 1:1024
(titr)

IgA (ug/ml) 22
IgM (pg/ml) 16
Plazminogen (pg/ml) ND
Plazmin (ug/ml) 16
PH 5,4

ND nebylo detekovano

pP¥iklad 2: : y-globulin upraveny tepelné& a smeési rozpoustédlo-
detergent
Jeden kilogram kaSe fr. II + III se suspendoval ve 4,5 kg
studené vody o teplot& 0 aZ 2 °C. Po michani po dobu 1 hodiny
se pH suspenze upravilo na hodnotu 5,0 s 1 N kyselinou
chlorovodikovou. Pak se suspenze michala po dobu 3 hodin pfFi
pH 5,0 a srafenina se odstranila centrifugaci . Dale se ptidal
D-sorbitol tak, aby jeho kone&nd koncentrace byla 33 % a vSe
se michalo po dobu 1 hodiny. pH suspenze se upravilo na
hodnotu 5,5 a pak se suspenze zah¥ivala p¥i teploté 60 °C po
dobu 10 hodin. Po tepelné fuUpravé se pfidala studena voda
v mnoZstvi, které odpovida t¥inadsobku objemu roztoku
oetfeného vy33i teplotou a ¥Fedény roztok se ochladil na
teplotu 0 aZz 2 °C. Dale se p¥idal 50 & roztok
polyetylenglykolu (PEG) 3350 tak, aby jeho konec¢néd koncentrace

byla 6 %. pH 6 % suspenze PEG se upravilo na hodnotu 5,7
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pomoci 0,5 N hydroxidu sodného a suspenze se michala po dobu 2
hodin. Pak se ptridal kyselinou promyty celit 535 tak, aby

kone&nd koncentrace byla 1,5 % a suspenze se michala po dobu 1

- hodiny. SraZenina spolu s celitem se odstranila filtraci. pH

filtratu se upravilo na hodnotu 8,8 hydroxidem sodnym o
koncentraci 0,5 N a koncentrace PEG se upravila na hodnotu 12
$ pridanim 50 % roztoku PEG. pH 12 % suspenze PEG se znovu
upravilo na hodnotu 8,8 a suspenze se michala po dobu 1
hodiny. Suspenze se pak filtrovala za UCelem ziskani ci3téné
kage imunitniho globulinu. Ziskalo se pribliZné& 251 g CiSténé
kaSe imunitniho globulinu.

251 grami &isténé kade imunitniho globulinu, kterd se ziskala
postupem popsanym shora v textu, se suspendovalo Vv pf¥ibliZné

1,4 kg 0,3 % roztoku chloridu sodného. Po michani po dobu

o0

jedné hodiny se upravilo pH suspenze na hodnotu 6,0 5
kyselinou octovou. Po té, co se kaSe zcela rozpustila, pFfidalo
se do suspenze 104 gram@ pryskyfice DEAE-Sephadex A-50 p¥edem
upravené 0,3 % chloridu sodného p¥i pH 6,0, a v8e se michalo
po dobu 2 hodin. Pryskyfice se odstranila filtraci. Filtrat se
déle vydefril pouZitim filtru s velikosti péra 0,2 pm.
Koncentrace chloridu sodného se ve vylefeném roztoku zvySila
na 0,4 % pridanim daldiho chloridu sodného. K roztoku se dale
pridala smé&s tri-n-butylfosfatu (TNBP) a polysorbatu 80 tak,
aby kone&nad koncentrace TNBP byla 0,3 % a polysorbatu 80 1,0
%. Roztok se pak inkuboval po dobu 1 hodiny pfi teplote 27 °C
a nechal se stat pres noc v chladicim boxu pfi teplot& 4 °C.
Daldi den se pH roztoku upravilo na hodnotu 5,8 a pfidalo se
1,8 kg pryskyrice CM-Sephadex C-50 pfedem upravené 0,4 %
chloridem sodnym pfi pH 5,8. Po miché&ni po dobu 2 hodin se
pryskyfice separovala filtraci. Po 3 nésobném promyti
pryskyfice CM-Sephadex chloridem sodnym o koncentraci 0,3 % se
adsorbovany IgG eluoval 1,4 N chloridem sodnym. Eluat se
&i¥il, diafiltroval a koncentroval. Pfidal se D-sorbitol.

Roztok se nakonec upravil tak, aby obsahoval p¥fibliZné 100
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mg/ml IgG a pribliZn& 50 mg/ml sorbitolu. Roztok se rozdélil
do dvou ¢&asti, na &ast A a B. pH &&sti A se upravil na 5,4 a

G4sti B na pH 4,3. Roztoky Casti A a B se pak Jjednotlivé

_ sterilizovaly filtraci za pouZiti sterilizovanych filtru

zadrZujicich bakterie a rozdélily se do zkumavek.

Vysledky testi provedené s produktem z p¥ikladu 2.

Testované parametry

Anti-komplementdrni aktivita <0, 05
(CHsou/mg IgG)

Cistota IgG (%) 100

Obsah IgG (mg/ml) 104,2
Prekallikrein (%CBER Ref#3) ND
Protilatky diftérie (antitoxin 8,2

U/ml)

Rozd&leni molekul IgG podle PHS, 4 pH4, 3
velikosti pomoci HPLC

% monoméru 88,8 97,5
% diméru 10,9 2,3
% fragmentl 0,3 ND
% agregéatu <0,3 <0,3
Protilatky hepatitidy A 1:100

(titr)

IgA (ng/ml) 78

IgM (pg/ml) 28
Kallikrein (A4os) 0,009
Plazminogen (ng/ml) <8,4

Plazmin (pg/ml) <8,4

ND nebylo detekovéano

Variace vynélezu jsou odbornikovi zfejmé.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob p¥ipravy intravendzné aplikovatelného roztoku gama-

globulinu, vy znadc¢ujici se tim Z e zahrnuje:

(a) tepelnou upravu znelisténého roztoku gama-globulinu za
&asovych a teplotnich podminek, které jsou dostatedné pro
deaktivaci vird citlivych na teplotu,

(b) d&leni tepelné& upraveného roztoku gama-globulinu za
pouZiti polyetylenglykolu, pficemZ se ziskd Ci3Stény
roztok gama-globulinu a

(c) tupravu ¢i8téného roztoku gama-globulinu organickym
rozpoudtéddlem, p¥i CemZ dochazi k deaktivaci virtd

s obalem.

2. Zplsob podle ndroku 1, vy znacujici se
t im Z e znelistény roztok gama-globulinu je Cohnova frakce
I + II + III, Cohnova frakce II + III, Cohnova frakce II +

IIIw nebo Cohnova frakce II.

3. ZplUsob podle nadroku 1, vy znacujici se
t im, Z e znelistény roztok gama-globulinu prochazi alespoin
jednim krokem ¢iSténi pfed tim, neZ dojde k tepelné uUpraveé

(a) .

4, Zpisob podle ndroku 1, vy znac¢ujici se tinmn,
7 e tepelnad Uprava (a) se provadi p¥i pfibliZné teploté 50 ai

70 °C po dobu pfibliZné& 10 aZ 100 hodin.

5. Zpusob podle naroku 4, vy znadcujici se timn,
7 e tepelnd uprava (a) se provadi po dobu pfibliZné 10 hodin

p¥i teploté& pribliZn& 60 °C.

6. Zplsob podle ndroku 1, vy znacdcujici se timnm,

Z e déleni za pouZiti polyetylenglykolu probihad alespoil ve
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dvou féazich, kdy se v prvni fé4zi odstraniiuji nelistoty ve formé
srédZedla a ve druhé fazi se odstratiuje jako srédZedlo gama-

globulin.

7. Zptsob podle naroku 1, vy znadcdujici se tim,
7 e organické rozpousdtédlo pouZivané v kroku (c) je

alkylfosfat.

8. ZpUsob podle naroku 6, vy znacujici se tim,
7 e organické rozpousté&dlo pouZivané v kroku (c) je
alkylfosfosfat.

9. Zplsob podle nadroku 8, vy znac¢ujici se tim,

7 e alkylfosfat je tri-n-butylfosfat.

10. Zpusob podle naroku 1, vy znacujicili se tinmn,

7 e organické rozpoustédlo obsahuje detergent.

11. Zptsob podle néroku 9, vy znadc¢ujici se timn,

7 e organické rozpouStédlo obsahuje detergent.

12. Zptsob podle naroku 1, vy znac¢ujici se tim,
7 e po kroku (a) se roztok gama-globulinu upravuje pryskyfici

aniontového mé&nide a pryskyfici kationtového ménice.

13. Zpusob podle naroku 12, vy znac¢ujici se tim,
7 e Uprava prysky¥ici aniontového méniCe se provadi drive neZ
krok (c) a uprava pryskyfici kationtového ménice se provadi po

kroku (c).

14. Zpusob podle nadroku 6, vy znac¢ujici se tim,
7 e krok &ifeni bentonitem se provadi po prvni fazi déleni

polyetylenglykolem.
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15. Intravenézné aplikovatelny roztok gama-globulinu,
vyznad¢uijici se tim Z e se produkuje zplsobenm

podle naroku 1.

16. 1Intravendézné aplikovatelny roztok gama-globulinu,
vyznadcé¢ujici se tim Z e se produkuje zpusobem

podle naroku 1.
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