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polyvalentni lidské plazmy nebo jeji vhodné mezifrakce

Re8eni se tykd ptripravy specifického
protitetanického lidského imunoglubulinu
z krevni plazmy, séra nebo vhodné frakce
obsahujici polyvalentni sloZeni imuno-
globulind. Obohaceni imunoglobulinu o spe-
cifické antitetanické protildtky je zaloZeno
na principu imunoadsorpce a desorpce.
Imunosorbent je p¥ipraven imobilizaci
tetanického netoxického antigenu na pevny
porézni nosi& typu sférické celuldzy
nebo glykometakryldtu tuzemské vyroby.
Pfipraveny imunosorbent se uvede do kontaktu
s roztokem obsahujicim plyvalentni imuno-
globulin za podminek, p¥i kterych dochézi
k imunosorpci. Po oddéleni nezachyceného *
podilu bilkovin se provede desorpce kombinovanym
GCinkem koncentrovaného roztoku chloridu
hofetnatého a dioxanu tak, aby nedoslo
k nevratnym zmé&ndm ve struktufe molekuly
imunoglobulinu. Z takto ziskaného eludtu
lze, po oddéleni nadbytku soli a dioxanu,
pfipravit lyofilisovany imunoglobulin
s nékolikanédsobné zvySenym obsahem tetanic-
kych protildtek, vhodny k pfipravé injek&ni

formy.
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Vyndlez se tykd p¥ipravy specifického lidského antitetanického imunoglobulinu pomoci
imunoadsorpce a eluce za uZiti tuzemskych surovin a materidld postupem, ktery umoZinuje
jeho zisk&ni v pln& nativni formé& vhodné pro p¥ipravu injek&niho roztoku se zvyfenym obsahem

protitetanickych protildatek.

Injek&ni roztoky lisdkych specifickych imunoglobulind, tj. roztokd se zvySenym obsahem
protildtek vaéi vybranym bakteridlnim ¢i virovym antigenim, p¥ipravuje ¥ada vyrobct. V CSSR
jsou p¥ipravovdny nékteré druhy v Ustavu sér a ofkovacich ldtek pod firemnim oznalenim TEGA,
RHEGA, HEPAGA. Z4jem o tyto prepardty stdle vzristd. Jejich p¥iprava je vSak omezena poltem
vybranych ddrct plazmy, majicich zvySeny obsah Z4danych protildtek. Protitetanicky lidsky
gamaglobulin (Gamma-globulinum antitetanicum humanum) pfipravﬁje v CSSR Ustav sér a o&kovacich
l4tek etanolovou frakcionaci lidské krevni plazmy od vybranych ddrcd. Findln{ injeké&ni
roztok obsahuje 10 % aZ 16 % bilkoviny, p¥ifem? 2 ml ampule tohoto roztoku obsahuje nejméng
200 UI (mezindrodnich jednotek) specifického protitetanického imunoglobulinu /Firemni
materidly USOL o. p. Praha/. MoZnost p¥ipravy specificky obohaceného imunoglobulinu z normél-
ni lidské plazmy na bdzi imunoafinitni chromatografie prozatim nardZelo na ¥adu problémi,
spo&ivajicich ve volbé& vhodného pevného noside, antigend a ¢&inidla, kterym by bylo moZné
uvolnit zna&n& pevny komplex antigen-protildtka bez nevratnych zmén ve struktufe molekuly

vAdzaného imunoglobulinu.

Do této doby se k desorpci p¥i imunoafinitni chromatografii uZivalo roztokd majicich
extremni hodnoty pH od 1 do 3 nebo 10 do 12,5 ¢i koncentrovanych roztoki mo&oviny nebo |
thiokyanatanu /M. Frenlik, B. 84rka: Biochemické laboratorni metody/, /C. R. Lowe, P. D.

G. Dean: Afinitni chromatografie/, coZ vede k denaturaci bilkovin. Uvolné&nf v4zaného imuno-
globulinu pomoci koncentrovanych roztokd solf halogenidl s jednomocnymi nebo dvoumocnymi

kovy je v daném p¥ipadé pouze C4stelné /S. Avrameas, T. Tornynk: Biochem. J. 102, 37b (1967).

Také roztoky samotnych organickych rozpousStédel, jako je etylenglykol a 1,4-dioxan,
neddvajl p¥i eluci uspokojivé vysledky. Ani vlivem zmény teploty p¥i sorpci a desorpci
neni moZné dosdhnout uspokojivych vysledkd /K. K. Anderson a spol.: J. Immunol. Methods
25, 375 (1979)/. V na$ich podminkdch je téZ t¥eba vénovat pozornost vybéru vhodného pevného
nosiée, nebot zahrani&ni materidly jsou pro dany tGlel z ekonomického divodu pro Sirs{

vyuziti nedostupné.

Navr¥eny zpisob pEipravy specifického lidského imunoglobulinu metodou imunoafinitni
adsorpce a eluce ¥e${ tyto nedostatky tim, %e se na porézni sférickou celuldzu nebo porézni
glykometakryldtovy nosi& chemickou vazbou navéie tetanicky anatoxin nebo smé&s anatoxint,
nale? se takto pfipraveny tetanicky imunosorbent po promyti 0,05 M bordtovym tlumivym
roztokem pH 8 a% 8,5, uvede vsddkové nebo protékdnim sloupcem do kontaktu s roztokem obsahu-
jicim normdlni polyvalentni imunoglobulin o pH 8,5 a%Z 6,5 za chladu po dobu 6 a% 48 hodin,
poté se roztok nezachycenych bilkovin oddéli, imunosorbent s navdzanym specifickym imuno-
globulinem se promyje 0,2 aZ 0,9% roztokem chloridu sodného a imunochemicky navédzany imuno-
globulin se desorbuje bfi normdlnf teplot® vodnym 20% a# 40% roztokem chloridu hofe&natého,
ktery obsahuje 5% 1,4 dioxanu, p¥ipadn& 1% a% 2% glukdézy nebo maltbzy jako stabilisétor,
nate? se takto zlskany roztok specificky obohaceného imunoglobulinu zbavi neZddouciho
mno%stv{ soli a organického rozpouit&dla dialyzou nebo diafiltrac{ a usu¥i lyofilizaci.

NavrZeny postup p¥ipravy imunoglobulinu, obohaceného o specifické protitetanické
protildtky, vyu%fvd vyhodnych viastnosti pevnych nosilt perlové celuldzy nebo glykometakrylétu,
oba tuzemské vyroby /M. Bene¥ a spol.: Cs. AO 229 010/, /H. Tléskalovd: Immunochemistry
12, 801 (1975). D&le k imobilizaci je uZito netoxického a neinfek&niho antigenu vyrdbé&ného
v CSSR (Ostavem sér a odkovacich l&tek k p¥ipravé zvirecf olkovaci latky. P¥ednosti tohoto
anatoxinu je to, %e obsahuje malé mnoZstvi ne#ddoucich cizich balastnich bilkovin.

Jako zdroj polyvalentniho imunoglobulinu lze ufft imunoglobulinovou frakei ¢i mezifrakci
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vznikajici pfi frakcionaci lidské krevni plazmy metodou dle Cohna /E. J. Cohn a spol.:
J. Amer. Chem. Soc. 72, 465 (1950). Vyhodn& lze u%it imunoglobulin p¥ipraveny z ndhradnich

surovin.

Nezachyceny podil polyvalentniho imunoglobulinu se ddle zpracuje zndmym zptsobem
na sueny imunoglobulin a ddle aZ na injek&ni roztok "Norga". Eluce imunochemicky navdzaného
imunbglobulinu je provedena kombinovanym roztokem chloridu hofe&natého, dioxanu a cukr
za podminek, p¥i kterych nedochdzi k denaturaci a ztr&t& aktivity uvoln&ného imunoglobulinu
pfi dobrém vytéZku. Takto ziskany specificky obohaceny imunoglobulin je vhodny pro p¥ipravu
lékové formy. Navrieny postup je technologicky snadno proveditelny a nent naroény na za¥izeni.
Imunosorbent lze opakované regenerovat. Z polyvalentniho imunoglobulinu je moZné podobn&
pouZitim rdznych imunosorbentli s vhodnym navdzanym antigenem p¥ipravit ¥adu ptisludnygch

specifickych imunoglobulind.
P¥{klad 1

K 10 ml vlihkého nosile sférické substituované celuldzy Ostsorb AV se p¥idd za chladu
20 ml 0,3 M kyseliny chlorovodikové a 0,08 g dusitanu sodného. Suspense se za chladu michd
30 minut. Potom se tekutina odfiltruje a diazotovany nosi¢ se promyje chladnou vodou.
K aktivovanému nosi¢i se pfid& 30 ml roztoku tetanického anatoxinu, ktery obsahuje okolo

0,2 % dflkovin, a u ndho% bylo upraveno pH na 8,0 a% 8,5.

Suspenze se michd po dobu 30 minut. Za téchto podminek dochdzi k vazebné kopulaci
s bilkovinnou sloZkou tetanického anatoxinu., Tekutina se odfiltruje, imunosorbent se promyje,
desaktivuji se zbyvajici volné funkéni skupiny pomoci 0,2 M glycinového roztoku o pH 10 a
promyti bordtovym 0,05 M tlumivym roztokem pH 8,4, p¥id4 se vsddkov& 120 ml 8% roztoku
polyvalentniho imunoglobulinu p¥ipraveného etanolovou frakcionaci. Suspenze se za ob&asného
promichdni ponechd ve styku p¥i +4 °c po dobu 16 hodin, kdy dojde k imunochemické reakci imobilizo-
vany antigen- protil&tka. Roztok nezachycenych bilkovin se oddéli a imunosorbent se promyje 0,2%
roztokem chloridu sodného. Roztok nezachycenych bilkovin lze déle zpracovat dle potfeby zndmym

zpUsobem na normdlni injek&ni roztok imoglobulint.

Z promytého imunosorbentu s navdzanym specifickym imunoglobulinem se p¥ipravi chroma-
tograficky sloupec a provede se desorpce roztokem 40% chloridu hofe&natého, 5% dioxanu
a 2% glukézy pfi normdlni teploté. Ziskany eludt obsahujici specificky antitetanicky imuno-
globulin se zbavi soli a dioxanu dialyzou a usu3i se lyofilizaci. Ze suSeného imunoglobulinu
se zvySenym obsahem protitetanickych protildtek se p¥ipravi injekéni roztok tak, aby 2 ml

tohoto roztoku obsahovalo nejméné 200 UI.

P¥iklad 2

K 10 g vlhkého, to je 3,5 g suchého, glykolmetakryldtového noside Separon R Hema
1 000 E se pfidd 15 ml tetanického anatoxinu z¥ed&ného 25 ml 0,05 M bordtového tlumivého
roztoku pH 8,3 a pH roztoku se upravi na hodnotu 8,0. K suspensi se p¥idd 10,5 g siranu
amonného. Po rozpudténi soli ée suspense ponechd za obcasného promichdni ve styku za chladu
24 hodin. Potom se oddé€li tekutina dekantaci{, imunosorbent se promyje, volné funkn{ skupiny
se desaktivujf{ p¥iddnim 20 ml 0,1 M kyseliny chloristé a imunosofbent se promyje 0,05 M
bordtovym tlumivym roztokem pH 8,3.

%z promytého imunosorbentu se p¥ipravi chromatograficky sloupec, pYes ktery se ponechd
pozvolna, p¥ipadné opékované, prétékat 5% roztok bilkovin, obsahujici p¥evéd#né imunoglobulino-
vou frakci, v celkovém mnoZstvi 150 ml. Bdhem této operace dochdzi k imunochemické reakci
mezi.imobilisovanym antigenem a protildtkou. Roztok nezachycenych bilkovin se potom ddle
zpracuje dle potfeby zndmym zpisobem. Sloupec imunosorbentu s navédzanym specifickym imuno-
globulinem se promyje 0,9% roztokem chloridu sodného a desorpce se provede roztokem 20%
chloridu hofe&natého, 5% dioxanu a 2% maltdzy p¥i normdlni teplot&. Ziskany eludt se zpracuje

ddle postupem uvedenym v p¥ikladé& 1.
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PREDMET VYNALEZU

zpltsob p¥ipravy lidského specifického imunoglobulinu z normdlni, polyvalentni lidské plazmy
nebo jeji vhodné frakce obsahujici imunoglobuliny, pomoci imunoadsorpce a eluce, vyznadujici se
tim, Ze se na porézni sférickou celuldzu nebo porézni glykometakryldtovy nosi& chemickou vazbou
navdZe tetanicky anatoxin nebo smés anatoxint, naleZ se takto pfipraveny tetanicky imunosorbent
po promyti 0,5 M bordtovym tlumivym roztokem pH 8,0 aZ 8,5, uvede vsadkové& nebo protékénim
sloupcem do kontaktu s roztokem obsahujicim normélni polyvalentni imunoglobulin p¥i pH 6,0 aZ
8,5 p¥i teploté 1 aZ 8 °c po dobu 6 a% 48 hodin, poté se roztok nezachycenych bilkovin odd&l{,
imunosorbent s navdzenym specifickym imunoglobulinem se promyije 0,2 a% 0,9% roztokem chloridu
sodného a imunochemicky navédzany imunoglobulin se desorbuje vodnym 20% a% 40% roztokem
chloridu hofeénatého, ktery didle obsahuje 5% 1,4-dioxanu, p¥ipadn& 1% aZ 2% glukdzy nebo
maltdézy jako stabilizétor, nadeZ se roztok specificky obohaceného imunoglobulinu zbavi
neZédouciho mnoZstvi soli a organického rozpou$t&dla dialyzou nebo diafiltrac{ a ususi
lyofilizaci.

Severografia, n. p., MOST Cena 2,40 Kés
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