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A

Vyndlez sa tyka spdsobu pripravy krvné-
ho gama globulinu, z normélnej alebo hy-
perimtnnej plazmy, pripadne z normélneho
alebo retroplacentdrneho, pripadne hyper-
imtnneho séra, ktory je uréeny pre terapeu-
tické ucely.

A7 doposial sa realizuje priprava gama
globulinu pre terapeutické tdfely prevaine
podla kritérii pre intramuskuldrne podanie,
t. j. kladie sa déraz na vytaZnosf, elektro-
foretickn ¢istotu a na obsah ldtok so schop-
nostou vyvolat pyretickd reakciu.

Na precipitdciu gama globulinu zo zme-
si plazmatickych alebo sérovych bielkovin
bol pouZity siran aménny a hydroxid hlini-
ty (Schultze H. E., Matheka H. D.: Behring-
werke Mitt. 28, 9, 1954; Schultze H. E., Schi-
nenberger M., Matheka H. D.: Behringwerke
Mitt. 26, 21, 1952), rivanol (HoFejsi ]J., Sme-
tana R.: Acta Med. Scand. 155, 65, 1956), si-
ran sodny (Amiraian K., Leikhim E. J.: J. Im-
munol. 87, 301, 1961), chlorid hlinity (Le-
win J.: Therapie 9, 523, 1954), DEAE celu-
l6za (Sober H. A., Peterson E. A.: Fed. Proc.
17, 1116, 1958; Peterson E. A., Sober H. A.:
J. Am. Chem. Soc. 78, 756, 1956; Fahey J. L.,
Herbett A. P.: ]. Biol. Chem. 234, 2 645, 1959;
Stanworth D. H.: Nature 188, 156, 1960}, ky-
selina kaprylova (Steinbuch M., Audran R.:
Rev. Franc. D‘etud. Clin. Biol, 14, 1054,
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1969), ionty Zn** a Al*++ (Rejnek J., Skva-
Fil F.: Coll. Czechoslov. Chem. Commun. 22,
1489, 1957); Rejnek J., SkvafFil F.: Coll. Cze-
choslov. Chem. Commun. 23, 773, 1958; Krau-
ze R., Naimski K., Zakrewski K.: Acta Bio-
chim. Pol. 8, 209, 1961), polymetafosfat
(Nitschman H. S., Rickli R., Kistler P.: Vox
Sang. 5, 232, 1960), éter (Pennell R. B. v
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.,
Schmid K., Uroma E.: J. Am. Chem. Soc. 72,
465, 1950; Deutsch H. F., Gostling G. L., Al-
berty R. A., Williams J. W.: ]. Biol. Chem.
164, 109, 1946; Oncley J. L., Melin M., Ric-
kert D. A, Cameron ]. W., Gross P. M.: .
Am. Chem. Soc. 71, 541, 1949; Nitschman
H. S., Kistler P., Lergier W.: Helv. Chim.
Acta 37, 866, 1954; Kistler P., Nitschman H.
S.: Vox Sang. 7, 414, 1962; Taylor H. L. Bloom
F. C., McCall K. B., Hyndman L. A., Ander-
son H. D.: J. Am. Chem. Soc. 78, 1 356, 1956).
Preparaty gama globulinu pripravené po-
da doposial platnych kritérii pre intramus-
kuldrne podanie maji zpravidla dokazatel-
ny obsah histaminu, dalej hypotenzivny a
antikomplementérny ufinok, o je pre kva-
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litu intravenéznych prepardtov nepripustne.
Podanie intramuskuldrneho preparatu tych-
to kvalit intravendzne modZe v dosledku na-
hleho poklesu krvného tlaku pacienta ohro-
zit a v dosledku antikomplementarnej akti-
vity oslabit jeho ne3pecifickii imtnologic-
ka obranu.

Napriek tomu, Ze hypotenzivny u&inok pri
intramuskuldrnom podani nema taky prie-
beh ako pri intravendéznom podani moZno
ho oznaéit spolu s vysokym antikomplemen-
tdrnym uGginkom a dokazatelnym obsahom
histaminu za vlastnosti neZiadice pre pre-
paraty gama globulinu, ktoré st urfené pre
terapeutické ucely &i uZ pre intramusku-
larne alebo intravenodzne podanie.

Na odstratiovanie antikomplementérnej
aktivity gama globulinu, ktory bol priprave-
ny zo zmesi plazmatickych alebo sérovych
krvnych bielkovin bola pouZitd dprava hod-
noty pH na 4,0 pri 24hodinovej inkub4cii
pri 37°C (Barandun S., Kistler P., Jeunet F.,
Isliker H.: Vox Sang. 7, 157, 1962}.

Pokles antikomplementarnej aktivity ga-
ma globulinu bol zaznamenany po pridani
aktivneho uhlia (Steinbuch M., Audran R.,
Amouch P., Blatrix C.: Vox Sang. 13, 103,
1967}, po pridani tricalciumfosfdtu (Stein-
buch M., Audran R., Amouch P., Blatrix C.:
Rev. med. Tours, suppl. No. 3, 79, 1968) a
po pridani albuminu (Auerswald W., Kiese-
wetter E.: Wien. med. Wschr. 115, 690, 1865).

ZniZovanie antikomplementdrnej aktivity
gama globulinového roztoku pomocou pro-
teolytického Stiepenia bolo realizované pep-
sinom (Schultze H. E., Schwick G.: Dtsch.
med. Wschr. 87, 1643, 1962) a plazminom
(Sgouris J. T.: Vox. Sang. 13, 71, 1967; Ba-
randun S., Castel F., Makula M. F., Morell
A., Plan R., Skvaiil F.: Vox Sang. 28, 157,
1975).

Antikomplementdrni aktivitu gama glo-
bulinovej molekuly je moZné zniZit jej che-
mickou redukciou beta merkaptoetanolom
{Wiedermann G., Miescher P. A., Franklin
E. C.: Proc. Soc. exp. Biol. Med. 113, 609,
1963), modifikdciou beta propiolaktonom
(Stephan W.: Z. klin. Chem. 7, 282, 1969;
Stephan W.: Vox Sang. 28, 422, 1975), re-
dukciou s dithioerythritolom (Isenman D.
E., Dorrington K. J., Painter R. H.: J. Immun.
114, 1726, 1975), sulfondciou {Masuho Y.,
Tomibe K., Matsuzawa K., Ohtsu A.: Vox
Sang. 32, 175, 1977), amidéiciou (Schmidt-
berger R.: US Patent No 4 118 379 /1978/), re-
dukciou s dithiothreitolom a alkylaciou s
jodacetamidom (Fernandes P. M., Lundblad
J. L.: Vox Sang. 39, 101, 1980) a redukciou
s dithiothreitolom v kombindcii s dithioe-
rythritolom s néslednou alkyldciou pomo-
cou jodacetamidu alebo metyljodidu, akrylo-
nitrilu, benzylbromidu, pripadne etvlénoxi-
du (Schroeder D. D, Tankersley . L., Lundb-
lad J. L.: Vox Sang. 40, 373, 1981).

Antikomplementdrna aktivita gama glo-
bulinu stvisi jednak so vznikom polymérov
gama glonulinu, ktoré méZu vznikat v pro-

4

cese technologickej izoldcie a jednak vzni-
ké& v procese lyofilizdcie v désledku inter-
akcie nizkomolekularnych latok s molekula-
mi gama globulinu. PouZitie destilovanej a-
pyrogénnej vody pri separdcii nizkomoleku-
larnych latok z gama globulinu jednak spo-
sobuje precipitdciu najmé vyS3ich polymé-
rov gama globulinu a jednak odstrénenie
nizkomolekuldrnych latok, v désledku Soho
pri lyofilizdcii nemdZe ddjst ku ich interak-
cii s molekulami gama globulinu, &iZe ne-
dochddza ku vzniku antikomplementdrnej
aktivity. PouZitie vodného roztoku chlori-
du sodného, v koncentrdcii do 30 g na li-
ter, zaruCuje polymérom gama globulinu v
roztoku potrebnu stabilitu a dochddza len
ku separécii nizkomolekuldrnych latok, kto-
ré sposobuji vznik antikomplementarnej
aktivity v procese izolédcie.

Antikomplementadrna aktivita bola testo-
vanad na zaklade ubytku aktivity komple-
mentu. Ubytok zndmej hodnoty aktivity kom-
plementu po pridani zndmého mnoZstva roz-
toku lyofilizovaného gama globulinového
preparédtu bol stanoveny metodou podla Ka-
badta a Mayera (Kabdt E. A, Mayer M. M.:
Experimentdlni imunochemie CSAV, Praha,
19865, str. 180).

Efekt destilovanej apyrogénnej vody pri
odstratiovani antikomplementarnej aktivity
je moZné dokumentovat u 10 experimentdl-
nych SarZi gama globulinu, ktory bol izolo-
vany pomocou extrakcie z frakcie III podla
Cohna a Oncleya. Pckial bola pouZitd samot-
nd destilovand apyrogénna voda bolo do-
siahnuté zniZenie antikomplementéarnej akti-
vity gama globulinu po lyofilizdcii o 80 a¥
95 %. PouZitie vodného roztoku chloridu
sodného, za pouZitia toho istého gama glo-
bulinového materialu, v koncentrdcii do 30
gramov na liter spdsobilo zniZenie antikom-
plementarnej aktivity gama globulinu po
lyofiliz4cii iba o 35 aZ 45 %. Pokial niesu v
roztoku gama globulinu pritomné jeho vys-
Sie polyméry su vysledky testovania anti-
komplementédrnej aktivity v lyofilizovanom
gama globulinovom preparéate, z ktorého bo-
li odstrdnené nizkomolekularné latky za po-
uZitia destilovanej apyrogénnej vody alebo
za pouZzitia vedného roztoku chloridu sod-
ného do 30 g na liter prakticky rovnaké.

Hypotenzivny t€inok bol testovany na zé-
klade poklesu krvného tlaku krélika pria-
mou krvnou metédou podla GSL 3 (CSL 3,
svédzok I., vydanie I1I., Avicenum Praha 1970,
str. 149) s tym, Ze kralikovi o vdhe 2 aZ 3 kg
sa aplikujd 2 ml gama globulinového rozto-
ku na kg hmotnosti. Obsah gama globulinu
v aplikovanom roztcku je 50 g na 1000 ml
roztoku. U preparatov pripravenych podla
navrhovaného postupu sa hypotenzivnd ak-
tivita nevyskytovala v tak vyraznej intenzi-
te, o je moZné dokumentovat tdajom, Ze
z 10 pripravenych experimentdlnych SarZi
podla predloZeného vynélezu bol stanoveny
pokles systolického krvného tlaku maximé4l-
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ne o 4 aZ 8 % v porovnani s tym istym ma-
teridlom v tej istej ddvke bez separéicie niz-
komolekuldrnych zlicenin, kde bol stanove-
ny pokles systolického krvného tlaku od 20
do 30 %.

Obsah histaminu bol testovany Gadumo-
vou modifikdciou (Gadum J. H.: J. Physiol
8, 467, 1949) Magnusonovej metddy (Mag-
nus R.: Plig. Arch. 102, 123, 1904). U pre-
paratov pripravenych podla navrhovaného
postupu sa kotraktdcie morcacieho ¢reva ne-
vyskytovali, ¢o je mozZné dokumentovat tda-
jom, Ze z 10 experimentdlnych SarZi pripra-
venych podla predloZeného vyndlezu bolo
najdené 0,0 mikrogramu histaminu na 100
gramu gama globulinu v porovnani s tym
istym materidlom, ktory bol lyofilizovany
bez predchddzajicej separdcie nizkomole-
kuldarnych latok, kde bol stanoveny obsah
histaminu v koncentrécii 20 aZ 40 mikrogra-
mov na 100 gramov lyofilizovaného gama
globulinu.

Stfasng technologickd prax na jednej stra-
ne sice oddeluje gama globulin od zmesi
inych krvnych bielkovin a jednak pri sepa-
racii a taktieZ pri zniZovani antikomplemen-
tarnej aktivity zan4Sa do roztoku gama glo-
bulinu nizkomolekuldrne latky anorganické-
ho alebo organického charakteru. Princip
odstraiiovania nizkomolekuldrnych latok s
vyuZitim dialyzy, oproti 0,1 aZ 0,3 %-nému
vodnému roztoku chloridu sodného bol po-
uZity u gama globulinu (St&pdnek I.: AO ¢&.
202 180; St&panek 1., Uhrik J.: AO 208 868;
Stépanek 1., Stachy A., Barla I., Banda I.:
AO 204 168), ako aj u zmesného imunoglo-
bulinového prepardtu na béaze IgG + IgA +
+ IgM (St&pédnek 1., Uhrik J.: AO 208 867).

Podstatou vynéalezu je odstranenie balast-
nych negamaglobulinovych primesi, ktoré
maju, vzhladom ku gama globulinu niZ8iu
molekuldrnu hmotnost. Za hrani¢né hodno-
ty moZno povaZovat tidaje okolo 50 000 mo-
lekuldrnej hmotnosti.

Vychodziou surovinou mbdZe byt pasta
frakcie II, izolovand metédou podla Cohna
a Oncleya z normdlnej alebo hyperimin-
nej plazmy, pripadne z normélneho alebo
retroplacentarneho, pripadne hyperimunne-
ho séra. TaktieZ v8ak mdZu byt pouZité biel-
kovinné gama globulinové materidly izolo-
vané pomocou inych metod.

Bielkovinny materidl sa rozpusta v takom
mnoZstve destilovanej apyrogénnej vody o
teplote 0°C aZ +6°C, aby sa hodnota kon-
centrdcie bielkovin nachéddzala v rozmedzi
10 aZ 180 gramov na liter, s optimom 60 &z
100 gramov na liter. Rozpustanie sa urych-
luje mieSanim. Po rozpusteni sa gama glo-
bulinovy roztok vy&iri, napriklad filtraciou.

V technologickych pomeroch si vysSie u-
vedené optimélné podmienky zpravidla za-
chované vtedy ak rozpiStame 1 kg gama
globulinovej pasty v 2000 ml destilovanej
apyrogénnej vody o teplote 0°C aZ -+6°C.
Hodnota pH takto pripraveného gama glo-
bulinového roztoku byva spravidla v rozme-

§

dzi 4,0 aZ 8,0 a koncentrdcia bielkovin v
rozmedzi 60 a7 100 gramov na liter. Takto
pripraveny roztok gama globulinu sa vy¢iri,
napriklad filtrdciou, a nizkomolekuldrne
zliCeniny do molekuldrnej hmotnosti 50 000
sa oddelia spO6sobom podla vynélezu ultra-
filtraciou, diafiltrdciou, gélovou filtraciou a
dialyzou, oproti destilovanej apyrogénnej
vode pri teplote 0°C aZ + 6 °C, pri pH 4,0 aZ
8,0. Dalej sa gama globulinovy roztok po
oddeleni nizkomolekulovych zliéenin steri-
lizuje, napriklad filtraciou alebo pomocou
inych metdd, a potom sa zakoncentrovéava,
napriklad lyofilizdciou alebo pomocou mem-
brdn, vdkuovou destildciou, vymrazovanim
alebo inymi met6dami a v pripade potreby
sa podrobi dalSiemu spracovaniu.

Vyndlez je dalej objasneny na prikladoch
prevedenia, ktorymi jeho rozsah nieje ani
obmedzeny ani vy€erpany.

Priklady prevedenia
Priklad 1

Vychodzou surovinou moZe byt pasta frak-
cie II izolovand met6édou podla Cohna a On-
cleya z normdlnej alebo hyperiminnej plaz-
my, pripadne z normélneho alebo retropla-
centdrneho, pripadne hyperiminneho séra
s antibakteridlnou, antitoxickou alebo anti-
virovou protilatkovou aktivitou. Bielkovin-
ny gama globulinovy materidl sa rozpusta
v takom mnoZstve destilovanej apyrogénnej
vody o teplote 0°C aZ +6 °C, aby hodnota
koncentréacie bielkovin sa nachédzala v roz-
medzi 10 aZ 180 gramov na liter, s optimom
60 aZ 100 gramov na liter. RozpuStanie sa
urychluje mieSanim. Po rozpustneni sa ga-
ma globulinovy roztok vyc€iri, napriklad filt-
raciou.

V technologickych pomeroch st vy3Sie u-
vedené podmienky optima spravidla zacho-
vané vtedy, ak rozpuStame 1 kg gama glo-
bulinovej pasty v 2 000 ml destilovanej apy-
rogénnej vody o teplote 0°C aZ +6 °C. Hod-
nota pH gama globulinového roztoku byva
spravidla v rozmedzi 4,0 aZ 8,0 a koncen-
tracia bielkovin v rozmedzi 60 aZz 100 gra-
mov na liter. Takto pripraveny roztok puri-
fikovaného gama globulinu sa vyd&iri, na-
priklad filtraciou a nizkomolekuldrne zlu-
¢eniny sa z gama globulinového roztoku od-
strania:

A. Gélovou filtraciou
B. Dialyzou

C. Ultrafiltrdaciou

D. Diafiltraciou

A

V sucasnosti existuje celd rada komeré-
nych materidlov pre gélovi filtrdciu na bé-
ze dextranovych gélov, pod oznadenim Se-
phadex, polyakrylamidovych gélov, pod o-
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znalenim Biogel, hydroxyalkylmetakryldto-
vych gélov, pod oznafenim Spheron, poly-
styrenovych gélov, pod oznafenim Styragel,
polyvinylacetatovych gélov pod oznalenim
Merckogel, pordznych silikdtov, pod ozna-
enim Porasil, a poréznych skiel pod ozna-
¢enim Bioglas, ktoré majii odstupiiované
velkosti porov v gélovych Casticiach a u-
moZiiuji gélovia filtrdciu v pomerne Siro-
kych rozmedziach molekuldrnych hmotnosti.

Odstranenie nizkomolekuldrnych zlidenin
sa prevddza elutnou gélovou chromatogra-
fiou s destilovanou apyrogénnou vodou pri
teplote 0°C aZ +6 °C, pri pH 4,0 aZ 8,0 s vy-
luéovacou medzou gélu vyjadrenou moleku-
lérnou hmotnosfou do 50 000, pritom je po-
trebné uvedené materidly pouZivat v opti-
malnom zrneni zarudujicom prietok v tech-
nologickych podmienkach.

Do kolony naplnenej s napudanym gélo-
vym materidlom nechdvame nasdvat gama
globulinovy roztok takou rychlostou, aby
prietok spodnou plochou kolény sa pohybo-
val medzi 0,01 ml aZ 3,0 ml za mindGtu na
plochu 1 cm? MnoZstvo gama globulinové-
ho roztoku nasadeného na kolénu nemé pre-
kroc¢it 25 aZ 30 % objemu gélovej dasti ko-
lény. Uinnest delenia je moZné sledovaf
podla stupiia oddelenia etylalkoholu, chlo-
roformu a ninhydrin pozitivnych l4dtok z ga-
ma globulinového roztoku. Pokial by nedo-
Slo ku dokonalému oddeleniu je potrebné
zmenSif obsah vkladaného gama globulino-
vého roztoku na kolénu a spomalif prietok.
Po separdcii nizkomolekularnych zluZenin
z gama globulinového roztoku sa tento da-
lej spracovéava.

B.

Dialyza sa v poslednom desatro&i znovu
zaCina uplatilovat najmd pri vyrobe lieiv
ako technologickd metéda separdcie tych
zmesI prirodnych alebo syntetickych latok,
ktorych molekuly maja podstatne rozdielnt
hmotnost.

V siafasnosti existuje celd rada komerd-
nych membran pre dialyzu & uZ v podobe
rovinnej membrdny, alebo v podobe potru-
bia o menlivom priemere a menlivej velkos-
ti pérov na bédze regenerovanej celulozy a-
lebo jej derivdtov, pripadne na bdze kol6-
dia a taktieZ aj na baze vinylovych polymé-
rov.

Sterilny roztok purifikovaného gama glo-
bulinu sa opatrne presaje do sterilného dia-
lyzatného potrubia, ktoré sa pred zahéje-
nim presdvania v spodnej fasti uzatvori uz-
lom a po presati sa vrchnd ¢ast uzatvori
uzlom so smyékou, za ktord sa naplnené po-
trubie zavesi na hadik, ktory je tak umiest-
neny, aby roztok gama globulinu v dialy-
zatnom potrubi bol v styku s pretekajticou
destilovanou apyrogénnou vodou pri teplo-
te 0°C aZ +6°C pri pH 4,0 a# 8,0, pritom
velkost porov v dialyzatnej membrdne by
mala byt tak velkd, aby umoZnila separa-

]

ciu nizkomolekuldrnych zlu€enin vyjadrent
molekularnou hmotnos’ou do 50 000.
Koniec dialyzy je indikovany negativnou
reakciou na etanol, chloroform a na ninhyd-
rin pozitivne latky v pretekajicej dialyzaé-
nej tekutine ako aj negativnou reakciou na
etanol a chloroform v gama globulinovom
roztoku. Po skonceni dialyzy sa dialyzadné
potrubie s gama globulinovym roztokom
zvesi z halika, opatrne sa vyberie a po roz-
strihnuti sa gama globulinovy roztok prele-
je do zbernej nddoby a dalej sa spracovéava.

C.

Separdcia relativne nizkomolekuldrnych
zli€enin do molekulovej hmotnosti do 50 000
sa moZe uskutotnit aj pomocou ultrafiltra-
cie, ktortt je moZné uskutoénit v podobe du-
tych nitl, priom gama globulinovy roztok
preteka pod tlakom do 800 kP vo vnutri ni-
tovej membrany a cez p6ry v stene nifovej
membrany prestupuji relativne nizkomole-
kuldrne latky vo vodnom roztoku do zber-
nej nadoby. Vzhladom na to, Ze roztok ga-
ma globulinu sa pri ultrafiltrdcii zakoncen-
trovava prevedieme opédtovné nariedenie s
destilovanou apyrogénnou vodou a toto za-
koncentrovdvanie, napriklad na poloviény
objem a nariedovanie na pévodny objem pre-
vadzame dovtedy pokial je reakcia gama
globulinového roztoku na pritomnost chlo-
roformu a etanolu pozitivna.

Ultrafiltraciu je moZno realizovat aj v po-
dobe kazetového systému, kde v rovinnom
usporiadani je alebo vymenitelnd membra-
na, alebo doska z umelej hmoty s definova-
nymi velkostami pérov. Gama globulinovy
roztok pod tlakom do 800 kP pretekd, na-
priklad nad membrdnou a cez poéry v stene
rovinnej membrdny alebo dosky z umelej
hmoty prestupuji relativne nizkomolekulér-
ne latky vo vodnom roztoku do zbernej na-
doby. Gama globulinovy roztok sa v pripa-
de potreby dalej spracovéava.

Sterilizdcia ultrafiltratného zariadenia sa
prevadza alebo parou alebo chemickou ces-
tou, napriklad prepldachnutim aparatiry vod-
nym roztokom formalinu o koncentrdcii do
50 g na liter a ndslednym vymytim formali-
nu sterilnou destilovanou apyrogénnou vo-
dou.

D.

Odstratiovanie relativne nizkomolekul4r-
nych zli¢enin do molekuldrnej hmotnosti
50 000 je moZné uskutoénii aj pomocou dia-
filtracie €o je kombindcia dialyzy a ultra-
filtracie. Diafiltrdciu je moZné uskuto&nit
jednak v podobe dutych niti, priCom gama
globulinovych rozitok pretekd pod miernym
tlakom do 200 kP vo vniitri nitovej membra-
ny a cez pory v stene nitovej membréany pre-
stupuji relativne nizkomolekuldrne latky do
Zz vonkajSej strany pretekajiiceho roztoku
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destilovanej apyrogénnej vody pri teplote
0°C aZ +6°C pri pH 4,0 aZ 8,0, ktory nizko-
molekuldrne l4tky odplavuje od nitove]j
membrény do odpadu.

Diafiltrdciu je moZné realizovat aj v po-
dobe kazetového systému, kde v rovinnom
usporiadani je alebo vymenitelnd membra-
na, pripadne doska z umelej hmoty s defi-
novanou velkostou pérov. Gama globulino-
vy roztok pod miernym tlakom do 200 kP
pretekd, napriklad nad membrénou a cez
pory v stene rovinnej membrany alebo po-
réznej dosky prestupuji redlne velmi po-
malym prietokom relativne nizkomolekuldr-
ne l4tky do pretekajiceho roztoku destilo-
vanej apyrogénnej vody, ktora preteka, na-
priklad pod doskou alebo membrédnou a od-
plavuje nizkomolekuldrne ldtky do odpadu.

Vzhladom na to, Ze roztok gama globuli-
nu sa pri diafiltrdcii zakoncentrovava pre-
vedieme opédtovné nariedenie s destilovanou
apyrogénnou vodou a toto zakoncentrovava-
nie, napriklad na poloviény objem a narie-
dovanie na pdvodny objem prevadzame do-
vtedy, pokial je reakcia gama globulinové-
ho roztoku na pritomnost! chloroformu a o-
tanolu pozitivha. Gama globulinovy roztok
sa preleje do zbernej nddoby a dalej sa spra-
covava.

Sterilizdcia diafiltraéného zariadenia sa
prevadza alebo parou alebo chemickou ces-
tou, napriklad preplachnutim aparatiry vod-
nym roztokom formalinu o koncentréacii do
50 g na liter a naslednym vymytim formali-
nu sterilnou destilovanou vodou.

Dokaz chloroformu sa prevadza Fujiwaro-
vou reakciou (Fujiwara: Sitzber. Naturw.
Ges. Rostock 6, 33, 1916}, &i uZ v povednom
usporiadani alebo v novsich aplikaciach po-
dla Seta a Schultzeho (Seto T. A., Schultze
M. O.: Ahal. Chem. 28, 1625, 1956), Hildeb-
rechta (Hildebrecht C. D.: Anal. Chem. 29,
1037, 1957}, Friedmana a Coopera (Fried-
man P. J., Cooper J. R.: Anal. Chem. 30, 1674,
1958).

Ninhydrin pozitivne 14tky stanovujeme
spOsobom podia Ruhemanna (Ruhemann S.:
J. Chem. Soc. 97, 1 438, 1910). Stanovenie c-
tanolu sa prevdadza Agulhonovou reakciou
(Agulhon H.: Bull. soc. chim. France /4/, 9,
881, 1911) &i uZ v pObvodnom usporiadani, a-
lebo v novSich aplikdciach podla Kelletta
(Kellett E. G.: Analyst 62, 728, 1937) alebo
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Webba (Webb D. A.: Sci. Proc. Roy Dublin
Soc. 21, 281, 1936]).

Gama globulinovy roztok po oddeleni niz-
komolekuldrnych l4tok sa sterilizuje, napri-
klad filtrdciou alebo inymi metdédami, a po-
tom sa zakoncentrovava, napriklad lyofili-
zdciou alebo pomocou membrédn, vakuovou
destilaciou, vymrazovanim alebo inymi me-
tédami, a v pripade potreby sa podrobi dal-
Siemu spracovaniu.

PouZitie destilovanej apyrogénnej vody v
porovnani s pouZitim 0,1 %-ného aZ 3,0 %-
-ného roztoku chloridu sodného v destilova-
nej apyrogénnej vode je operativnejSie a
technologicky lahSie realizovatelné. Umoz-
nuje pouzit horticu destilovand apyrogénnu
vodu, ktord priamo vytiekla z destilatného
aparatu, po jej ochladeni v prietokovom vy-
menniku tepla bezprostredne ku technolo-
gickej aplikacii, &¢im sa na minimum zniZu-
je moZnost vzniku bakteridlnej kontaminé-
cie. PouZitie 0,1 %-ného a# 3,0 %-ného roz-
toku chloridu sodného v destilovanej apyro-
génnej vode vyZaduje nddobu na jeho zhoto-
venie a skladovanie pri zvySenej teplote, vy-
lu¢ujicej moZnost vzniku kontamindcie, ako
aj zariadenie na zhomogenizovanie roztoku.
Plynuly chod technologickej linky vyuZiva-
jicej vodny roztok chloridu sodného vyZa-
duje minimédlne 2 takéto nadoby.

Oddelovanie nizkomolekuldrnych léatok s
molekularnou hmotnostou do 50 000 pomo-
cou ultrafiltracie, diafiltracie, gélovej filt-
racie alebo dialyzy, proti 0,1 %-nému az
3,0 %-nému roztoku chloridu sodného v des-
tilovanej apyrogénnej vode bolo vySsie po-
pisanymi metodami taktieZ uspeSne odski-
Sané v technologickom meritku.

Priklad 2

Vychodzou surovinou méZe byt bielkovin-
nd pasta gama globulinu izolovand aj po-
mocou inych metdd. Bielkovinnd pasta ale-
bo bielkovinny roztok sa spracovava v dal-
Som postupe podobne ako v pripade &. 1 s
tym rozdielom, Ze kritérium odstrdnenia niz-
komolekuldrnych zltiCenin z roztoku gama
globulinu nestvisi s pritomnosfou liehu a-
lebo chiloroformu, ale s pritomnostou pre-
cipitatnej latky, ktord bola na cddelenie ga-
ma globulinu pouzitd alebo s gama globuli-
nom vytvdra prechodny rozruSitelny kom-
plex.
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PREDMET VYNALEZU

1. Sp6sob pripravy krvného gama globu-
linu so zniZenym hypotenzivhym a antikom-
plementdrnym tuéinkom spodéivajici v tom,
Ze sa bielkovinny materidl obsahujtici puri-
fikovany gama globulin suspenduje za asep-
tickych podmienok v takom mnoZstve apy-
rogénnej destilovanej vody o teplote 0°C aZ
+6 °C, aby hodnota koncentrédcie bielkovin
sa nachddzala v rozmedzi 10 aZ 180 g/1, ga-
ma globulinovy roztok sa vy¢iri, napriklad
filtraciou, oddelia sa nizkomolekularne 14t-
ky pomocou ultrafiltracie, diafiltracie, gé-
lovej filtrdcie alebo dialyzy, oproti roztoku
chloridu sodného v destilovanej apyrogén-
nej vode, potom sa gama globulinovy roztok
sterilizuje, napriklad filtrdciou a nésledne

sa zakoncentrovadva, napriklad lyofilizdciou
alebo pomocou membréan, vdkuovou destila-
ciou, vymrazenim a v pripade potreby sa
podrobi dalSiemu spracovaniu, vyznaujici
sa tym, Ze oddelovanie nizkomolekuldrnych
latok s molekulovou hmotnosfou do 50 000
sa prevddza pomocou ultrafiltracie, diafilt-
racie, gélovej filtracie alebo dialyzy, opro-
ti destilovanej apyrogénnej vode.

2. Spdsob pripravy podla bodu 1, vyzna-
Cujaci sa tym, Ze bielkovinny materidl je
normélna alebo hyperiminna plazma, pri-
padne normaélné, retroplacentdrné alebo hy-
periminné sérum s definovanou antibakte-
ridlnou, antitoxickou alebo antivirusovou
protilatkovou aktivitou.
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