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54 Zpisob pripravy gama=-globulinu’

_ ReSeni se tykd zphsobu pfipravy gama=
globulinu z nové vychozi suroviny, tj. z
odtuéndné e dekaseinované kolostralni for-
my matePského mléka savcl, imunizovanych
pred porodem bekteridlnimi imunogeny, z
nich? jeden je spoledny mikroorganismim
celedi Enterobacteriaceae. tedyv z tav,
mlezive, a to tak, Ze se z vychozi surovi=-
ny nejprve vysrdii siranem amonnym frakce
surového gama-globulinu, ta se po odsoleni
a odstranéni balasti, které nemaji charake
ter protildtek, znovu frakcionuje siranem
amonnym, potom se frakce purifikovaného
gama~-globulinu odsoli a ziskany roztok se
lyofilizuje. Takto p¥ipraveny gema-globu~-
1in slouzi k_protiinfekéni ochrané novo=-
rozenych mlddat hospodd¥skych zvirat v
_prvnich dnech jejich Zivota.
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Vyndlez se tykd zpisobu pFfipravy gama-globulinu, a to
g nové dosud nepopsané vychozi suroviny, tj. z odtulndnéd a
dekaseinované kolostrdlni formy - mleziva - mateiského mléka
savcl, imunizovanych p¥ed porodem bakteridlnimi imunogeny, 2
‘nich# jeden je spoledny mikroorganismim Zeledi Enterobacteri-
aceae. . |

Jak je zndmo, ziskdvaji se globuliny, tedy i gama globu-
lin, specifickd, v klinické praxi uZivand 1lé¥iva, z krevniho
‘séra, co% je surovina, zejména Vv pfipad$ lidského séra, drehd
a omezens pfistupné |

Je zndmo, %e v matefském mléce savcﬁ zeaména v jeho ko~
lostrdln{ formé tzv, mleziwvu, je daleko vy3¥i obsah protild-
tek neZ v séru /pfibli%né lekrit vy33L{/, coZ znamend, Ze ma-
tefské mléko, resp. jeho kolostrédlni forma, tedy predstavuje
vydatny zdroj vSech druhié protildtek, hlavnd proti stievnim
‘chorobsém, jen mi¥e u novorozenych mlédat hospoddfskych zvi-
fat hrdt vyznamnou roli @%inné protiinfek¥ni ochrany v prv-
nich hodindch a dnech Zivota. Pi#edev3im u novorozenych telat,
a to v prvnich p&ti dnech jejich éivota, kdy mohou byt ztrdty
znadnd vysoké,

Gama-globulin,pfipraveny z odtu¥néné a dekaseinované ko~
- lostrdlni formy matei'ského mléka savel, jejif protilétkevd

- aktivita je navic posilena imunizaci vhodnymi vakcinami, na~

pfiklad bakteridlnimi imunogeny, z nichZ jeden je spoledny mi-
kroorganismim Seledi Enterobacteriaceae, aplikovanymi v dobd
b¥ezosti, miZfe podstatnd ovliivnit preZiti novorozenych mlé-
dat se sniZenou schopnost{ sdni, nebo jinak oslabenych. Podd-
véni dostatednfch ddvek gama-globulinu /pop¥ipadsd daldfch imu-
noglobuliné/, piipravenédho z kolostrdlni formy mateiského mlé-
' ka a upraveného do vhodné aplikalni formy, miZe zabrdnit vel-
kym ndrodohospoddfskym ztrdtdm,

Mléko savel, zejména v dob& porodu a po porodu, kdy pfe-
chdz{ v mlezivo, se stdvd udinnym obrannym protiinfeknim me-
chanismem, ktery mohou matky, krom& vlastniho p¥enosu proti-
l4tek placentdrni cestou, poskytnout navic nové generaci.
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Ovem mléko saved, zejména jeho kolostrdlni forma, obsahuje

- znadné mnoZstvi tuku a kaseinu,-jeé je zapotieb{ v co nejvétai
mite odstranit, PFfi izolaci gama-globulinu je vSak nutno db4t
predevdim toho, aby se pfi odstrafiovdni balastnich létek ne-
sniZoval jeho obsah a aby nenastala degradace a tim i celkovy
pokles blologlckého uéin&u.

ProtoZe af dosud nebyl zndm zpisob pifipravy gama-globuli-
nu z kolostrdlnf{ formy mléka saved, uéelné imunizovanych pred
porodem, bylo nutno takovy zplisob vyv1nout, samoz¥ejm¥ s pFi-
hlédnutim ke specifické povaze vychozi suroviny. Bylo nutno
- také zvolit vyhovujici podminky, které by umoZnily co nejrych-
le}di izolaci gema-globulinu a jeho purifikaci do ekonomicky
unosného stupnd &istoty, p#i zachovini biologické aktivity a
minimdlnim sniZeni jeho plivodniho obsshu, Zpisod piipravy gema-
globulinu podle vyndlezu se podstatn® 1i8i od béZného zplsobu
p¥ipravy z krevniho séra saved, ‘

Vyndlez se tedy tykd zpisobu pfipravy gama-globulinu z
odtuéndné a dekaseinovené kolostrdlni formy - mleziva - matef-
ského mléke saved, imunizovanych pfed porodem bakteridlnimi
imunogeny, z nichZ jeden je spoledny mikroorganismim &eledi
Enterobacteriaceae, jehoZ podstata spodivd v tom, Ze se z vy-
chozi suroviny p¥i hodnotd pH 6,5 aZ 7,5 vylou¥{ pi{davkem na-
syceného vodného roztoku siranu amonného ve form& sraZeniny
frakce surového gama-globulinu, kterid se po rozpudténi ve vodd
diaslyzuje proti vodd pii teploté nejvyde 10 °C, ze ziskaného
roztoku se fyzikdlnd, napiiklad filtraci s ektivnim uhlim nebo
odstfedd¥nim a/nebo chemicky, zZejména plsobenim vy$s{ kvartérni
amoniové soli, napiiklad dimethyllaurylbenzylamoniumbromidu,
odstrani balasty, potom se p¥i hodnot® pH 6,5 a# 7,5 pifdavkem
nasyceného vodného roztoku s{Tanu amonného vyloudi purifikovany
gama-globulin, ktery se po rozpu3tdni ve vodd dislyzuje proti
vodd p¥i teplotd nejvise 10 °C a nakonec se ziskany roztok zba-
vi vody, nap¥iklad lyofilizaci. - |

Zplisobem podle vyndleszu lze ziskat za technologicky p¥i-
jatelnfeh podminek vyznamné 1lé3ivo 2 dostupﬁé a levné vfchozi'
suroviny, ve vyhovujici &istot® a dobrych vytdZcich. '

Bliz#i podrobnosti zpisobu podle vyndlezu vyplyveji z né-
sledujiciho pFikladu provedeni, ktery samoz¥ejm¥ neni omezen .
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pouze na podminky v ném uvedené, nybrZ dovoluje i rézné obm&-
ny, pokud je lze zahrnout do pofadovaného rozsahu ochrany.

Kravské mléko, ziskané ihned po porodu /tzv, prvni nd-
doj/, se odstfe&uje na chlazené centrifuze p¥i 3000 ot/min po
dobu 30 min., 0dd8lend vrstva tuku se kvantitativnd odstrant.
Potom se odtu¥n¥né mléko okyseli kyselinou chlorovodikovou na
rH 4,2 a¥ 4,5 & nechd se stét pri teplotd mistnosti p¥es noc.
Druby den se mléko odst¥edi v chlazené centrifuze p¥i 3000
ot/min po dobu 40 min, sediment /kasein/ se odstrani a super-
natant se ddle zZpracovdvi,

800 ml supernatantu se upravi 0,1 N hydroxidem sodnym na
pH 7,0, pfidd se stejny objem nasyceného vodného roztoku sira-
nu amonného /74,5 g siranu na 100 ml destilované vody/ a michd
se 60 min p¥i teplot¥ mistnosti, Potom se nechd ustdt v lednici
pies noc a odstifedénim za chlazeni /3000 ot/min/ po dobu 30 min
se izolujé‘sediment; supernatant se odstrani. Sediment surového
gema-globulinu se rozpusti v malém mnoZstvi destilované vody
a proti ni se dialjzuje p¥i 4 °C tek dlouho, a¥ vysledek szkoudky
“dialyzdtu v dialyzadni trubici na p#itomnost amgnnych & sirano-
vych iontd je negativni, Dialjza trvé pfibliZn& 5 aZ 7 dnf, pii
dvou a¥ t¥ech vim&ndch destilované vody a za ob&asného promise=-
ni obsahu dialyza¥nich trubic v pribshu dne, |

Tekutina z dialyzy se zalkalizuje 0,1 N_hydroxidem sodnym
na pH 8,0 a pridéd se 10% vodny roztok dimethyllaurylbenzylamo~
niumbromidu /nebo obdobné kvartérni amoniové soli/ v mno¥stvi
45 ml na.l litr dialyzdtu /potiebné mnoZstvi kvartérni emonio-
vé s0li se stanovi piedem elektroforetickym testem/. Sm&s se
zahfeje na vodni ldzni na 40 °c, po dosaZeni této teploty se
ihned 2 l4zn& odstrani a nechd stdt pii teplot® mistnosti do
druhého dne. Druby den se p¥ipadnd vyloudeny sediment balast-
nich l4tek odstied{ za chlazeni{ /3000 ot/min po dobu 30 min/

a supernatant se okyseldi O,IQN kyselinou chlorovodikovou na

pH 5,0 aZ 5,5 /optimum 5,3/. Do takto upraveného supernatantu
se pfidd 5 % hmot, prdskového ektivniho uhli, Po dikladném pro=-
michdni{ se nechd stdt pies noc pii teplotd mistnosti a druhy
den se uhl{ odstrani jednak odst¥ednim /3000 ot/min po dobu '
30 min/ jedmak filtraci supernatantu pies Seitziv filtr, Fil-
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trdt se upravi 0,1 N hydroxidem sodnym na pH 7;0. Neutrdlni
roztok se vysrdZ{ stejnfm objemem nasyceného vodného roztoku
siranu amonného, kterj se priddvé po kapkdch, za stdlého michd-
nf{, Michd se 60 min p¥i teplot® mistnosti a potom se sm&s ulo-
#{ pfes noc do lednice. Druhy den se sm&s za chlazeni odstie-
duje p¥i 3000 ot/min po dobu 30 min. Po odstrandni sepernatan-
tu se sediment, tj. purifikovany gama-globulin, rozpusti{ v ma-
lém objemu destilované vody a dialyzuje se za podminek uvede-
nych vyse. Po poslednim odst¥eddni se supernatant lyofilizuje.
Vyt&Zek gama«globulinu z 800 ml vychoziho upravendho mléka je
11, 2 g, Jjeho elektroforetickd &istota je 97 %.

Takto izolovany gama-globulin tvo¥{ bily nehygroskopicky
préﬁek, ktery lze uchovdvat v uzaviené nddobé& p¥i teplot® mist-
nosti, Lyofilizdt je dob¥e rozpustny ve vod§ a pousivd se v
rosztoku, nejlépe do koncentrace 16 % hmot. Sterilitu roztoku
lze zajistit za podminek b&Znych pro obdobny preparét pifiprave-
ny ze séra.

PRAEDMET VYNALEZU

Zpisob pFipravy gama-globulinu z odtudn¥né a dekaseino-
vané kolostréln{ formy - mleziva - materského mléka saved, .
imunizovanych pfed porodem bakteridlnimi imunogeny, z nichZ
jeden je spoledny mikroorganismiim Eeledi Enterobacteriaceae,
vyznadujici se tim, Ze se z vychoz{ suroviny p¥i hodnots pH
6,5 aZ 7,5 vyloud{ p¥idavkem nasyceného vodného roztoku sira-
nu amonného ve form¥ sra¥eniny frakce surového gama-globuli-
nu, kterd se po rozpu¥tdni{ ve vod¥ dialyzuje proti vod¥ p¥i
teplotd nejvyde 10 °C, ze ziskaného roztoku se fyzik4ln¥, na-
pfiklad filtrac{ s aktivnim uhl{im nebo odst¥ed¥nim a/nebo che-
micky, zejména pisobenim vy#3{ kvartérni amoniové soli, na-
pfikled dimethyllaurylbenzylamoniumbromidu, odstrani{ balasty,
potom se pfi hodnot& pH 6,5 a% 7,5 p¥idavkem nasyceného vod-
ného roztoku siranu amonného vyloudl purifikovanj gama~-globu~-
lin, ktery se po rozpulténi ve vod¥ dialyzuje proti vod& pii
. teplotd nejvyde 10 % a nakonec gse ziskany roztok zbavi vody,
 nap¥{klad lyofilizaci.
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