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(54) Zplsob odstranovani nizkomolekuldrnich sloulenin z roztoku krevnich imunogtobulind

skupiny G,A,M

Ipusob odstranovant nizkomolekuldrnich
sloutenin z roztoku krevnich imunoglobulint
skupiny G,A,M se tyka diagnosticke a tera-
peutické imunologie.Nizkomolekularni Latky
se dostavaji do roztoku imunoglobulind
skupiny G,A,M v ramci technologického pro-
cesu,dale zasluhou mikrobialniho ristu a
nastava koncentratni obohacent sloulenin
s fysiologickobiochemickou aktivitou jako
dusledek purifikace vzhledem k vychozimu
materialu,Jejich pfitomnost vytvafdi pfred-
poklady pro vznik nezaddoucich interakci
s molekulami imunoglobulind skupiny G,A,M,
co3 omezuje kvalitu a rozsah indikace pre-
paratu v praxi.Purifikované'imunogLobuLiny
skupiny G,A,M se rozpou¥ti v apyrogenni
vod& na koncentraci bilkovin 1 at 15% s
optimqm 812% a separace nizkomolekularnich

latek z roztoku imunoglobulini skupiny G,A M
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se provddi priGtokovou dialyzou proti 0,1 a¥
3,0 % roztoku Chloridu sodného v destilované

°c a3 +6 ¢

apyrogenni vodé o teptété 0
s hodnotou pH v rozmezi 4,0 a% 7,0 pfi pri-
toku 300 ml az 2 000 ml z& min,po dobu 24

a% 72 hodin pFi objemovém mnoistvi proteklé-
ho roztoku,které musi byti minimdln& 200
nasobkem objemu bilkovinného roztoku,ktery
byl umist&n do celofdnového potrubi.Po ukon-
tent dialyzy se provadi sterilizace imuno-

globulinového roztoku skupiny G,A,M a jeho

dal¥i zpracovani,

Vyndlez se tykad odstranovdni nizkomolekuldrnich sloufenin z roztoku krevnich imuno=
globulind skupiny G,A, M.

V poslednim desetileti se Fada vyrobcl,kteifi{ izolujt z Lidské nebo zvifect krve
preparaty s protilatkovou aktivitou,zam&fila na pFipravu terapeutického prepardtu gama
gLobuLinu,kter} obsahuje imunoglobutin* skupiny A nebo skupiny M,popFipadé sm&s imunoglobu=~
LinG A a M.

Na precipitaci balastnich bflkovin ze smési imunoglobulind skupiny G,A,M byl pouzit
siran amonny a rivanol/Schwick H.6.,Fischer J,,Geiger H.:Progr.Imunobiol.Stand, 4,86,1970;
Schwich H.G,:Vox Sang.‘23,82,1972/,kysélina boritad/Pejaudier L.,Audran R.,Steinbuch M,:

Vox Sang. 23,165,197</ a kyselina kaprylova/Blatrix G.,Isral¥l J,,Reinert Ph.,Griscelli G.,
Steinbuch M.: La Nouvelle Presse Médicale 5,1193,1976/. ’

Soufasnad technologicksd praxe viak na jedné strand sice oddéluje gama globulin s imuno~-
globuliny skupiny A a M od sm&si jinych krevnich bilkovin,ale na druhé stran& zana%i do
roztokuimunog lobulind skupiny 6,A,M nizkomolekuldrni anorganické nebo organické sloufeniny.

Technologicky postup mise takté? &4st n&kterych nizkomolekularnich slou&enin
s biochemicko-fyziologickou aktivitou v roztoku imunoglobulinl 6,A,M koncentrovat,t.j.
obohacovat vzhledem k jejich koncentraci ve vychozi suroviné,ze které byly imunoglobuliny
skupiny 6,A,M izolovany.

PFitomnost netékavych anorganickych soli,jakoZ i pFitomnost nizkomolekul&rnich organic=
kych molekul v roztoku imunogiobulinﬁ skupiny G,A,M vytvati ptedpoklady pro vznik neiddoucich
interakci téchto latek s molekulami imunoglobulinli skupiny G,A,M, a to zejména pFi lyofili=
zaci nebo pifi skladovant v injek&nim roztoku,co? mi3e sniiovat kvalitu preparétu,pop?ipadé
omezovat rozsaﬁ jeho aplikace v terapii.

Nedostatkem dosud uzivané technologie je skutefnost,ie takto pFipravené lyofilizované
preparaty maji vysokou antikomplementarni aktivitu,kterd byla zji%téna na zakladé Ubytku
aktivity komplementu po pFid&ni rozpudténého Lyofilizovaného preparatu metodou podle Kabat-~
Mayera/Kabat E,A.,Mayer M.M,.: Experimentélni imunochemie CSAV,Praha 1965,str. 180/.

U novénavrhované technotogié se tyto pdtiie‘nevyskytovaly v tak vyrazné intenzité,coi

Llze dokumentovat Udajem,%e z 10 pfipravenych experimentalnich far3i podle predloieného



vynjlezu,bylo dosazeno sniZeni antikomplementdrni aktivity u lyofilizovaného preparétq
o 70% a2 90% ve srovnani s timtéz materidlem, ktery byl lyofilizovadn bez pFedchizejici
separace nizkomolekuldrnich sloudenin,

Podstata odstranovadni nizkomolekuldrnich anorganickych nebo organickych sloulenin
spotivéd podle pfedloZieného vynilezu v tom,%e bilkovinny materidl, obsahujici imunogtobuliny
skupiny G6,A,M se suspenduje za aseptickych podminek v takovém mpoistvi apyrogenni destilo=-
vané vody o teploté O % a3 +6 6C,aby hodnota koncentrace bilkovin se nachizela v rozmezt
1% az 15%,s optimem 8%+2%,roztok imunoglobulini se vyefi filtract a separace nizkomoleku-
larnich sloulenin se provadi z roztoku imunoglobulind pritokovou dialyzou,napfiklad pomoct
eluce s 0,1% a2 3% roztokem chloridu sodného v destilované apyrogenni vodé,s optimem 0,45%
az 0,9% chloridu sodného,o teploté O bC az +6 °C s hodnotou pH v rozmgzi 4,0 a2 7,0 pFi
prGtoku 300 ml a2 2 000 ml za minutu,po dobu 24 a% 72 hodin.

Po ukonteni dialyzy se z dialyzainiho celofanového potrubi vytekly roztok imunoglobu=-
lind skupiny G,A,M podrobi sterilni filtraci nebo radiaéni sterilizaci,rozplﬁujé se a v
pfipadé potfeby se Lyofilizuje.

Vyndlez je dale objasnén na pFikladech provedeni,jimiz jeho rozsah neni omezen ani

vyterpén,

PFiklad 1.

Vychoz4% surovinou je bilkovinné pasta precipitatu imunoglobulinG skupiny A,G,M,ziskan4
zplsobem podle Pejaudiera a spol./Pejaudier L.,Audran R.,Steinbuch M.:Vox Sang.23,165,1972/.
Bilkovinny materidl vyprecipitivanych imunoglobulind se rozpou$ti .v takovénm mnoistvi
destilované apyrogenni vody o teploté O %c az +6 bC,aby hodhota koncentrace bilkovin se
nachazela v rozmezi 1% a% 15%,s optimem 8%+2%Z.Rozpoudténi se urychluje michanim,

Po rozpoudténi se foztok imunoglobulind skupiny 6,A,M vy&eri,napifiklad filtraci,

V technologickych pomérech jsou vy$e uvedené podminky zpravidla zachovany tehdy, kdy3
rozpoudtime 1 kg bilkovinné pasty imunoglobulind skupiny 6,A,M ve 2 000 ml destilované vody,
te;tované na apyrogenitu,o teploté 0 Oc a3z +6 %¢.Hodnota pH takto vzniklého imunoglobulino-
vého roztoku skupiny G,A, M Byvé zpravidla mezi 4,0 a2 7,0 a koncentrace bitkovin v rozmezt
8 %+ 2 Z.Takto pFipraveny roztok se vytefi napFiklad filtraci a nizkomolekularni stouteniny
se 2z roztoku odstrani dialyzou,napfiklad pies dialyzaéni celofinové potrubi/ pod komer&ninm
oznalenim "Dialyéierschlauch","Viscora" nebo na jinych celofdnovych materidlech/.

NamoZené celofanové potrubi v apyrogenni vod& se naplni ayprogenni vodou za U&elem
stanoveni celistvosti.Primér celofanového pofrubi by se mé&l pohybovat od 2 c¢m do 10 cm
s optimem 5 em.Spodni C4st celofédnového potrubi se uzavie uzlem.Roztok imunoglobulind
skupiny G,A,M se nalije do celdfénového potrubi,uzavieného ve spodni &&sti uzlem a uzavre
se ve vrchni tésti uzlem se smyfkou,za kterou se zavési na vrchni viko dialyza&ni pritokové
kolony. ‘

Za optimalni rozméry technologickych dialyzaén& pritokovych kolon se povazujj takové,
kde primér kruhové,nebo uhlopiiéka Etvercové nebo obdélnikové zakladni plochy k vydce

kolony se pohybuje v poméru 1:5 az 1:10.Mno%stvi roztoku imunoglobulind,naneseného do

celofdnového potrubi,umisténého v dialyza&né pratokové kolon& nemd pifekrodit 25% az 30%



objemu prazdné kotony,

Po naneseni -zvoleného objemu imunoglobulinového roztoku se zah&ji nuceny pritok
s 0,1% a% 3,0% roztokem chloridu sodného v destilované apyrogenni vod& s optimem 0,45%
a% 0,9% o teplotd 0 %¢ a3 +6 OC,o pH 4,0 a% 7,0,pki pritoku 300 ml aZ 2 000 ml za minutu
s vyhodou p#i pritoku 1 000 ml/min. po dobu 48 hodin.Mnoistvi celkove proteklého roztoku
chloridu sodného musi byti minimalng 200 ndsobkem objemu bilkbvinného roztoku,ktery ByL
umistén do celofidnového potrubi.

Po skonteni dialysy se roztok imunoglobulinl skupiny G,A,M,umistény v celofadnovém
potrubi,sejme ze zavésného hatku na vrchnim viku dialyzaéné& prltokove kolony,opatrné se
vyime 2 kolony & po rozstFfihnuti se imunoglobulinovy roztok z dialyzaén& celofanového
potrubi podrobi sterilizaci,napfiklad filtraci nebo radiaéni sterilizact a potom dalimu
zpracovéni,napfiklad lyofilizaci nebo zakoncentrovani pomoci vakuové destilace,popFipadé
poinoci membran.

Numerické hodnoty,uvadiné jako optima, jsou vhodné pro technologické provedensi.

PFiklad 2.
Vychozi surovinou mife byt bilkovinna pasta imunoglobulinG skupiny G,A,M,izolované»

i pomoci jinych metod.Bilkovinna pasta se zpracovavd v daldim postupu jako v pFikladé 1

PREDMET VYNALEZU

Zplisob odstranovani nizkomolekuldrnich sloutenin 2z reztoku krevnich imunoglobulind
skupiny G,A,M,vyznadujici se tim,je bilkovinny materidl,obsahujici imunoglobuliny
skupiny G,A,M se suspenduje za aseptickych podminek v takovém mnogstvi apyrogenni
destilované vody o teplots 0 9C ay +6 oc,aby hodnota koncentrace bilkoviﬁ se nachizela
v rozmezi 1 % a? 15 ¥%,roztok imuncglobulind se vylefi,napfiklad filtract a separace
nizkomotekularnich slouéenin se provadi z roztoku imunoglobulingG skupiny 6,A,M pratokovou
dialyzou proti 0,1% a? 3,0% rcztoku chloridu sodného v destilované vodé apyrogenni
o teplots 0 Oc 2z 16 oc,s hodnotou pH v rozmezi 4,0 a3 7,0,pFi pritoku 300 mL a2 2 000 ml
za minutu po dobu 24 a2 72 hodin pFi objemovém mno?stvi celkové proteklého roztoku chloridy
sodného, které musi byti uinimdlné 200 nisobkem objemu bilkovinného roztoku,ktery byl
umistén do celofanové folie ve formég potrubi,pfi Eemz oddialyzovany roztok imunoglobulindg
skupiny G,A,M se podrobi sterilizaci,napfiklad filtraci nebo radialni sterilizaci

a potom daldimu zpracovani,napifiklad tyofilizaci nebo zakoncentrovani pomoci vakunvé

destilace,popfipadé pomoéi membran,
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