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Zplsob odstranovani nizkomolekularnich
sloutenin 2z roztoku krevniho gamag lobulinu
se tykad diagnostické a terapeutické imuno-
logie.NizkomoLekuLarni Latky se dostavaji
do roztoku gamaglobulinu v ramci technolo~-
gického procesu,ddle z4stuhou mikrobidiniho
ristu a nastévad koncentraéni obohaceni
sloutenin s fysiologickobiochemickou akti-
vitou jako disledek purifikace vzhledem

k vychozimu materidlu.Jejich pititomnost
vytvaii predpoklady pro vznik ne2&doucich
interakci s molekulanmi gamaglobutlinu, co?
omezuje kvalit& a8 rozsah indikace preparatu
v terapii.Purifikovany gamaglobulin se
rozpoudti v apyrogenni vcdé na.koncentraci
bilkovin v rozmezi 2 a2 15% s optimenm

8+2% » separace nizkomolekularnich latek

z gamaglobulinového roztoku se provadi

pritokovou dialyzou proti 0,1 a2 3%“roztoku
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chloridu sodného v destilované apyrogenni
vodd o teplotd 0 °c az +6 °c a hodnotou pH
v rozmezid 4,0 a% 7,0 pfi prutoku 300 mlL a2
2 000 ml za minutu po dobu 24 a2 72 hodin
pifi objemovém mnoistvi proteklého roztoku,
které musi byti minimalné 200 nisobkem
objemu bilkovinného roztoku,ktery byl umi-
stén do celofdnového potrubi.Po skonieni
dialyzy se provadi sterilizace gamaglobuli-

nového roztoku a jeho dal$i zpracovani.

Vynalez se £9k§>zpﬂsobu odstranovidni nizkomolekuldrnich sloulenin 2z roztoku krevniho
gama globulinu.V poslednim desetileti se Fada vyrobcl,kteft izoluji z Lidské nebo zvifect
krve gama globulin,zam&¥Fila na co nejefektivnéjdi vyuZiti gama globulinu.AZ dosud se pFi
vyrob& gama globulinu kladl diraz na jeho vyt&inost a na elektroforetickou &istotu.

Na precipitaci gama globulinu ze smési blasmatickych nébo sérovych krevnich bilkovin
byl pouZit siran amonny a hydroxyd hlinity/Schultze H.E.,Matheka H.D.:Behringuerke‘Miff;
28,9,1954; Schultze H.E,,SchYnenberger M., ,Metheka H,D.:Behringwerke Mitt.26,21,1952/,
rivanol/Horej3% J.,Smetana R.,: Acta Med.Scandinavica 155,65,1956/,siran sodny/Amiraian K.,
Leikhim E.J,:J.Imunot. 87,301,1961/,chlorid hlinity /Lerin J.Therapie 9,523,1954/,DEAE
celulosa/Sober H.A.,Peterson E.A.:Fed.Proc_17,1116,195§; Peterson E.A.;BeoHer M ;A.: J.Am.
Chem.Soc. 78,756,19563Fahey J.L.,Herbett A.P.:J.Biol,Chem. 234,2645,1959;Stanworth D.H.:
Nature 188,156,1960/,kysetina‘kaprylové/Steinbuch M.Audran R.:Rev.Franc.D'etud.Clin.Bibl.
14,1054,1969/ ionty zn**a At /Rejnek J.3kvaril F.:Coll.Czechoslov.Commun. 22,1489,1957;
Rejnek J.,8kvafil F.:Coll,Czechoslov.Chem.Commun, 23,773,1958;Krauze R.,Naimski K.,
Zakrewski K.:Acta Biochim.Pol. 8,209,1961/,polymetafosfat/Nitschman H,S.,Rickli R.,Kistler P,:
Vox Sang. 5,232,1960/,etée/Pennel R.B,,Putnam F.W./ed/ The Plasma Proteins vol.I Academic
Press-New York 1960,str.9/ a etanol/Cohn E.J,,Gurd F.N,R,,Surgenor D.M.,Barnes B.A.,

Brown R.K.,Derouaux G.,Gillespie J.M.,Kahnt F.W., Lever W,F.,Liu C,H,,Mittelman D.,Mouton
R.F.,Schﬁid K.,Uroma E.:J.Am.Chem,Soc. 72,465,1950;beutsch H.F.,Gostling G.L.,Alberty R.A.,
Williams J.W.:J.Biol.Chem.164,109,1946;0ncley J.L.,Melin M, ,Rickert D.A.,Cameron. J.W.,
Gross P.M.:J.Am.Chem.Soc. 71,541,1949;Nitschman H.S.,Kistler P.,Lergier N.éHeLv.Chim.Acta
37,866,1954;Kistler,Nitschman H.S.:Vox Sang.7,414,1962;Taylor H.L.,Bloom F.C.,Mc Call K.B.,
Hyndman L.A.,Anderson H.D.:J.Am.Chem.Soc. 78,1356,1956/.

Soutasnid technologickd praxe viek na jedné strané sice oddéluje gama globulin od smési
jinych krevnich Bilkovin,ale na druhé strané zand%i do gama globulinového roztoku nizkomole=-
kuldrni anorganické nebo organicke sLoué;Hiny.TechﬁoLogicky postup miZe také &ast nékterych
nizkomolekularnich sloulenin s biochemicko-fysiologickou aktivitou v roztoku gama globulinu
koncentrovat,tj.obohacovat vzhledem k jejich koncentraci ve vychozi sQroviné,ze které byl
gama globulin izolovéan,

Pritomnost net&kavych anorganickych soli v roztoku gama globulinu,jako i pfitomnost



netékavych nizkomolekdldrnich organickych molekut v roztoku gama globulinu vytvari
pFfedpoklady pro vznik nefddoucich interakci t&chto latek s molekulami gama globulinu a to
zejména pfi lyofilizaci nebo pFi skladovani v injekéninm roztoku,coZ mi%e snifovat kvalitu
prepardtu a popfipadé omezovat rozsah jeho indikace v terapii.

Nedostatkem dosud uZivané technologie je skute&nost,3e takto pfipravené lyofilizovaneé
prepardty maji vysokou antikomplementérni aktivitu,ktera byla zjidt&na na z4kladé ubytku
aktivity komplementu po pfidani rozpuiténého lyofilizovaného prepardtu metodou podle
Kbat-Mayera/Kabat E,A.,Mayer M,M.:Experimentidtni imunochemie CSAV Praha,1965,str. 180/,

U nové& navrhované technologie se tyto potize nevyskytovaly v tak vyrazné intensits,
coZ lze dokumentovati udajem,%e z 10 pfipravenych experimentatinich Sar3i podie pkedlode-
ného vyndlezu bylo dosaseno snizeni antikomplementarni aktivity u lyofilizovaného
prepardtu o 70 az 90% ve srovndni s timtés materidlem,ktery byl Lyofilizovan bez prPedcha-
zejict separace nizkomolekuldrnich sloulenin.

Podstata odstranovdni nizkomolekularnich anorganickych nebo organickych slouéenin
z roztoku gama globulinu spo&ivd podle pfedloieného vynalezu v tom,2e bilkovinny material,
obsahujici purifikovany gama globulin se suspenduje za aseptickych podminek v takovém
mnoistvi apyrogenni destilované vody o teplot& 0 O¢ a3 +6 °C,aby hodnota koncentrace
bilkovin se nachidzelta v rozmezi 2% a3 15%,s optimem 8%12%,gama globulinovy roztok se
vytefi napfiklad filtraci a separace nizkomolekuladrnich sloutenin z gama globulinového
roztokq se provadi prltokovou dialyzou proti 0,1% a% 3,04 roztoku chloridu sodného
v destilované apyrogenni vodé&, s optimem 0,45% a% 0,9% chloridu sodného,o teploté O %
az +6 % s hodnotou pH v rozmezi 5,0 az 7,0 pPi pritoku 300 a? 2 000 ml za minutu po dobu
24 a% 72 hodin,Mno%stv4 celkové proteklého. roztoku chloridu sodného musi byti minimalne
200 nasobkem objemu bilkovinného roztoku,ktery byl umist&n do celofdnového potrubi,

Po ukonteni dialyzy se gama globulinovy roztok -podrobi sterilizaci napfiktad filtract
nebo radialni sterilizaci a potom dalgimu zpracovéni napiiklad Lyofitlizaci nebo zakoncentro-
vani pomoci vakuové destilace popitipadé pomoci membrian,

Vynalez je dale objasnén na pFikladu provedeni,jimi2 jeho rozsah neni omezen ani

vyterpan.

PRIKLADY PROVEDENE

PFiklad 1.
Vychoz{ surovinou je pasta frakce II,izolovand metodou podle Cohna.Bitkovinny
gama globulinovy material se rozpou¥ti v takovém mnosstvi destilované apyrogenni vody

% a3 +6 °C,aby hodnota koncentrace bilkovin se nachdzela v rozmezi 2% a3z 15%,

o teplotéd O
s optimem 8%t2%.Rozpousté&ni se urychluje michanim.Po rozpulténi se gama globulinovy
roztok vylefi,napfiklad filtract.

V technologickych pomérech jsou vyde uvedené podminky zpravidla zachovany tehdy,
kdy? rozpou3time 1 kg gama globulinové pasty ve 2 000 mL destilované apyrogenni vody
o teploté 0 °C az +6 °C.Hodnota pH takto vzniklého gama globulinového roztoku byva

zpravidla mez2i pH 4,0 ai 7,0 a koncentrace bilkovin v rozmezi 8% + 2%.Takto—pﬁipraveny



roztok purifikovaného gama globulinu se vyleit napFiklad filtraci a nizkomolekularnt
slouteniny se z gama globulinového roztoku odstrani dialyzou,napiFiklad pres dialyzaini
- celofdnové potrubti/pod komerénim oznafenim ”Dialysierschlauch“ anebo "Viskora'" nebo na
jinych celofédnovych materidlech z celofénu,

Namolené celofinové potrubi v apyrogenni vodé se naplni apyrogenni vodou o teploté
0 % az +6 % za utelem stanoveni celistvosti.Primér celofanového potrubi by se mel
pohybovat od 2 cm-do 10 cm s optimem 5 c¢m.

"Spodni t&st celofanového potrubi se uzavre uzlem.Gama globulinovy roztok se nalije
do celofanového potrubi,uzavieného ve spodny Casti uzlem, a uzavfe se.we vrchni €4sti
uzlem se smyikou,za kterou se zavési na hafek ve vrchnim viku dialyza&ni pritokové kolony,
Za optimdlni rozméry technolog%cké'dialyzaﬁni pritokové kolony se povaZuji takové,kde
primér kruhové nebo uhlopiika &tvercové nebo obdétnikoveé zdkladni plochy k vy¥ce kolony
se pohybujt v pomé&ru 1:5 a% 1:10.Mno3stvi gama globulinového roztoku,naneseného na
dialyza&ni pritokovou kolonu nama ptekro¢it 25% a3 30% objemu prazdné kolony.

Po naneseni zvoleného objemu do vnitiku celofanového potrubi se gama globulinovy
roztok,umistény v potrubi,zavési na vrchni viko a zahaji se pratok 0,1% a2 3,0% roztoku
chloridu sodného v destilované apyrogenni vodé,s optimem 0,45% a3 0,9%,0 teplots 0 °c a3
+6 °¢ a hodnot& pH mezi 4,0 a% 7,0 v mnoistvi 300 ml az 2 000 ml za minutu po dobu 24 az
72 hodin,s vyhodou pfi pritoku 1 000 ml/min, po debu 48 hodin,.Celkové mno3stvi proteklého
ro2toku chloridu sodného musi byti minimadln& 200 nisobkem objemu bilkovinného roztoku,
ktery byl umistén do celofénového potrubi.

Gama globulinovy roztok se po skonéeni dialyzy sejme ze z4vé&sného hiiku na viku
dialyzaini pritokové kotony,opatrné se vyjme z kolony a po rozstifihnuti celofénového
potrubi se gama globulinovy roztok pteleje do sbérné nadoby.Potom se gama globulinovy roztok
podrobi sterilizaci,napfiklad filtraci nebo radiaéni sterilizaci a dalSimu zpracovani,
napfiklad lyofilizaci nebu zakoncentrovani pomoci vakuové destilace,popfipadé pomoci
membran. - »

Numerické hodnoty,uviddéné jako optima jsou vhodné pro technologické provedeni,

PFiklad 2.
Vychzi surovinou mije byti bilkovinnd pasta gama globulinu,isolovang 1 pomoci jinych
metod,JeJ1chz seznam je uveden v literarnim pfehledu.Bilkovinnd pasta se zpracovava

v dallim postupu jako v pftklade 1.



PREDMET VYNALEZU

Zplsob odstranovanit nizkomolekulérnich sloutenin z roztoku krevniho gama globulinu,
vyznatujici se tim,Ze bilkovinny material,obsahujici purifikovany gama globulin se
suspenduje za aseptickych podminek v takovém mnoistvi apyrogenni destilované vody o teplotd
0 ® a3 +6 %c,aby hodnota koncentrace bilkovin se nachazela v rozmezi 2% al 15%,gaha .
globulinovy roztok se vylefri napFiklad filtraci a separace nizkomolekuldrnich sloudenin
2z gama globulinového roztoku se provadi pritokovou dialyzou proti 0,1% a% 3,0% roztoku
chloridu sodného v destitované apyrogenni vod& o teplote O %c a3z +6 ¢ s hodnotou pH
v rozmezi 4,0 a3 7,0 pfi pritoku 300 ml 33 2 000 m{ za minutu po dobu 24 a% 72 hodin p#i
objemovém mnoZstvi celkové proteklého roztoku chloridu sodného,ketré musi byti minimalné
200 nasobkem objemu bilkovinného roztoku,ktery byl umistén do celofanové tolie ve formé
potrubi,pfi Cemi oddiatyzavany géma globulinovy roztok se podrobi sterilizaci,napfiklad
filtraci nebo radiatni sterilizaci a potom dald3imu zpracqvéni,nap?ikLad lyofilizaci nebo

zakoncentrovani pomoci vakuové destilace,popFfipadé pomoci membran,



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

