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(54) Zpusob pFipravy koncentrovanych purifikovanych roztokt sérovych

imunoglobulint skupiny G, A, M

P¥iprava koncentrovanych purifiko-
vanych roztokd sérovych imunogiobulind
skupiny G, A, M se tykd diagnostické a tera-
peutické imunologie a Jje zaloZena nabtou,

Ze pfi %tacionérnim zmrezeni pfi -5

aZ -50

po dobu 2 aZ 24 hodin a stacio-

nérnim rozmrszeni pi*i +5C aZ + 20 T po

dobu 2 a% 48 hodin vzniké v roztoku
imunoglobulind skupiny G, A, M koncentralni
gradient v ddsledku &eho ve spodni ¥dsti
nédoby se bude nachdzet zakoncentroveny
roztok, ktery se vypou3ti a ddle zpracovédvd
sterilni filtrac{. Proces zmrezeni a rozmra-
zeni lze podle pot¥eby opakovat.

Purifikovené imunoglobuliny skupiny
G, A, M se rozpou3tf{ v apyrogenni{ vodd
na koncentraci bflkovin 8 t 2 % p¥i
hodnoté pH 4,0 a% 8,0. Po odstran&ni
nizkomolekulédrnich sloulenin z imunoglo-
bulinového roztoku skupiny G, A, M pomoci
pritokové dialysy anebo gelové filtrace
proti 0,1 aZ 1,0 procentnimu roztoku
chloridu sodného ¥ destikgvané apyrogenni

vodd o teploté 0% a¥ +6

se provéd

jeho sterilizace filtraci a napln¥ni
kolony je mo¥né do 75 % objemu.
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Vyndlez se tyké zplsobu pripravy koncentrovenych purifikovaenych roztokl sérovych
imunoglobulind skupiny G, 4, M.

Imunoglobulinové prepardty skupiny G, 4, M zadinajl byt v soulasnosti 3iroce pouZivény
zejména v klinické terapeutické praxi. Soufasnd technologickéd praxe p¥i{pravy imunoglobu~
linovych preparétl skupiny G, A, M bud laboratornich anebo urdenych pro terapeutické idely
se v prevéiné mife zekoncentrovévéd lyofilizaci.

Metoda lyofilizace klede velké ndroky a néro¥né poZadavky na vyrobni zebizeni, Jje
zna¥nd drehé a vyZaduje nepPetrZitou servisni pozornost. Navic je potfeba konstatovat,
%e v prirozenych podminkdch ekosféry nadi plenety se za fyziologickych be ani za patolo-
gickych podminek nevyskytuj{ tek nizké hodnoty vakua ve spojeni s teplotemi, které se b&%nd
u¥iveji pfi lyofilizaci.

Technologicky postup midfe tektéf Z4st ndkterych nizkomolekuldrnich slouenin s bioche-
micko-fyziologickou ektivitou v roztoku imunoglobulind skupiny G, A, M koncentra¥né obohe-
covat vzhledem k Jejich koncentraci ve vychozi suroving, z které byly imunoglobuliny izolo-
vény a jednak se zpravidla do imunoglobulinového roztoku zen&31 nizkomolekuldrni enorganické
nebo orgenické sloudeniny pouZité jako precipitans.

Odstrenovdnf vody v pribshu lyofilizace mé za ndsledek zvyBovéni koncentrace imuno-
globulind skupiny G, A, M e vdech v roztoku p*{tomnych nfzkomolekuldrnich ldtek a pom&rnd
zvySend teplota na konci mrazové sublimace je zdrojem aktiva&ni energie dosta¥ujici na
vytvoren{ ne¥édoucich interskc{ t¥chto létek s molekulami imunoglobulind skupiny G, A, M.

Koncentrace bilkovinnych roztokd pomoci lyofilizace se sice celosvdtovd hojn¥ pouZivd,
ale hledajf se i jiné metody zakoncentrovdn{ bilkovinnych roztokld zasloZené jendak na vakuo-
vém oddestilovdvén{ vody a prchavych souldstf{ (Smith K. J., Watt J. C., Watson C. N.,
Mostenbroek G. G. A.: Vox Seng. 22, 120, 1972) a jednak na oddslovéni vody a nizkomoleku-
1lérnich ldtek pomoci membrénovych systémd (Friendli H., Fournier E., Volk T., Kistler P.:
Vox Seng. 33, 93, 1977).

Podstata zpisobu vyroby koncentrovanych purifikovangch roztokd sérovych imunoglobulind
skupiny G, A, M spofvé v tom, Ze bflkovinny materidl obsahujfc{ purifikované imunoglobu-
liny skupiny G, A, M se rozpoudtl v tekovém mnoZstv{ destilovené spyrogenni vody o teploté
0 °%C az +6'9C, aby se hodnote koncentrace biflkovin nachdzela v rozmez{ 2 % % 5 % a hodnote
pH mezi 4,0 a% 8,0, odstran¥ni nizkomolekuldrnich slouferin se z imunoglobulinového roztoku
skupiny G, 4, M provede zejména pomoci pridtokové dislyzy enebo gelové filtrace proti
0,1 a% 1,0 procentnfmu roztoku chloridu sodného v destilované apyrogenni vodd o teplotd
0 °C az +6 9¢, imunoglobulinovy roztok skupiny G, A, M se sterilizuje zejména filtraci
vyznadujici se tim, %e sterilizovany roztok imunoglobulind skupiny G, A, M se vnese do
vysterilizované mrazovd koncentra¥ni zpravidla kovové kolony, kterou zaplni a% do 75 %
objemu ve které se imunoglobulinovy roztok skupiny G, A, M staciondrnd zmrazi nepfiklad
na -5 °C a% -50 °C po dobu 2 a% 24 hodin a op&t staciondrn& rozmrazi napfikled p¥i +5 °c
at +20 °C po dobu 2 a% 48 hodin a potom sé z kolony odebere zshultiny roztok imunoglobulind
skupiny G, A, M o stanovené koncentraci, anebo se proces zmrazovéni a rozmrazovédni opakuje, A
potom se imunoglobulinovy roztok skupiny G, A, M ddle zpracovévéd nepfikled sterilnf filtracf.

Vyndlez je déle objasndn na pfikladech provedenf jimiZ jeho rozsah nenf ani omezen
ani vySerpén. )
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P¥{kledy provedent

P¥{klad &1

Vychozi surovinou je bilkovinné pastas precipitdtu imunoglobulind skupiny G, A, M
ziskand zplsobem podle Pejaudiera a spol. (Pejaudier L., Audran R., Steinbuch M.:
Vox Sang. 23, 165, 1972).

Bflkovinny materidl se rozpoustf v takovém mno¥stvi apyrogenni{ destilované vody
o teplotd 0 °C a3 +6 °C, aby hodnote koncentrace bilkovin se nachdzela v rozmezi 2 a% 5 %.
Rozpou¥tdn{ se urychluje mfchdnfm. Po rozpultdni se imunoglobulinovy roztok skupiny G, A,
M vyZefi nep¥ikled filtraci.

V technologickych pomdrech jsou vyZe uvedené podminky zpravidle zachovény tehdy
kdy% rozpoustime 1| kg imunoglobulinové pasty ve 2 000 ml destilované apyrogennf vods
o teplot 0 °C % + 6 . Hodnota pH tekto vzniklého imunoglobulinového roztoku skupiny
G, A, M byvé zpravidla mezi pH 4,0 a¥ 8,0 a koncentrace bflkvin byvé mezi 2 a¥ 5 %. Takto
pripreveny roztok purifikovanych imunoglobulind skupiny G, A, M se vy¥ef{ napriklad filtraci
a nizkomolekuldrni slouleniny se z imunoglobulinového roztoku skupiny G, A, M odstrant
nepf{kled gelovou filtrac{ anebo dialyzou proti 0,1 e% 1,0 procentnimu roztoku chloridu
sodného v destilovené apyrogenni vods o teplotd 0 °C a% +6 °C,

Imunoglobulinovy roztok skupiny G, A, M se po odstrandni nizkomolekuldrnfch létek
podrobf sterilizaci napfiklad filtraci s umistn{ se do vysterilizované koncentralni aparsa-
tdry.

Za optimdlnf rozmdry technologickych mrazovd koncentradnfch kolon se povaZuji takové,
kde primir kruhové anebo uhlop¥{Zka ¥tvercové nebo obdélnikové zékladnf plochy kolony
ku vysce kolony se pohybujf v pom&ru ! : 2 a%¥ 1 : 10.

MnoZstvi imunoglobulinového roztoku skupiny G, A, M vsazeného do kolony nemé piekrodit
75 % objemu mrezové koncentra¥ni kolony. P¥{stup chladu mé byt orientovdn hlavnd vertikdlnim
smérem ze spodu k vrchu & e potom smdrem horizontdlnim od vné&jsdku ku vnitfku. Vrchni &4st
kolony mé zemrzat poslednf a umoZnit kapaslin& vytlalované v disledku zv&t3ovén{ objemu,
aby mohla vystoupit nezamrzlym st¥edem. :

Zmrazovéni se provédd{ naprikled p¥i’'-50 °C a% -5 °¢ po dobu 2 aZ 24 hodin a rozmre-
zovéni p#i +5 °C af +20 °C po dobu 2 e 48 hodin. Namraszovéni a rozmrazovéni md byt pomalé
a plynulé priemf kapalina zejména po rozmrazeni se nesm{ pohybovat nebo mechenicky
michat. Dobu potfebnou na zmrazeni a rozmrazeni je nutno pro kaZdy konkrétni typ sparatiry
stanovit empiricky.

Pokud se nejedné o velmi objemné kolony lze zmrazenf reslizovat vloZenim kolony do mra-
zictho pﬁltu a rozmrazovéni realizovat vyjmutim z mrazfcfho pultu & umf{stédnim kolony
do pokojové teploty. Velkoobjemové mrazové koncentra¥ni kolony musf mft chladici jekoz
i ohffvaci potrubi sto¥eno hedovit® okolo kolony odspodu smdrem k vrchu kolony.

Roztok imunoglobulind skupiny G, A, M se po staciondrnim rozmrazeni vypoudtf z kolony
po malych objemech nepfiklad po 100 ml aZ 500 ml a vyhodnocuje se obsah bilkovin, nep¥ikled
spektrofotometricky nebo refraktometricky a 0ddéli se ty konkrétni frakce kde koncentrace
poklesla pod hrenici nedeho zdjmu nepfiklad pod 10 g imunoglobulind skupiny G, A, M na litr.

Zekoncentrovany roztok imunoglobulind skupiny G, A, M se podrobf dalZimu zpracovéni
Jako nap¥{kled sterilni filtraci. V pfipad® pot¥eby lze proces zakoncentrovédni opekovat.
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P¥f{klad & 2

Vychoz{ surovinou miZe byt biflkovinnd pasta imunoglobulind skupiny G, A, M izolovend
i pomoci jinych precipita&nich sloudenin. Na precipitaci balastnich bilkovin ze smési imu-
noglobulind skupiny G, A, M md%e byt pou¥it siran emonny a rivenol (Schwick H. G., Fis-
cher J., Geiger H.: Progr. Immunobiol. Stendard 4, 86, 1970; Schwick H. G.: Vox Sang 23, 82,
1972), kyselina boritd (Pejaudier L., Audran R., Steinbuch M.: Vox Seang. 23, 165, 1972)
a kyseline kaprylovd (Blatrix C., Israel J., Reinert Ph., Griscelli C., Steinbuch M.:
La nouvelle Presse Medicale 5, 1 193, 1976).

Bilkovinny materidl se rozpou¥ti v takovém mnoZstvi apyrogenni vody zpravidla destilo-
vené o té&plotd 0 % o +6 °C, aby hodnote koncentrace bilkovin se nachdzela v rozmezi
2 a% 5 %. Rozpoult¥ni se urychluje michdnfm. Po rozpultdn{ se imunoglobulinovy roztok
skupiny G, A, M vydef{i nap¥fklad filtract, Roztok'imunoglobulinﬁ skupiny G, A, i se zpraco~
vévé v dal¥im postupu jeko v p¥fkladd &. 1.

V p¥ipad¥, %e by spodnf vytokovy otvor na vypoudtdni zakoncentrovaného roztoku imuno-
globulind skupiny G, A, M nemohl byt otevlen lze zakoncentrovany roztok imunoglobulind
skupiny G, A, M odsdvat vrchem kolony. Odsdévéni se provéd{ pomoci tenké sklemdné trubice,
kterd se opatnd ponorf a% na dno nédoby, na kterou je napojend napfiklad gumové hadice
s mo¥nost{ pripojeni ma vakuum.

U¢imnest zakoncentrovéni lze demonstrovet na tomto pripadd. PFi zskoncentrovéni 3 litrd
roztoku imunoglobulind skupiny G, A, M o vychozi koncentraci 10 g na litr byl po prvnim
zmrazeni e rozmrazeni ziskany roztok, ktery po vypudténi po jednotlivych frakeich & 50 ml
vykazéval tento koncentraéni gradient.

Ve frekeci & 1 bylo stenoveno 36 g imunoglobulinl G, A, M na litr
Ve frakeci &. 5 bylo stanoveno 27 g imunoglobulind G, A, M na litr
Ve frakci &. 10 bylo stanoveno 20 g imunoglobulind G, A, M na litr
Ve frakcl ¥. 15 bylo stanoveno 15 g imunoglobulini G, A, M na litr
Ve frekeci ¥. 20 bylo stanoveno 11 g imunoglobulind G, A, M na litr

Koncentrace ve frakcich 21 aZ 60 byles pod 10 g imunoglobulinl skupiny G, A, M na litr
t.j. pod hranici na3eho zdjmu.

P¥i zekoncentrovdni 3 litrd roztoku imunoglobulind skupiny G, A, M o vychozi koncen-
traci 10 g na litr byl po dvojndsobném zmrezeni a rozmrazeni ziskdn roztok, ktery po vypu-
Zt3nl po jednotlivych frekcich a 50 ml vykszoval tento koncentrad&ni gradient.

Ve frakci ¥. 1 bylo stanoveno 58 g imunoglobulind G, A, M na litr
Ve frekci &. 5 bylo stanoveno 35 g imunoglobulinG G, A, M na litr
Ve frekci &. 10 bylo stanoveno 20 g imunoglobulinld G, A, M na litr
Ve frekei &. 15 bylo stanoveno 13 g imunoglobulini G, A, M na litr
Ve frakei &. 20 bylo stanoveno 8 g imunoglobulind G, A, M na litr

Koncentrace ve frakcich 21 a% 60 byla pod 8 g imunoglobulind skupiny G, A, M ne litr
t.J. mnohem niZ%e ne% je hranice naleho zdjmu.
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PREDMET VYNALEZU

Zpisob pripiravy koncentrovanych roztokd sérovych imunoglobulind skupiny G, A, M
spodfvajici v tom, %e bilkovinny materidl obsehujfct purifikovend imunoglobuliny skupiny
G, A, M se rozpoust{ v takovém mno¥stvi destilované apyrogenn{ vody o teplots 0 °¢
af +6 °C, aby se hodnota koncentrace bilkovin nachézela v rozmezi 2 a% 5 % & hodnote pH
mezi 4,0 aZ 8,0, odstran&ni{ nizkomolekuldérnich sloudenin se z imunoglobulinového roztoku
skupiny G, A, M provede zejména pomoci prdtokové dialyzy snebo gelové filtrace proti
0,1 a% 1,0 procentnimu roztoku chloridu sodného v destilované apyrogenni vod% o teplotd
0 °C ez +6 °C, imunoglobulinovy roztok skupiny G, A, M se sterilizuje zejména filtraci
vyznadujici se tim, e sterilizovany roztok imunoglobulind skupiny G, A, ¥ se vnese
do vysterilizovaené mrazovd koncentra¥ni zpravidla kovové kolony, kterou zaplnf a% do 75 %
objemu ve které se imunoglobulinovy roztok skupiny G, A, M staciondrn¥ zmraz{ napiiklad
pfi -5 °C a% =50 °C po dobu 2 e% 24 hodin a opét staciondrnd rozmrazf nep¥fklad p¥i +5 °C
az +20 °C po dobu 2 af 48 hodin a potom se z kolony odebere zshuitiny roztok imunoglobulind
skupiny G, A, M o stenovené koncentraci, anebo se proces zmrazovéni a rozmrazovédn{ opakuje,
potom se imunoglobulinovy roztok skupiny G, A, M ddle zpracovévé napffklad sterilnf filtraci.

Severografia, n. p., zévod 7, Most
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