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Sposob pripravy pripravku obsahujucehb puri-
fikovany gama-globulin s vysokym obsahom mo-

noméru

(57) Bielkovinny materidl obsahujdci puri-
fikovany gama-globulin z normdlnej alebo
hyperimunnej plazmy pripadne z normédlneho,
retroplacentdrného séra alebo hyperimunného
séra ludského alebo zvieracieho pdvodu s de~
finovanou antibakteridlnou, antitoxickou
alebo antivirovou protildtkovou aktivitou,
sa suspenduje za septickych podmienok v ta-
kom mnoZstve destilovanej apyrogennej vody

o teplote 0 OC az + 6 OC, aby hodnota kon-
centrdcie bielkovin sa nachddzala v roz-
medzi 5 aZz 180 gramov na liter, s optimom

60 aZ 100 gramov na liter, gama-globulinovy
roztok sa vyéiri napriklad filtrdciou a od-
delenie balastnych zldgenin do molekuldrnej
hmotnosti 150000 a nad 250000 sa prevddza
pomocou gelovej filtrécie, dialyzou v kom-
bindcii s ultrafiltrdciou alebo dialyzou

v kombindcii s elektrodialyzou, diafiltr4-
ciou v kombindcii s ultrafiltrdciou, ultra-
filtrdciou v prostredi apyrogennej vody ale-
bo v prostredi vodného roztoku chloridu sod-
ného v koncentrdcii do 30 gramov na liter,

o teplote 0 9C az + 6 9C s hodnotu pH v roz-
medzi 4,0 aZ 8,0, prifom takto ziskand forma
roztoku monoméru IgG sa zakoncentrovéva,
sterilizuje, upravujd sa v nom podmienky,
rozpliiuje sa, namrazuje a lyofilizuje pricom
v pripade potreby sa roztok pred lygfilizé-
ciou alebo po lyofilizdcii podrobi dalsiemu
spracovaniu napriklad pomocou iontomenne}
alebo afinitnej chromatografie.
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Vynilez sa tyka spdsobu pripravy purifikevaného krvného gama-globulinu Tudského alebo
zvieracieho povodu s vysokym absahom monoméru, z nocmdlnej alebo hyperimunnej plazmy pri-

padne z normdlneho_alebo retroplacentdrného pripadne hyperimunného séra, ktory je uréeny

pre terapeutické dcely. .

A% doposial sa realizuje priprava krvného gama-globulinu pre terapeutické Gely jednak
vo forme pripravy pre intramuskuldrné (i.m.) podanie a jednak vo forme pre intravenozni
Forma pripravy pre i.v. podanie umoZfivje podaf tento prepardt aj i.m.

(i.v.) aplikdciu.
podanie kontraindikovana.

cestou, ale forma pripravy i.m. prepardtu je pre i.v.

gama-globulinu zo zmesi plazmatickych alebo sérovych bielkovin

Na precipitdciu krvného
Surgenor

sa v celosvetovom meritku najéastejsie pouZiva etanol (Cohn E.J., Gurd F.N.R.,
0.M., Barnes B.A., Brown R.K., Derouaux G., Gillespie J.M., Kahht F.W., Lewer W.F., Liuv
¢.H., Mittelman D., Mouton R.F., Schmid K., Uroma E.: J.Am.Chem.Soc. 72,465,1950; Deutsch
H.F., Gostling G.L., Alberty R.A., Williams J.W.: J.Biol.Chem. 164,109,1946; Oncley J.L.,
Melin M., Rickert D.A., Cameron J.W., Gross P.M.: J.Am.Chem.Soc. 71,541,1949; Nitschman
H.S., Kistler P., Lergier W.: Helv.Chim.Acta 37,866,1954; Kistler P., Nitschman H.S.: Vox
Sang. 7,414,1962; Taylor H.L., Bloom F.C., McCall K.B., Hyndman L.A., Anderson H.D.: J.Am.
Chem.Soc.. 78,1356,1956; Kuska J., Kremer J.: Csl. patent 89170) a frakcia II je najéastejSie
pouzivanym vychodzim materidlom pre pripravﬁ géma-globulinu pre terapeutické dgely &i uz

pre i.m. tak aj pre i.v. podanie.

Prepardty gama-globulinu pripravené obvyklym spdscbom a»vyhovujﬁce doposial platnym
kritériam pre i.m. podanie majﬁ'agregaédé'SpektEUm, ktoré sa nachddza v rozmedz{i 77 - 83 %
monaméry, 13 - 22 % diméru a 3 -7 % polyméru IgG.

Prepardty gama-globulinu pre i.v. podanie vyrobené podfa 5t&pdnka a Uhrika (Stspdnek
I.: AO 202 180; Stépdnek I., Uncik J.: AD 208 868 a &tspdnek I.: AO 244 306) majd agre-
gaéné spektrum, ktoré sa nachadza v rozmedzi 90 - 96 % monoméru, 4 - 8 % diméru a 0,75 ~
- 2,0 % polyméru IgG.

Testovanie obsahu monoméru, diméru a polyméru Ig6 v intramuskuldrnych a intravenoznych

ptebarétnch bole sprevddzané pomocou gelovej filtrdcie na Sephacryle S-3000 s prietckovou
registrdciou denzity pri 254 nm.

Celosvetovd tendencia pripravy i.v. gama-globulinovych prepardtov zretelne smeruje

ku preferovaniu &o najvy5Sieho obsahu monoméru Ig6 a ku preferovaniu to najnii§jehu obsa-~
hu inych primesi. ’

Agregsdty Ig6 podané i.m. alebo i.v. cestou mbZu vyvolat u pacientov neZiaduce reakcie
(Marcus D.M.: J.Immunol. 84,273;1960; Christian C.L.: J.Immunol. 84, 112,1960) pricom sa
za priginu tychto reakcii moZno povaZovat aktivdciu komplemeﬁtu Gdéinkom agregdtov IgG. Ak-
tivovany komplement je zodpovedny aj za anafylakticke reakcie (Ishizaka T., Ishizaka K.,
Boros T.: J.Immunol. B87,433,1961). Agregdty Ig6 jednak aktivujd granulocyty (Koch C.,
Valerius N.H., Andersen V.: Acta Path.microbiol.Immunol.Scand.Sect. C 92,161,1984) a tieZ
spdsobuji extraceluldrné uvoliiovanie lyzozomovych enzymov (Feren&ik M.: Univ.Comenianae .
Bratisl. 24,No 1,9,1986). .

PodPa imuncelektroforetickych analyz gama-globulinovéhq_goztoku, izalovaného ako
frakeia II podfa Cohna a Oncleya, ktord sa pouZiva ako VYChoaii:hateiiél pre pripravu i.m.
a i.v. gama-globulinového prepardtu pre terapeutické ddely je zrejmé, Ze tento obsahuje:
IgA o molekuldrnej hmotnosti 160000 (Franklin E.C.: Nature 195,393,1962), ﬁlA - globulin
o molekuldrnej hmotnosti 160000 arﬁlc - globulin o molekuldrnej hmotnosti 250000 (Miller-
-Eberhard H.J., Nilsson J.N., Aronsson T.: J.Exptl.Med. 111,201,1960), albumin o molekuldr-
nej hmotnosti 69000 (Cohn E.J., Hughes W.L., Weare J.H.: J.Am.Chem.Soc. 69,1753,1947),
transferin o molekuldrnej hmotnosti 90000 (Koechlin B.Al: J.Am.Chem.Soc. 74,2649,1952),
IgM o molekuldrnej hmotnosti 1000000 (Schultze H.E., Haupt H., Heide K., Moschlin 6.,

Schimdtberger R., Schwick G.: Naturforsch. 17b,313,1962).

£
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Sdcasnd technologickd prax na jednej strane sice oddeluje gama-globulin od zmesi
inych krvnych bielkovin, ale na druhe) strane zandSa do roztoku nizkomolekuldrné anorga-
nické alebo organické zldceniny. Technologicky postup mdze taktiez ¢dst niektorych zlidce-
nin s biochemicko-fyziologickou aktivitou v roztoku gama-globulinu koncentrovat f.j. obo-
hacovat vzhladom ku ich koncentrdcii vo vychodzej surovine, z ktorej bol gama-globulin
izolovany. ’

Agregaty IgG mdZu vznikat potas skladovania plazmy alebo séra pripadne aj pofas skla-
dovania hotového tekutého pripravku, dalej jednak v procese izoldcie a jednak v procese
lyofilizdcie v dosledku interakcie nizkomolekuldrnych a vysckomolekuldrnych ldtok s mole-
kulami IgG.

Podstatou vyndlezu je spbsob pripravy pripravku obsahujdceho purifikovany krvny gama-
-globulin s vysokym obsahom monoméru vyznacCujici sa tym, Ze sa bielkovinny materidl obsa-
hujdci purifikovany gama-globulin suspenduje za aseptickych podmienok v takom mnoZstve
apyrogennej destilovanej vody o teplote 0 OC az + 6 OC, aby hodnota koncentrdcie bielkovin
sa nachddzala v rozmedzi 5 aZ 180 gramov na liter, gama-globulinovy roztok sa vyéiri na-
priklad filtrdciou a oddelia sa balastné zldCeniny s molekuldrnou hmotnostou do 150000
a nad 250000, potom sa zakoncentrovdva ultrafiltrdciou, vakuovou destildciocu, vymrazova-
nim alebo inymi metodami, potom sa sterilizuje napriklad filtrdciou alebo pomocou inych me-
téd, pred koncovou lyofilizédciou sa roztok stabilizuje napriklad pridanim chloridu sodného,
glukozy, maltdzy alebc inych cukrov, prevedie sa jeho namrazenie a lyofilizdcia pricom
v pripade potreby sa roztok podrobi dal3iemu spracovaniu ako je napriklad iontomennd alebo
afinitnd chromatografia.

Nedostatkom predkladaného vyndlezu je, Ze oddelenie IgA, 31A - globulinu a 31C - glo-
bulinu od Ig6 nebude preveditelné.

Vychodziou surovinou mdZe byt pasta frakcie II, izolevand metodou podla Cohna a On-
cleya z normdlnej alebo hyperimunnej plazmy pripadne z normdlneho, retroplacentdrného
alebo hyperimunného séra Yudského alebo zvieracieho pdvodu s definovanou antibakteridlnou,
antitoxickou alebo antivirovou protildtkovou aktivitou. TaktieZ mdZu byt pouzité bielko-
vinné materidly gama-globulinu izolované pomocou inych metod.

Bielkovinny materidl sa rozpuistd za aseptickych podmienok v takom mnoZstve destilo-
vanej apyrogennej vody o teplote O Oc az + 6 0C, aby sa hodnota koncentrédcie bielkovin
nachddzala v rozmedzi 5 az 180 gramov na liter, s optimom 60 aZ 100 gramov na liter. Roz-
pistanie sa urychluje mieSanim. Po rozpusteni sa gama-globulinovy roztok vy&iri napriklad
filtrédciou.

V technologickych pomeroch sd vy§Sie uvedené optimdlné podmienky zpravidla zachované
vtedy 'ak rozpistame za aseptickych podmienok 1 kg gama-globulinovej pasty v 2.000 ml desti-
lovane] apyrogenne] vody o teplote O Oc az + 6 °C. Hodnota pH takto pripraveného roztoku
gama-globulinu byva zpravidla v rozmedzi 60 aZ 100 gramov na liter.

Takto pripraveny roztok gama-globulinu sa vy&iri napriklad filtrdciou a nizkomoleku-
lédrné ako aj vysokomolekuldrné zldageniny do molekuldrnej hmotnosti 150000 a nad 250000
sa oddelia spoOsobom podla vyndlezu pomocou gelovej filtrécie, dialyzou v kombindcii s ultra-
filtrdciou alebo dialyzou v kombindcii s elektrodialyzou, diafiltrdciou v kombindcii
s ultrafiltrdciou a ultrafiltrédciou, oproti destilovane) apyrogennej vode pri teplote
0 % az + 6 °C alebo proti vodnému roztoku chloridu sodného o koncentrdcii maximdlne
do 30 gramov na liter, s optimom 3,0 aZz 9,0 gramov na liter, pri teplote O °c az + 6 °C.
VSetky pochody prebiehajd v rozmedzi pH 4,0 aZ 8,0.

Roztok gama-globulinového monoméru, z ktorého boli oddelené balastné primesy nizko-
molekuldrnych a vysokomolekuldrnych zldéenin do molekuldrnej hmotnosti do 150000 a nad
250000 sa potom zakoncentrovdva ultrafiltrdciou, vakuovou destildciou, vymrazovanim alebo
inymi metodami, potom sa sterilizuje napriklad filtradciou alebo pomocou inych metéd, pred
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koncovou lyofilizdciou sa upravuji v roztoku pudmienky, roztok sa rozplni do flasticiek

a prevedie sa jeho namrazenie. V pripade potreby sa podrobi dal3iemu spracovaniu.
Vyndlez je dalej objasneny na prikladoch prevedenia, ktorymi jeho rozsah nieje ani

obmedzeny ani vyGerpany.

Priklad 1

Vychodziou surovinou méZe byt pasta frakcie II, izolovand metodou podPa Cohna a On-
celya z normdlnej alebo hyperimunnej plazmy pripadne z normalného, retroplacentdrného
alebo hyperimunného séra Pudského alebo zvieracieho pdvodu s definovanou antibakteridlnou,
antitoxickou alebo antivirovou protildtkovou aktivitou.
4 v takom mnoZstve destilovane] apy-
entrdcie bielkovin bola v rozmedzi
Rozpigtanie sa urychluje

Bielkovinny gama-globulinovy materidl sa rozpds
rogennej vody o teplote O Oc az + 6 ?C, aby hodnota kdnc
5 a7 180 gramov na liter, s optimom 60 aZ 100 gramov na liter.

mieZanim. Po rozpusteni sa gama-globulinovy roztok vyEfiri napriklad filtrdciou.

V technologickych pomeroch si vys5ie uvedené podmienky optima zpravidla zachavané vte-
dy ak rozpdsfdme 1 kg gama-globulinovej pasty v 2.000 ml destilovanej apyrocgennej vody
o teplote O 0g a7 + 6 °C. Hodnota pH gama-globulinového roztoku byva zpravidla v rozmedz{

4,0 az 8,0 a koncentrdcia hielkovin v rozmedzi 60 aZ 100 gramov na liter. Takto pripraveny

roztok purifikovaného gama-globulinu sa vydiri napriklad filtrdciou a separdcia balastnych

primesi nizkomolekuldrnej ia vysokomolekuldrnej povahy do molekuldrnej hmotnosti 150000
a nad 250000 sa z gema-globulinového roztoku prevedie

A.: Gelavou filtrdciou
B.: Dialyzou v kombindcii s ultrafiltrdeciou alebo dialyzou v kombindcii s elektrodialyzou

C.: Diafiltrdciou v kombindcii s ultrafiltrdciou

D.: Ultrafiltrédciou

A.: V sdasnosti existuje celd rada komer&nych materidlov pre gelovd filtrdciu na baze

dextrdnovych gélov pod oznatenim Sephadex, na bdze akrylamidu a dextranu pod oznadenim

Sephacryl, polyakrylamidovych gélov pod oznagenim Biogel, hydroxyalkylmetakrylétovych gélov
pod oznaZenim Spheron, polystyrenovych gélov pod oznadenim Styragel, polyvinilacetdtovych
gélov pod oznadenim Merckegel, poréznych silikdtov pod oznadenim Porasil, a poréznych skiel
pod oznagenim Bioglas, ktoré majd odstupiiované velkosti pérov v gélovych Sasticiach a umoZ-
fiujd gélovd filtrdciu v pomerne Sirokych rozmedziach molekuldrcnych hmotnosti. Vyvej v dan-

nej oblasti rychlo pokraguje a s najvdtiou pravdepodobnostou technologicky pokrok umoZni

priemyselnd pripravu dokonalejéich materidlov neZ sd stfasne dosfupné.

Separdcia balastnych primesi nizkomolekuldrnej a vysokomolekuldrnej povahy sa pre-

rnej hmotnosti 150000 a nad 250000 elugnou gélovou chromatografiou s des-

vddza do molekuld
gennej

tilovanou apyrogennou vodou alebo s roztokom chloridu sodného v destilovanej apyro
vode o koncentrdcii do 30 gramov na Iiter pri teplote O Oc a2 + 6 % s pribliZnou oblastfou
delenia molekuldrnych hmotnosti do 1000000 priZom je potrebné uvedené materidly pouZivati

v optimdlnom zrneni zarufujdcom prietok v technolegickych podmienkdch.

Ako materidl pre gelovd filtrdciu moZno pouzit aj vyrobok fy Chemopetrocl k.p. na bdze

perlové} geluldzy pod oznadenim Perloza MT - 500 s vyluovacim limitom molekuldrnych hmot-

kolo 500000. Dalej je moZné s dspechom pou?it Sephacryl $-300 s velmi jemnym zrne-

nosti o
uji prevddzat ge-

nim alebo Sephacryl S-300 s vysokou rozliZovaciou schopnosfou, ktoré umoZii
1ovd filtrdeciu v rozmedzi molekuldrnych hmotnosti 10000 a# 1500000. Jednak Perloza a jednak
Sephacryl sd konzervované 0,02 %-nym azidom sodnym, ktory je pred pouZitim potrebné =z uve-
denych materidlov kvantitativne odstrdnit premyvanim.

Do kolony naplnenej napuganym gélovym materidlom nechdvame nasdvat gama-globulinovy
roztok takovou rychlosfou, aby prietok spodnou plochou kolony sa pohyboval medzi 0,01 ml
az 3,0 ml za minutu na plochu 1 cmz. MnoZstvo gama-globulinového roztoku nasadeného na ko-

lonu nemd prekrogif 25 az 30 % objemu gelove] Gasti kolony. (éinnost delenia je moZné sle-

3
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dovatl podla stupfia oddelovania etylalkoholu, chloroformu a ninhydrin pozitivnych latok

z gama-globulinového roztoku. Je vyhodné mat na vytok z kolony zapojeny prietokovy
spektrofotometer alebo prietokovy refraktometer a podls polohy eluénych vrcholov moZno
bezpeéne odhadndt ako pracuje kolona, dalej lokalizdciu monoméru a tento oddelit. Pokial
by nedo3lo ku dokonalému oddeleniu je potrebné zmen35it objem vkladaného gama-globulinové-
ho roztoku a spomalitf prietok. Po oddeleni monoméru IgG sa tento dalej spracovdva.

B.: Dialyza sa v poslednom desatro&{ znovu zatina uplatfiovat najmid pri vyrobe lieéiv
ako technologickd metoda separdcie tych zmesi prirodnych alebo syntetickych latok, ktorych

molekuly majd rozdielnd molekuldrnd hmotnost.

V sddasnosti existuje celd rada komerénych membrdn pre dialyzu €i uZ v podobe rovin-
nej membrdny alebo v podobe potrubia o menlivom priemere a menlive) velkosti porov na bdze
regenerovanej celulozy alebo jej derivdtov, pripadne na bédze kolodia a taktiez na bdze
vinilovych polymérov. Vyvoj v dannej oblasti rychlo pokraduje a s najvdéSou pravdepodob-
nostou technologicky pokrok umoini priemyselnd pripravu dokonalejSich rovinnych a potrub-

nych membrén neZ su v siasnosti dostupné.

Velkos? pdrov v celofdnovom dialyzadnom potrubi je moZné zv@E3it pomocou namogenia
celofdnovej folie alebo potrubia do vodného roztoku chleridu zino&natého do koncentrdcie
300 gramov na liter vody (Craig L.C., Konigsberg W.: J.Phys.Chem. 65,166,1961) ..

Sterilny roztok purifikovaného gama-globulinu sa opatrne presaje do sterilného dialy-
zagéného potrubia, ktoré sa pred zahdjenim presavania v spodnej €asti uzatvori uzlem a po-
presati sa vrchnd gast uzatvori uzlom so smyZkou, za ktord sa naplnené potrubie zavesi. .
na h&dik, ktory je umiestneny tak, aby roztok gama-globulinu v dialyzaZnom potrubi bol
v styku s pretekajdcou destilovanou vodou alebo roztokom chloridu sodného v destilovanej
apyrogennej vode o koncentrdcii do 30 gramov na liter, pri teplote O % az + 6 °C pri pH
4,0 az 8,0 pricom velkost porov v dialyzafnej membréne by mala byt tak velkd, aby umoznila

separaciv zldgenin vyjadrend molekuldrnou hmotnostou do 150000.

Koniec dialyzy je indikovany negativnou reakciou na etanol a chloraform, na pritom-
nost albuminu a transferinu v gama-globulinovom roztoku. Po skoneni dialyzy sa dialyzagné
potrubie s gama-globulinovym roztokom zvesi z hdgika, opatrne sa vyberie a po rozstrihnuti
sa gama-globulinovy roztok preleje do zbernéj nadoby a dalej sa spracovadva napriklad '
ultrafiltréciou alebo diafiltrédciou na membréne XM 300, vyrobku fy Amicon, prifom sa od-
strafiuje skupina bielkovin s molekuldrnou hmotnostou nad 250000. Po skoneni ultrafiltrd-

cie sa roztok monoméru IgG podrobi dalsiemu zpracovaniu.

Separdciu monoméru IgG je moZné previest a) pomocou elektrodialyzy v tom usporiadani,
?e dialyza&né potrubie s velkostou porov, ktoré prepustia zluZeniny do molekuldrnej hmot-
nosti 250000 sa umiestni do potrubia o vdcsom priemere, ktorého steny prepustia zldceniny
do molekulédrnej hmotnosti 150000. Roztok purifikovaného gama-globulinu sa umiestni do vni-
torného potrubia pricdom do medzipldsta ddme roztok chloridu sodného 9 apyrogennej vode
o koncentracii do 30 gramov na liter. Samotnd dialyza v tomto usporiadani &i uZ proti roz-
toku chloridu sodného alebo proti destilovanej vode pretekajdcim okolo prebieha pomaly.

Urychlenie procesu dialyzy je moZné aj tym, Ze do roztoku chloridu sodného v ktorom
je umiestneny gama-globulin spdscbom vy33ie opisanym sa zavedie rovnosmerny elektricky prdd
pri pouZiti nap#tia do 100 V. Elektrodialyza musi prebiehat v nédobe z umelej hmoty a je
vhodné ak do seba vloZené dialyzadné potrubie sd umiestnené do vdlcovej formy z umele]
hmoty, ktord sa pogas elektrodialyzy otdéa, &im sa priebeh elektrodialyzy urychluje. Pri
elektrodialyze je vhodné pouzit elektrady z platiny alebo z uhliku, ktoré st rovnako dlhé
ako dialyzaéné potrubie. Tym, Ze v désledku zavedenia prddu bude na jednej z elektrod
unikat chlor, bude sa hodnota pH roztoku v ktorom elektrodialyza prebieha zvySovat. Ako-
néhle stipne hodnota pH nad 8,0 je potrebné roztok chloridu sodného v nddobe vymenit. Je.
vhodné, ak obsah nédoby je cca 50 nadsobkom objemu gama-globulinového rozitoku vloZeného
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do vnitornej dialyzagnej trubice. TaktieZ je vhodné ak objem medziplésta dialyza&ného

potrubia s vissim priemerom je cca 3 nésobok objemu gama-globulinového roztoku vleZeneého

do vndtorného dialyza&ného potrubia.

UkonZenie elektrodialyzy indikuje negativnd reakcis na etanol, chloroform, albumin
a transferin v roztoku monoméru Ig6, ktory sa bude vyskytovat v medzipldstovom priestore
odkial sa po skondeni elektrodialyzy opatirne vypust{ a podrobi sa dal3iemu spracovaniu.

C.: Pripravu monoméru IgG je moZné tieZ realizovat pomocou kombindcie diafiltrdcie

a ultrafiltrécie.

Diafiltrdciu, ktord je vlastne kombindciou dialyzy a ultrafiltrdcie je moZné realizo-
val jednak v podobe dutych niti, prigom gama-globulfnovy roztok pretekd pod miernym tlakom
do 500 kP vo vndtri nifovej membrdny a cez pory v stene nitfovej membrdny prestupujd zlige-
niny s molekuldrnou hmotnostou do 150000 do, z vonkajSej strany pretekajdceho roztoku desti-
lovanej vody alebo do roztoku chloridu sodného v destilovanej apyrogennej vode, o koncentrd-
cii do 30 gramov na liter, ﬁri teplote O O¢c az + 6 °C, pri pH 4,0 aZ 8,0, ktory zldfeniny
do molekuldrnej hmotnosti 150000 undSa od nitovej membrdny do odpadu. Velmi presny obraz
o stave oddelenia albuminu alebo transferinu ndm poskytne vysokotlakd gélovd chromatogra-
fia.

Diafiltrdciu je moZné realizovai aj v podobe kazetového systému, kde v rovinnom uspo-
riadani je alebo vymenitelnd membrana, pripadne doska z umelej hmoty s definovanou vel-
kostou pérov.'Gama—globulinovy roztok pod mierniﬁ tlakom do 500 kP pretekd napriklad nad
mebrdnou a cez péry v stene rovinnej membridny alebo poréznej dosky prestupujd velmi poma-
1lym prietokom zldgeniny do molekuldrnej hmotnosti 150000 do pretekajiceho roztoku apyrogen-
nej vody alebo do vodného roztoku chloridu sodného v destilovanej apyrogennej vode o kon-
centrdcii do 30 gramov na liter, ktoré pretekajd napriklad pod doskou alebo membrdnou
a odplavujd tak zldgeniny do molekuldrnej hmotnosti 150000 do odpadu. Po oddeleni zldZenin
do molekuldrnej hmotnosti 150000 prevedieme oddelenie zld€enin nad molekuldrnd hmotnost

250000.

Odstrafiovanie zliZenin s molekuldrnou hmotnostou nad 250000 je moZné realizovat po-~
mocou diafiltraéne-ultrafiltraénej membrdny XM 300, vyrobku fy Amocin, ktord md vyludo-
vaciu medzu molekuldrnej hmotnosti 300000. Odstrafiovanie zldéenin s molekuldrnou hmot-
nostou do 150000 je moZné realizovai pomoceu diafiltradne-ultrafiltradnych membrdn XM 100 A
alebo YM 100, priZom obe membrdny majd vyluEovaciu medzu 100008 a st vyrobkom fy Amicon.
Vy55ie spominané diafiltragne-ultrafiltra&né membrdny je moZné pouZit na pristroji MC-2A
alebo na zariadeniach amatérsky pre tento tdSel zhotovenych.

Separdciu zligenin s molekuldrnou hmotnosiou do 150000 je mozné realizeovat napriklad
pomocou ultrafiltradnej patrony H10P100-20 usporiadanej do formy dutych nitfi alebo napri-
klad pomocou ultrafiltraSnej 3pirdlovo todenej pattony731UY100, priom obe ultrafiltragné
patrony majd vyluZovaciu medzu 100000, st vyrobky fy. Amicen a moZno ich pouZiti napriklad
na pristroji DC-30 alebo na zariadeniach pre tento dSel amatérsky zhotovenych. Roztok takto
ziskaného monoméru IgB sa podrobi dalsiemu spracovaniu.

VzhTadom na to, 7e roztok gama-globulinu sa pri diafiltracii zakoncentrovdva, prevedie
sa opidtovné nariedenie s destilovanou apyrogennou vodou alebo s roztokom sodného v desti-
lovanej apyrogennej vode O koncentrdcii do 30 gramov na liter a toto zakoncentrovdvanie na-
priklad na polovi&ny objem a nariedovanie na pévodny objem sa prevddza dovtedy, pokial
je reakcia gama-globulinového roztoku na pritomnost etanolu a chloroformu, albuminu a trans-
ferinu pozitivnd. VelImi presny obraz ndm o oddeleni albuminu a transferinu poskytne tlako-
vd gélovd chromatografia.

Sterilizdcia diafiltragného zariadenia sa prevddza totoZnym spdsobom aky je popisany

pri sterilizdcii ultrafiltraénej aparatdry.

3]
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D.: Ultrafiltrdcia je realizovatelnd jednak v podobe dutych niti priéom'gama-globuli-
novy roztok pretekd vo vndtri nite pod tlakom do 800 kP a cez pory v stene nitovej mebré-
ny prestupujd zldaéeniny do 150000 molekuldrnej hmotnostl do zbernej nadoby. Vzhladom na

to, %e roztok gama-globulinu sa pri ultrafiltrdcii zakoncentrovdva prevedie sa opdtovné
nariedenie s destilovanou vodou alebo s roztokom chloridu sodného v destilovane) apyro-
gennej vode v koncentrdcii do 30 gramov na liter a toto zakoncentrovanie napriklad na polo-
vitny objem a nariedovanie na povodny objem sa prevédza dovtedy pokial je pritomny chlo-
roform, etanol a nynhydrin pozitivné ldétky v retendte. Velmi presny obraz o stave oddele-

nia albuminu alebo transferinu ndm poskytne vysokotlakd gélovd chromatografia.

Ultrafiltrdciu je moZné realizovat aj v podobe kazetového systému, kde v rovinnom
usporiadani je alebo vymenitelnd membrdna alebo doska z umelej hmoty s definovanymi vel-
kostami pﬁrov. V sdgasnosti sa zadinajd zavadzat do praxe rovinné membrany s definovanymi
velkostami pérov gpirdlovo todené. Gama-globulinovy roztok pod tlakom do 800 kP pretekd
nad membranou a cez pory v stene rovinnej alebo stoZene) membrény alebo poréznej dosky
z umelej hmoty prestupujd zldEeniny do molekuldrnej hmotnosti 150000 do zbernej néddoby.
Spirdlovou vinutd membrdna mé v porovnani s dutymi nitami podstatne v&E5iu pracovnd
plochu. ' :

Separdciu zlGgenin s molekuldrnou hmotnostou do 150000 je moZné realizovat napriklad
pomocou ultrafiltragnej patrony H1OP100-20 usporiadanej do formy dutych niti alebo napri-
klad pomocou ultrafiltragnej Spirdlovotoenej membrdnovej patrony 510Y100, prigom obe
ultrafiltragné patrony majd vylutovaciu medzu molekuldrnej hmotnosti 100000, si vyrobkami
fy Amicon a moZno ich pouzit napriklad na stroji DC-30 alebo na zariadeniach pre tento

Gel amatérsky zhotovenych.

Gama-globulinovy roztok po oddeleni zldZenin do molekuldrnej hmotnosti 150000 sa zno-
vu podrobi ultrafiltrdcii napriklad na membrdne XM 300, vyrobku fy Amicon, ktord mé vylu-
govaciu medzu molekuldrnej hmotnosti 300000. Ultrafiltrédcia sa prevddza podobnym spOso-
bom ako vysSie popisand a prevaddza sa dovtedy, pokial nevzrastd uZ koncenirdcia monoméru
IgG stanovend vzhPadom na uréity konkrétny objem, o Zom operativne informuje vysokotlakd

gélovd chromatografia.

Sterilizdcia ultrafiltradného zariadenia sa prevéddza alebo parou alebo chemickou
cestou napriklad prepldchnutim aparatidry vodnym roztokom formalinu o koncentracii
do 50 gramov na liter s ndslednym vymytim formalinu sterilnou destilovanou apyrogennou
vodou o teplote 0 % az + 6 °C. '

Dokaz chloroformu sa prevddza Fujiwarovou reakciou (Fujiwara: Sitzber.Naturﬁ.Ges.
Rostock 6,33,1916) &i uz v pévodnom usporiadani alebo v nov8ich aplikdciach podla Seta
a Schultzeho (Seto T.A., Schultze M.C.: Anal.Chem. 28,1625,1956), Hildebrechta (Hilde-
brecht C.D.: Anal.Chem. 29,1037,1957), Friedmana a Coopera (Friedman P.J., Cooper J.R.:
Anal.Chem. 30,1674,1958).

Ninhydrin pozitivne ldtky stanovujeme spdsobom podla Ruhemana (Ruheman S.: J.Chem.
Soc. 97,1438,1910). Stanovenie etanolu sa prevddza Agulhonovou reakciou (Agulhon H.:
Bull.Soc.Chim.France /4/,9,881,1911) &i uZ v pévodnom usporiadani alebo v novej$ich
aplikdciach podla Kelletta (Kellett E.G.: Analyst 62,728,1937) alebo Webba (Webb D.A.:
Sci.Proc.Roy Dublin Soc. 21,281,1936).

Roztok gama-globulinového monoméru, z ktorého boli oddelené balastné primesy nizko-
molekuldrnych a vysokomolekuldrnych zld&enin do molekuldrnej hmotnosti 150000 a nad
250000 sa v pripade potreby zakoncentrovdva ultrafiltrdciou, vakuaovou destildciou, vymra-
zovanim alebo inymi metodami, potom sa sterilizuje napriklad filtrdciou alebo pomocou
inych metéd, pred koncovou lyofilizdciou sa upravujd v roztoku podmienky, roztok sa roz-
plni do fla$tiBiek a prevedie sa jeho namrazenie. V pripade potreby sa podrobi dalgiemu
spracovaniu pomocou iontomennej chromatografie alebo afinitnej chromatografie.
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v roztoku monoméru Ig6 pred lyofilizdciou rozumieme ﬁridanie
chloridu sodnéha a glukézy do pozadovanej koncenirdcie po gom nédsleduje Gprava hodnoty pH
do urgitého rozmedzia. Namiesto glukozy je moZné pouzit aj iné cukry. Dobré stabilizatné
déinky vykazuje u gama-globulinu pridanie maltozy do 10 %-nej koncentrédcie pred lyofili-
z4ciou (Ochs H.D., Piforsky B., Rousel R.H., Buckley R.H., Fischer 5.H., Anderson C.J.,
Wedgwood R.J.: Lancet 11,1158,1980), alebo pridanie amincoctove] kyseliny v kombindcii

s kyselinou epsilon-aminokapronovou (8kvafil F.: Immunoglobulins, National Academy of

Sciences, Washington D.C. 1970 str. 165).

Pod Gpravou podmienok

VeIky vyznam pre vietky spsaby pouZivané v priklade 1 md pouzivanie vody zbavenej
mikroskopickych mechanickych netistdt, €o jJe moiné realizovat pomocou ultrafiltrédcie vody
napriklad na ultrafiltracnej batrone HlUPldFZD, vyrobok fy Amicon, napriklad na pristroji
DC-30 aleboc na zariadeniach na tento tdel amatersky zhotovenych.

Preparaty gama-globulinu pre i.v. & i.m. podanie, vyrobené podla navrhovaného postu-
pu z cca 99,5 %-ného obsahu monoméru IgG v roztoku v lyofilizovanom stave majd agregatné
spektrum, ktoré sa nachddza v rozmedzi 92-98 % monoméru, 3-6 % diméru pridom nebol dete-
govany Ziadny polymér Ig6. Testovanie obsahu monoméru, diméru a polyméru IgG v lyofili-
zovanom stave po rozpusteni bolo prevddzané pomocou gelovej filtrdcie na Sephacryle $-300
superfine s prietokovou registrdciou denzity pri 254 nm.

v rozpustenom lyofilizovanom prepardte monoméru IgG,

Testovanie obsahu IgA a IgW,
sah IgM je v rémci technologie kompletne

pomocou IDP sdprav a @ antisér naznaéuje, Ze ob
odstraneny, pridom obsah IgA zostdva nezmeneny.

Priklad 2

Vychodziou sirovinou mozu byt bielkovinnd pasta gama-globulinu alebo roztok gama-glo-

pulinu v purifikevanom stave, izolované aj pomocou inych metod. Bielkovinnd pasta alebo

roztok gama-globulinu sa spracovdva podobne ako v priklade 1 s tym rozdielom, Ze sa ne-
kladie dbraz na stanovenie etanolu a chloroformu, ale na stanovenie precipitadnej latky,
ktord bola pouzitd na precipitdciu gama-globulinu alebo tej zldgeniny, ktord uvelnila gama-

-globulin z vézby na niektorom zo sorbentov.

PREDMET VYNALEZU

1. Spéasab pripravy pripravku obsahujiceho purifikovany krvny -gama-globulin s vysokym obsa-
vyznadujdci sa tym, Ze bielkovinny material obsahujdci purifikovany gama-
suspenduje za aseptickych podmienck v takom mnoZstve apyrogenne] destilo-
teplote O Oz a7 + 6 °C, aby hodnota koncentrdcie bielkovin sa nachddzala

hom monoméru
-globulin sa

vanej vody o
v rozmedzi 5 aZ 180 gramov na liter, gama-globulinovy roztok sa vydiri napriklad

filtréciou a oddelia sa balastiné zliSeniny s molekuldrnou hmotnostou do 150000 a nad
250000, potom sa zakoncentrovdva ultrafiltrédciou, vakuovou destildciou, vymrazovanim
alebo inymi metddami, potom sa sterilizuje napriklad filtrdciou alebo pomocou inych
metdd, pred koncovou lyofilizdciou sa roztok stabilizuje napriklad priddvanim chloridu
sodného, glukdzy, maltdzy alebo inych cukrov, roztok sa rozplni, prevedie sa jeho namra-
zenie a lyofilizdcia pricom v pripade potreby sa roztok pred lyofilizdciou alebo po
lyofilizdcii podrobi dalsiemu spracovaniu napriklad pomocou iontomennej alebo afinitnej

chromatografie.
2. Sposob podPa bodu 1, vyznadujici sa tym, Ze oddelenie balastnych zldgenin do moleku-
lirnej hmotnosti 150000 a nad 250000 sa prevddza alebo v prostredi destilovane] apyro-

o vodnom roztoku chloridu sodného v destilovanej apyrogennej vode

gennej vody alebo v
0. az + 6 °C pri pH 4,0 aZ 8,0.

o koncentrdcii do 30 gramov na liter pri teplote O

»
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3. Spdsob podla bodu 1, vyznadujici sa tym, Ze oddelovanie balastnych zldEenin s moleku-
1drnou hmotnosfou do 150000 a nad 250000 sa prevéddza pomocou gelove] filtrdcie, dialyzy
v kombindcil s ultrafiltrdciou alebo pomocou dialyzy v kombindcii s elektrodialyzou,
diafiltrdcie v kombindcii s ultrafiltrédciou, ultrafiltréciou.

4. Spdsob podla bodu 1 vyznadujdci sa tym, Ze bielkovinny materidl z ktorého sa frakcia
obsahujica gama-globulin izoluje je normdlnd alebo hyperimunnd plazma, pripadne nor-
milné, retroplacentdrné alebo hyperimunné sérum Yudského alebo zvieracieho pdvodu
s definovanou antibakteridlnou, antitoxickou alebo antivirovou protilédtkovou aktivi-

tou.
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