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Vyundlez sn tyka spdsobu pripravy zmes-
ného lmunoglobulinového preparatu na haze
IgG + IgA + 1gM
7z normalnej alebo hyperimtnnej plazmy,
pripadne z wnormélneho alebo retrop'acen-
tarného, pripadne hyperimidnneho séra, kto-
ry je urfeny pre terapeutické ucely cestou
intramuskuldrnej alebo intravendznej apli-

kéicie,

AZ doposlal sa vealizuje priprava zmes-
ného imunoglobulinového prepardtu na béze
1gG - IgA 4 IgM
pra terapeutickd Géely prevazne podla kri-
térif pre intramuskularne podanie, t. j. kla-
die sa d6raz na vytaZnost a na obsah latok
so schopnostou vyvolat pyretickt reakciu.

Na precipitdciu balastnych bielkovin zo
zmesi imunoglobulinov

I1gG + 1gA + IgM

bol pouZity siran amoénny a rivanol (Heide
K., Haupt H.: Behringwerke Mitteil. 43, 161,
1964; Schwick H. G., Fischer ]., Geiger H.:
Progr. Imunobiol. Stand. 4, 86, 1970;
Schwick H. G.: Vox Sang. 23, 82, 1972], ky-
selina boritd (Pejaudier L., Audran P., Stein-
huch M.: Vox Sang. 23, 165, 1972) a kyseli-
na kaprylovd (Audran R., Pejaudier L., Stein-
buch M.: Rev. Franc. Transf. Immunol. He-
matol. 18, 119, 1975; Blatrix G., Israel ].,
Reinert Ph., Griscelli G., Steinbuch M.: La
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Nouvelle presse Medicale 5, 1193, 1976].

Sticasnd technologickd prax na jednej
strane sice oddeluje zmesny imunoglobuli-
novy prepardt na béaze

IgG + IgA -+ IgM
od zmesi inych krvnych bielkovin, ale na
druhej strane zand3a do roztoku

18G + IgA + IgM
nizkomolekularné anorganické alebo or-
ganické zldafeniny. Technologicky postup
méZe taktieZ Cast niektorych =zlddenin s
biochemicko-fyziologickou aktivitou v roz-
toku zmesného imunoglobulinového prepa-
ratu koncentrovat, t. j. obohacovat vzhla-
dom ku ich koncetrdcii vo vychodzej suro-
vine, z ktorej boli imunoglobuliny

IgG 4 IgA + IgM
izolované.

Princip odstraifiovania nizkomolekul4r-
nych latok s vyuZitim dialyzy oproti desti-
lovanej apyrogénnej vode bod pouZity u al-
buminu (St&panek 1., Uhrik J.: AO 208 866)
ako aj u gama globulinu (Stdpéanek 1.,
AO ¢&islo 244 306). Odstraiiovanie nizko-
molekuldrnych latok s vyuZitim dialyzy
oproti 0,1% aZ 3,0 %-nému vodnému rozto-
ku chloridu sodného bolo pouZité u gama
globulinu (Stépanek I., Uhrik J.: AO 208 868)
ako aj u zmesného imunoglobulinového pre-
paréatu na béze
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§ 1gG + IgA + IgM
(Stépédnek L, Uhrik J.: AO 208 867).

Zmesny imunoglobulinovy prepardt na.

béze

IgG + IgA + 1gM,
pripraveny podla doposial platnych kritérii
pre intramuskuldrné podanie md dokdaza-

telny hypotenzivny a antikomplementdrny:

u¢inck, ¢o je pre kvalitu intravendzného
prepardtu nepripustné. Podanie prepardtov
tychto kvalit intravendzne moéZe v désledku
ndhlého poklesu krevného tlaku pacienta
ohrozil a v dosledku antikomplementdrne]j
aktivity oslabit jeho neSpecifickd obranu.

Na odstratiovanie antikomplementédrnej
aktivity gama globulinu, ktory bol pripra-
veny zo zmesi plamzatickych alebo séro-
vych bielkovin, bola pouZitd tprava hodno-
ty pH na 4,0 pri 24 hodinovej inkubacii pri
37°C (Barandun S., Kistler P., Jeunet F.,
Isliker H.: Vox Sang. 7, 157, 1962).

Pokles antikomplementarnej aktivity ga-
maglobulinu bol zaznamenany po pridani
akiivneho uhlia (Steinbuch M., Audran R.,
Amouch P., Blatrix C.: Vox Sang. 13, 103,
1967), po pridani trikalciumfosfdtu (Stein-
buch M., Audran R., Amouch P., Blatrix C.:
Rev. med. Tours, suppl. No 3, 79, 1968] a
po pridani albuminu [Auerswald W., Kiese
wetter E.: Wien. med. Wschr. 115, 690, 1965).

ZniZovanie antikomplementarnej aktivity
gama globulinového roztoku pomocou pro-
teolytického Stiepenia holo realizované pep-
sinom (Schultze H. E., Schwick G.: Dtsch.
med. Wschr. 87, 1643, 1962) a plazminom
(Sgouris J. T.: Vox Sang. 13, 71, 1967].

Antikomplementdrnu aktivitu gama glo-
bulinovej molekuly je moZné zniZit jej che-
mickou redukciou beta merkaptoetanolom
(Wiederman G., Miescher P. A., Frankiin E.
C.: Proc. Soc. exp. Biol. Med. 113, 609, 1963},
modifikdciou betapropiolaktonom (Stephan
W.: Z. klin. Chem. 7, 282, 1969; Stephan W.:
Vox Sang. 28, 422, 1975}, redukciou s dithio-
erythritolom (Isenman D. E. Dorrington K.
]., Painter R.H.: J.Immun. 114, 1726, 1975),
sulfondciou (Masuho Y., Tomibe K., Matsu-
zawa K., Ohtsu A.: Vox Sang. 32, 175, 1977),
amidéciou (Schmidtherger R.: US Patent No
4118 379 [1978}), redukciou s dithioethrei-
tolom a alkylaciou s jodacetamidom (Fer-
nandes P. M., Lundblad ]J. L.: Vox Sang. 39,
101, 1980} a redukciou s dithiothreitolom v
kombindcii s dithioerythritolom s néaslednou
alkyldciou pomocou jodacetamidu alebo
metyljodidu, akrylonitrilu, benzylbromidu,
pripadne etylénoxidu (Schroeder D. D,
Tankersiey D. L., Lundblad J. L.: Vox Sang.
40, 373, 1981).

Antikomplementdrnd aktivita zmesného
imunoglobulinového prepardtu na bdze

IgG + IgA + IgM
stvisi pravdepodobne so vznikom polymérov
I1gG + IgA + IgM,
ktoré mozZu vznikat v procese technologic-
kej izolacie a jednak v procese lyofilizacie
ako dosledok interakcie nizkomolekulér-
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nych latok s molekulami IgG, IgA a IgM.

PouZitie destilovanej apyrogénnej vody
pri separécii nizkomolekuldrnych zld€enin
z0 zmesného imunoglobulinového prepara-
tu na béaze

IgG -+ IgA + IgM

spdsobuje precipitdciu pravdepodobne po-
lymérov IgG, IgA a IgM a jednak odsirdne-
nie nizkomolekuldrnych latok, do ktorych
méZeme zahrnut aj zliéeniny s hypotenziv-
nou aktivitou, v dfsledku toho pri lyofili-
zécii nemo6ze d6jst ku ich interakcii s mo-
lekulami I1gG, IgA a IgM, ¢iZe nedochddza
ani ku polymerizacii, to znamend, Ze ani ku

‘vzniku antikomplementarnej aktivity.

Antikomplementdrnd aktivita bcla testo-
vani na zaklade ubytku aktivity komple-
mentu. Ubytok znamej hodnoty aktivity
komplementu po pridani zndm&ho mnoZstva
roztoku lyofilizovaného zmesného imuno-
globulinového preparatu na héze

IgG + IgA + IgM
bol stanoveny metédou podla Kabdta a
Mayera (Kabat E. A, Mayer M. M.: Experi-
mentdlni Imunochemie Praha CSAV 1965
str. 180).

Efekt destilovanej apyrogénnej vody pri
separdcii antikomplementarnej aktivity je
moZné dokumentoval u 10 experimental-
nych 3arZi zmesného imunoglobulinového
prepardtu na baze

IgG + 1gA - 1gM,
kde bolo dosighnuté zniZenie antikomple-
mentarnej aktivity u lyofilizovaného zmes-
ného imunoglobulinového preparéatu na baze
I1gG + IgA + IgM
0 90 az 98 % v porovnani s tym istym ma-
teridlom, ktory bol lyofilizovany bez pred-
chéddzajicej separdcie nizkomol!ekuldrnych
zlu¢enin.

Hypotenzivny a&inok bol testovany na zéa-
klade poklesu krvného tlaku krdlika pria-
mou krvnou metédou podla GSL 3 (CSL 3,
svdzok I, vydanie III, Avicenum Praha str.
149] s tym, Ze kralikovi o hmotnosti 2 aZ
3 kg sa aplikujui 2 ml zmesného imunoglo-
bulinového preparatu na baze

IgG + IgA 4 1gM
na kg hmotnosti. Obsah bielkovin v apliko-
vanom zmesnom imunoglobulinovom prepa-
rdate na baze

1gG - TgA + IgM
je 15 g na 1000 ml roztoku. U preparatov
pripravenych podla navrhovaného postupu
sa hypotenzivnd aktivita nevyskytovala v
tak vyraznej intenzite, o je moZné doku-
mentovat tdajom, Ze z 10 pripravenych ex-
perimentdlnych $arZi podla predloZeného
vyndlezu bol stanoveny pokles systolického
tlaku maximdalne o 4 a? 8 % v porovnani
s tym istym materidlom v tej istej davke
bez separécie nizkomolekularnych zlucenin,
kde bol stanoveny pokles systolického tla-
ku od 20 do 30 %.

Podstatou vyndlezu je odstrdnenie nizko-
molekuldrnych zlu€enin zo zmesného roz-
toku
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1gG + IgA + IgM
prietokovou dialyzou oproti destilovanej
apyrogénnej vode, pri¢om pri pouZiti cca
300 nasobného objemu vody ako je objem
dialyzovaného roztoku dbéjde ku precipita-
cii c¢asti imunoglobulinov, pravdepodobne
po'ymérnych foriem IgG, IgA a IgM, ktoré
vyprecipituja v podobe sedimentu a predsta-
vuja zdroj IgM. Roztok po oddeleni sedimen-
tu predstavuje zmesny imunoglobulinovy
prepardt na béze
IgG + IgA + IgM
so zniZenym hypotenzivnym a antikomple-
mentdrnym uéinkom.
Bielkovinny materidl obsahujici purifi-
kovany
I8G + IgA + IgM
sa suspenduje za aseptickych podmienok v
takom mnoZstve apyrogénnej destilovanej
vody o teplote 0°C aZ +6°C, aby hodnota
koncentracie bielkovin sa nachédzala v roz-
medzi 1 % aZ 15 %, s optimom 8 £ 2 %,
roztok imunoglobulinov sa vy¢iri, napriklad
filtrdciou a separdcia nizkomolekuldrnych
zliudenin sa prevadza z roztoku imunoglo-
bulinov prietokovou dialyzou oproti destilo-
vanej apyrogénnej vode s hodnotou pH v
rozmedzi 4,0 az 8,0 pri prietoku 300 ml aZz
2 000 ml za mindtu po dobu 24 aZ 72 hodin.
Po ukondeni dialyzy sa z dialyzaCuného
potrubia oddialyzovany roztok imunoglobu-
linov vyleje a vznikly sediment sa odstra-
ni napriklad [iltrdciou alebo centrifuga-
ciou. Roztok imunoglobulinov sa pripadne
zakoncentrovava ultrafiltrdaciou, podrobi sa
sterilizdcii napriklad (filtrdciou alebo ra-
diatnou steri‘izaciou,. rozpliluje sa, lyofili-
zuje a v pripade potreby sa podrobi dal-
Siemu spracovaniuv.
Vynéalez je dalej objasneny na prikladoch
prevedenia, ktorymi jeho rozsah nie je ani
obmedzeny ani vyferpany.

Priklady prevedenia
Priklad 1

Vychodzou surgvinou moZe byt bielko-
vinnd pasta zmesného imunoglobulinového
preparatu na baze

IgG + IgA + IgM
ziskanid napriklad spdsobom podla Pejau-
diera a spol. (Pejaudier L., Audran R., Stein-
buch M.: Vox Sang. 23, 165, 1972). Bielko-
vinny materidl vyprecipitovanych imunoglo-
bulinov sa rozptsta v takom mnoZstve des-
tilovanej apyrogénnej vody o teplote 0°C
a7z 46 °C, aby hodnota koncentracie bieiko-
vin sa nachadzala v rozmedzi 1 aZ 15 %,
s optimom 8 + 2 %. Rozpastanie sa urych-
luje mieSanim. Po rozpusteni sa roztok imu-
noglobulinov na bdaze

1gG + IgA + IgM
vyciri filtraciou.

V technologickych pomeroch s vysSie
uvedené podmienky spravidla zachované

6

vtedy, ked rozpaStame 1 kg bielkovinnej
pasty imunoglybulinov skupiny

IgG + IgA + 1gM
v ‘2000 m! apyrogénnej destilovanej vody
o teplote 0°C aZ +6°C. Hodnota pH takto
vzniknutého roztoku imunoglobulinov by-
va spravidla medzi 4,0 aZ 8,0 a koncentra-
cia bielkovin v rozmedzi 8 + 2 %. Takto
starostlivo pripraveny roztok sa vydiri na-
priklad filtrdciou a nizkomolekuldrné zli-
Ceniny sa odstrdnia z roztoku prietokovou
dialyzou cez dialyzatné potrubie. Dialyzac-
ng potrubie méZe byt vyrobené z celofino-
vych, koldédiovych, vinylpolymérnych mem-
brén, pripadne z inych materidlov.

Namocené dialyzaéné potrubie v apyro-
génnej destilovanej vode sa nechd nabobt-
nat a potom sa napini destilovanou apyro-
génnou vodou za ufelom preverenia celist-
vosti. Priemer dialyzatného potrubia by sa
mal pohybovat od 2 cm do 15 cm s opti-
mony 5 cm. Sterilizdcia dialyzadného po-
trubia sa prevadza v roztoku destilovanej
apyrogénnej vody, napriklad autoklavova-
nim pri 122 °C po dobu 40 mintt, alebo che-
mickou cestou, napriklad etylénoxidom.
Spodnd ¢ast dialyzadného potrubia sa uza-
vrie uzlom. Roztok zmesného imunoglobu-
linového preparatu na baze

1gG + IgA + IgM
sterilizovany napriklad filirdciou, sa naleje
do vysterilizovaného dialyzatného potrubia,
uzatvoreného v spodnej Casti uzlom a uza-
tvori sa vo vrchnej €asti uzlom so sluckou,
za ktoru sa zavesi na vrchné viko dialyzac-
nej prietokovej koldny.

Za optimdlné rozmery technologickych
dialyzatne prietokovych kolon sa povaZuji
také, kde priemer kruhovej alebo uhlo-
prietka Stvorcovej, pripadne obdlZnikovej
zdkladnej plochy ku vySke kolony sa pohy-
buje v pomere 1:5 aZ 1 :10. MnoZstvo roz-
toku zmesného imunoglobulinového prepa-
rdtu vlozeného do dialyzy nemd prekrodit
25 aZ 30 % objemu prazdnej kolony.

Po naneseni zvoleného objemu roztoku
zmesného imunoglobulincvého prepardtu na
bhize

IgG + IgA + IgM

sa zahdaji niteny prietok apyrogénnej desti-
lovanej vody o teplote 0°C aZ 46°C o pH
4,0 az 8,0 pri prietoku 300 ml aZ 2000 ml
za minutu, s vyhodou pri prietoku 1 000 ml
za mintGtu po dobu 72 hodin. MnoZstvo cel-
kove pretecenej destilovanej apyrogénnej
vody méa byt miniméalne 300 ndsobkom ob-
jemu zmesného imunoglobulinového rozto-
ku, ktory bol umiestneny do vndtra dialy-
zatného potrubia.

Pri penetrdcii nizkomolekuldrnych zlace-
nin z roztoku zmesného imunoglobulinove-
ho preparatu cez dialyzalnd membrédnu od-
chddzaju aj nizkomolekuldrne zlddeniny
spdsobujice hypotenzivny uéinok v dob-
sledku odchodu nizkomolekuldrnych zluCe-
nin cez stenu dialyzatnej membrény klesa
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stabilita a tym aj rozpustnost, pravdepodob-
ne ¢asti polymérov IgG, IgA a IgM, ktoré
zaénl vypadavat v podohe suspenzie aZ se-
dimentadného precipitatu a z roztoku spra-
vidla sa usadila v dolnej &asti potrubia. Se
diment precipitatu sa spravidla objavi cca
po 40 hodine priebehu dialyzy. Nachadza-
jn sa v fiom bielkoviny, ktoré st zodpoved-
né za prevaznu &ast antikomplementdrnej
akiivity.

Po skonceni dialyzy sa dialyzatné potru-
hie zavesi so zdvesného hdaéika na vrch-
nom veku dialyzadnej kolény, opatrne sa
vyberie z kolony a po rozstrihnuti sa roztok
ofldeli od sedimentu a podrobi sa sterilnej
filtrdcii, pricom dodjde ku definitivhemu od-
deleniu zbytkov sedimentu z roztoku, roz-
tok sa podrobi zakoncentrovaniu pomocou

8

ultrafiltrdcie, vymrazovanim, alebo vakuovej
destilacii, rozpliiuje sa a lyofilizuje a v pri-
pade potreby sa podrobi dalSiemu spraco-
vaniu.

Priklad 2

Vychodziou surovinou mo%e byt bielko-
vinnd pasta zmesného imunoglobulinového
preparatu

18G + IgA + IgM
alebo ich roztok izolovany aj pomocou inych
metod. Bielkovinnd pasta alebo roztok imu-
noglobulinov na baze

1gG + IgA + IgM
sa spracovava v dalSom postupe ako v pri-
klade &. 1.

PREDMET VYNALEZU

1. Spdsob pripravy krvného zmesného imu-

noglobulinového prepardtu na baze

IgG + IgA + 1gM
so zniZenym hypotenzivaym a antikomple-
mentdrnym ticinkom spoéivajici v tom, Ze
bielkovinny materidl obsahujici imunoglo-
huliny

1gG + IgA -+ IgM
sa suspenduje za aseptickych podmienok
v iakom mnoZstve apyrogénnej destilovanej
vody o teplote 0°C aZ -+6°C, aby hodnota
koncentrdcie bielkovin bola v rozimedzi 1 %
a7 15 O, roztok imunoglobulinov sa vy¢iri
napriklad filtrdciou a odstrania sa nizko-
molekulové latky o molekuliarnej hmotnosti
do 50000, vyznadujaci sa tym, Ze nizkomo-
lekuwlové ldatky sa odsirafiuji prietokovou
dialyzou oproti destilovanej apyrogénnej
vode, o teplote 0°C aZ 6°C, pri pH 4,0 az
3,0, pri prietoku 300 ml aZ 2 000 ml za mi-
nitu, pn dobu 24 a¥% 72 hodin, pri objemo-
vom mnoZstve pretedenej vody minimélne
300 néscbne vdéSom ako je objem zmesného
imunoglobulinového roztoku, pri¢om oddia-
lyzovany roztok

I18G -+ IgA + IgM
sa dalej spracovdva a bielkovinovy preci-
pitat

18G +- TgA + IgM
predstavuje zdroj IgM.

2. Snosoh pripravy podla bodu 1, vyzna-

¢njaei sa tym, Ze dialyza prebieha v dialy-

Severografia, n. p., zdvod 7, Most

zatnom potrubi, zhotovenom najmi z celo-
fanovych, kolédiovych alebo vinylpolyméro-
vych membréan.

3. SpoOsob pripravy podla bodu 1, vyzna-
dujtci sa tym, Ze dialyzatné potrubie sa
pred dialyzou sterilizuje autokidvovanim
alebo chemickou cestou.

4. Spdsob pripravy podla bodu 1, vyzna-
¢ujici sa tym, Ze zmesny roztok

18G + IgA 4 1gM
sa pred dialyzou sterilizuje filtraciou.

5. Spdsob pripravy podlfa bodu 1 vyzua-
¢ujici sa tym, Ze materidl, z torého sa frak-
cia obsahujica

1gG + IgA + IgM
izoluje, je normdélna ' alebo hyperiminond
plaza, pripadne normélné, retroplacentarné
alebo hyperiminné sérum s definovanou
antibakteridlnou, antitoxickou alebo antivi-
rovou protilatkovou aktivitou.

6. SpOsob pripravy podla bodu 1 vyzna-
¢ujici sa tym, Ze roztok

1gG + IgA + IgM

zbaveny nizkomolekuldrnych latok a sedi-
mentaéného precipitdtu sa dalej spracova-
va napriklad sterilnou filtrdciocu, podrobi sa
pripadnému zakoncentrovaniu pomocou ult-
rafiltrdcie, vymrazovanim alebo véakuovou
destildciou, rozpliiuje sa, lyofilizuje a v pri-
pade potreby sa podrobi dalSiemu spraco-
vaniu.
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