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Spfsob pripravy imunoglobulinovych prepa-
rdtov na bdze IgG+IgA a IgG+IgM pre i.m.
podanie z Krvného zmesného imunoglobulino-
vého prepardtu na bdze IgG+;gA+IgM

(57) Spésob pripravy imunoglobulinovych
prepardtov na bdze IgG+IgA a IgG+IgM pre
i.m. podanie z krvného zmesného imunoglobu-
linového prepardtu na bdze IgG+IgA+IgM.
Bielkovinny roztok obsahujici IgG+IgA+IgM

o koncentrdcii bielkovin S5 aZ 100 g na li-
ter, s optimom 20 aZ 50 g na liter, sa pre-
cipituje 6 aZ 10 obj. % etanolu, vztiahnuté
na celkovy objem reakénej zmesi, pri koneg-
nej teplote - 50C aZ - 12 OC, sediment sa
nechd mieSat alebo stdt za vys3ie uvedenych
podmienok 5 aZ 12 hodin, nédslednou centri-
fugdciou sa suspenzia rozdeli na precipitét
bohaty na IgG+IgM a na supernatant bohaty
na IgG+IgA pritom u oboch preparédtov sa
upravi koncenirdcia bielkovin na 20 aZ 50 g
na liter, pridd sa chlorid sodny do kon-
centrdcie 3 aZz 9 g na liter, pred koncovou
lyofilizdciou sa roztoky stabilizujd prida-
nim glukozy, maltozy alebo inych cukrov,

pH sa upravi na 6,4 a7 7,4, v pripade po-
treby sa oba roztoky podrobia daldiemu
spracovaniu napriklad pomocou gelovej, ion-
tomennej alebo afinitnej chromatografie,
sterilizujd sa napriklad filtrdciou, roz-
pliujd sa a lyofilizujd.
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Vyndlez sa tyka spfscbu pripravy imunoglobulinovych prepardtov na bdze IgG+IgA
a IgG+IgM pre i.m. podanie z krvného zmesného imunoglobulinového prepardtu na bdze Ig6+
+IgA+IgM, ktory bol pripraveny z normilnej alebo hyperimunnej plazmy pripadne z normdlneho,

retroplacentdrného alebo hyperimunného séra s definovanou antibakteridlnou, antitoxickou

alebo antivirovou protildtkovou aktivitou.

Na pripravu imunoglobulinovych prepardtov na béze IgG+IgA a IgG+IgM pre i.m. podanie
pouzil Audran a spol. (Audran R., Pejaudier L., Steinbuch M.: Rev.Franc.Transf.Immunol.He-
matol. 18,119,1975) kombinovand metodu precipitdcie na bdze alkoholickej frakciondcie spo-
jenej s d&inkom kyseliny kaprylovej, Wickerhauser a Hao (Wickerhauser M., Hao Y.L.: Vox

g. 23,119,1972) pouzili polyetylenglykol za spoludtasti zino&natych soli a siranu

San
v knihe "Immuno-

amonného, priéom Schwick a spol. (Schwick H.G., Fischer J., Geiger H.:
globulins, biclogical aspecis and clinical uses" National Acad.Sciences Washington DC
1970,str.116) pouZzili kombinovand precipita&nd metodu na béze siranu amonného a rivanolu.

Podstatou spdsobu pripravy imunoglobulinovych prepardtoy na bdze IgG+IgA a IgG+IgM
pre i.m. podanie Je precipitdcia bielkovinného roztoku na bidze IgG+IgA+IgM etanolom, kto-
ry vyzrdza z rozioku bielkovinny precipitdt bohaty na Ig6+IgM a v roztoku zostdva IgG+IgA
prigom bielkovinny roztok na bize IgG+IgA+IgM o koncentrdcii 5 aZ 100 gramov na liter,
s optimom 20 aZ 40 gramov na liter, pri rozmedzi pH 4,0 aZ 8,0, s optimom 6,8-7,2, pri kon-
centracii etanolu 6 aZ 10 obj.%, vztiahnuté na celkovy objem reakgnej zmesi, pri konecnej
teplote -5 0c a7 - 12 O¢ 7 ktorého bol vyprecipitovany sediment v podobe bielkevinného
precipitdtu sa mieSa alebo nechdva stat pri uvedenych podmienkédch 5 aZ 12 hodin a potom sa

prikroéi ku oddeleniu precipitdtu napriklad centrifugdciou pri teplote - 5 0 az - 12 °c.

Precipitdt bohaty na IgG+IgM sa rozpistd v roztoku chloridu sodného v apyrogennej
vode o teplote O Oc az + 6 9¢ na koncentrdciu 3 aZ 9 gramov chloridu sadného na liter,
hodnota ﬁH sa upravi na 6,4 aZ 7,4, v pripade potreby sa podrobi dalZiemu spracovaniu na-
priklad pomocou gelovej, iontomennej alebo afinitnej chromatografie, prifom pred koncovou
lyofilizdciou sa roztok stabilizuje pridanim glukézy, malfézy alebo inych cukrov, sterili-
zuje sa napriklad filtrdciou, rozpliiuje sa a lyofilizuje.

Supernatant bohaty na Ig6+IgA sa zhavuje etanolu napriklad lyofilizdciou alebo opa-
kovanou ultrafilirdciou, pripadne dialyzou cez vhodnt membrdnu akou je napriklad celofdno-
vé potrubie, v pripade poireby sa zakoncentrovdva na 20 aZ 50 gramov bielkovin na liter,
priddva sa také mnoZstvo chloridu sodného, aby jeho koncentrdcia v roztoku bola 3 az
9 gramov na liter, hodnota pH sa upravi na 6,4 aZ 7,4, v pripade potreby sa podrobi dal-
Siemu spracovaniu napriklad pomacou gelovej, iontomennej alebo afinitnej chromatografie,
prigom pred koncovou lyofilizdciou sa roztok stabilizuje pridanim glukozy, maltozy alebo
inych cukrov, sterilizuje sa napriklad filtrdciou, rozplfiuje sa a lyofilizuje.

Vyndlez je dalej objasneny na prikladoch prevedenia, ktorymi jeho rozsah nieje ani

gbmedzeny ani vyCerpany.

Priklad 1

Viqhodiimlsﬁrovinou méZze byt bielkovinnd pasta precipitdtu imunoglobulinov IgG+IgA+
+IgM ziskand pomocou kyseliny kaprylove] (Blatrix G., Israel J., Reinert Ph., Griscelli
6., Steinbuch M.: La Nouvelle Presse Medicale 5,1193,1976).

Bielkovinny materidl nariedime destilovanou apyrogennou vodou o teplote O 0c az
+ 6 0C tak, aby koncentrdcia bielkovin sa nachddzala v rozmedzi 5 a% 100 gramov na liter,
s optimom 20 a%Z 40 gramov na liter. Hodnota pH takto vzniknutého roztoku byva zpravidla
v rozmedzi 4,0 a%z B,0. Takto pripraveny roztok v optimdlne] koncentrdcii bielkovin md zpra-
vidla zloZenie v rozmedzi 9 a¥ 12 g Ig6, 5 az 8 g Igh, 1 a2 2 g IgM. VSetky koncentrécie
imunoglobulinov sd vztahované na liter roztoku a boli stanovené pomocou Q antisér, vyrobku

fy. USOL Praha.

i



CS 272716 Bl 2

Rozdelenie roztoku obsahujdceho IgG+IgA+IgM na bielkovinnd pastu bohatd na IgG+IgM
a na roztok bohaty na IgG+IgA sa prevddza pomocou precipitécie etanolom pri rozmedzi pH
4,0 az 8,0, s optimom 6,8 az 7,2, pri koncentrdcii etanclu é a? 10 obj. %, vztahované
na celkovy objem reak&nej zmesi, pri konetnej teplote - 5 9 az - 12 °C priéom vypreci-
pitovany sediment sa mieSa alebo nechdva stdt pri uvedenych podmienkdch 5 aZ 12 hodin.

Bielkovinny precipitdt bohaty na IgG+IgM po ndsledne] separdcii, napriklad centrifu-
gdciou, pri teplote - 5 %¢ a# - 12 °C sa suspenduje vo vodnom roztoku chloridu sodného
v apyrogennej vode o teplote O O¢ a7 + 6 °C o koncentrédcii 3 az 9 g na liter na koncentrd-
ciu bielkovin 20 aZ 50 g na liter, upravi sa hodnota pH na 6,4 aZ 7,4 pricom sa ziska
bielkovinny roztok, kde na IgG v rozmedzi 9 - 12 g pripadd 1 - 2 g IgA a 2 - 3g IgM. V3etky
koncentrdcie imuncglobulinov sd vztahované na liter roztoku pritom boli stanovené pomocou
testovacich sdprav, ktoré vyrdba fy. USOL Praha. V pripade potreby sa bielkovinny roztok
podrobi dalSiemu zpracovaniu napriklad pomocou gelovej, iontomennej alebo afinitnej chro-
matografie, pred koncovou lyofilizéciou sa roztok stabilizuje napriklad pridanim glukozy,
maltozy alebo inych cukrov, sterilizuje sa napriklad filtrdciou, rozpliiuje sa a lyofili-
zuje.

Supernatant je bielkovinny roztok bohaty na IgG+IgA kde na 5-6 g IgG pripadd 10 -
- 12,5 g Igh a 0,1 - 0,2 g IgM. Vsetky koncentrdcie imunoglobulinov st vztahované na li-
ter roztoku pridom boli stanovené pomocou testovacich sdprav, ktoré vyrdba fy. USOL Praha.
Supernatant bohaty na IgG+IgA sa zbavuje etanolu napriklad lyofilizéciou alebo opakovanou
ultrafiltrdciou alebo dialyzou cez vhodnli membranu, napriklad cez celofdnové potrubie,
v pripade potreby sa zakoncentrovdva na koncentraciu bielkovin 20 az 50 g na liter, na-
priklad ultrafiltrdciou alebo vymrazovanim, priddva sa chlorid sodny do koncentrécie
3 a2 9 g na liter, upravi sa pH na 6,4 aZ 7,4. V pripade potreby sa podrobi dalsiemu
spracovaniu napriklad pomocou gelovej, iontomennej alebo afinitne] chromatografie pred kon-
covou lyofilizdciou sa roztok stabilizuje napriklad pridavanim glukézy, maltozy alebo
inych cukrov, sterilizuje sa napriklad filtrédciou, rozpliuje sa a lyofilizuje.

Hodnoty koncentrdcie jednotlivych imunoglobulinov v lyofilizovanych preparédtoch
IgG+IgM a IgG+IgA po rozpusteni s zévislé od koncentrdcie uvedenych imunoglobulinov vo vy-
chodnej plazme, sére alebo medzifrakcii ako aj od presnosti testovace] sdpravy. '

Priklad 2

Na pripravu imunoglobulinovych prepardtov na bdze IgG+IgA+IgM pouZil Schwick a spol.
siran amonny v kombindcii s rivanolom (Schwick H.G., Fischer J., Geiger H.: Progr.Immuno-
biol.Stand. 4,86,1970; Schwick H.G.: Vox Sang. 23,82,1972) a Pejaudier a spol. kyselinu
boritd (Pejaudier L., Audran R., Steinbuch M.: Vox Sang. 23,165,1972). Vychodziou surovi-
nou méze byt bielkovinna pasta IgG+IgA+IgM v purifikovanom stave izolovand aj pomocou

inych metod.

Vychodziou surovinou méze byt aj bielkovinny roztok IgG+IgA+IgM ziskany napriklad
podTa AD 247 303; AD 208 867 alebo pomocou gelavej, iontomenne] alebo afinitnej chromato-
grafie priamo z plazmy, séra alebo z medzifrakcie. Bielkovinnd pasta sa uvedie do roztoku,

a bielkovinny roztok sa spracovéva v dalsom postupe ako v priklade 1.

PREDMET VYNALEZU

1. Spoésob pripravy imunoglobulinovych prepardtov na béze IgG+IgA a IgG+IgM pre i.m. po-
danie z krvného zmesného imunoglobulinového prepardtu na bdze IgG+IgA+IgM, vyznatujd-
ci sa tym, 7e tym, ?e bielkovinny roztok na bdze IgG+IgA+IgM sa precipitdciou etanolom
rozdeli na bielkovinny precipitdt bohaty na Ig6+IgM a na supernatant bohaty na IgG+IgA,
to sa prevddza tym sposobom, 7e bielkovinny roztok IgG+IgA+IgM o koncentrédcii 5 aZ
100 g na liter, s optimom 20 a? 40 g na liter, pri rozmedzi pH 4,0 aZ 8,0, s optimom




Sposch podla bodu 1, vyznadujici sa tym,
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6,8 a# 7,2, sa precipituje etanolom a to 6 a7 10 obj. % vztiahnuté na celkovy objem

reakénej zmesi, pri koneénej teplote - 5 00 a7 - 12 °C pricom vyprecipitovany sediment

%a alebo nechdva stdt pri uvedenych podmienkdch 5 aZ 12 hodin. a potom sa pri-

sa mie
ku oddeleniu sedimentu napriklad centrifugdciou pri teplote - 5 Oc a7 - 12 CC.

kroci
a bodu 1 vyznadujuci sa tym, Ze bielkovinny precipitdt oddeleny napriklad

Sposob podl
m roztoku

centrifugécioh predstavujici frakciu bohatd na IgG+IgM sa suspenduje vo vodno
chloridu sodného v apyrogennej vode o teplote O Oc a7 + 6 °C o koncentrdcii 3 az 9 g
na liter, na koncentrédciu bielkovin 20 aZ 50 g na liter, upravi sa hodnota pH na 6,4

atreby sa podrobi dalfiemu spracovaniu napriklad pomocou gelove]j,

a? 7,4, v pripade p
sta-

jontomennej alebo afinitne] chromatografie, pred koncovou lyofilizédciou sa roztok

bilizuje pridanim glukozy, maltdzy alebo inych cukrov, sterilizuje sa napriklad filtré-

ciou, rozpliiuje sa a lyofilizuje.
7e supernatant bohaty na IgG+IgA sa zbavdje

etanolu napriklad lyofilizdciou aleba ultrafiltrdciou pripadne dialyzou cez membrdnu,
upravi sa obsah bielkovin na 20 aZ 50 g na liter na-

napriklad cez celofdnové potrubie,
do kon-

priklad ultrafiltrédciou alebo vymrazovanim, do_roztoku sa priddva chlorid sodny
centracie 3 a% 9 g na liter, upravi sa pH na 6,4 az 7,4, v pripade potreby sa po
lebo afinitnej chromato-

drobi

dal$iemu spracovaniu napriklad pomacou gelovej, iontomennej a
pred koncovou lyofilizdciou sa roztok stabilizuje pridanim glukdzy, maltdzy

grafie,
sterilizuje sa napriklad filtrdciou, rozpliiuje sa a lyofilizuje.

alebo inych cukrov,
Spéscb podla bodu 1, vyznadujdci sa tym, Ze zpracovavanym roztokom je roztok IgG+IgA+
+IgM, ktory bol pripraveny z normdlnej alebe hyperimunnej plazmy pripadne z normélného,

retroplacentdrneho alebo hyperimunnéha séra s definovanou antibakteridlnou, antito-

xickou alebo antivirovou protildtkovou aktivitou.
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