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(54) Zplisob odstrané&ni antikomplementédrni aktivity 2z roztoku krevniho gama globulinu

Vynalez se tyk& zplsobu purifikace krevniho gama globulinu,uréeného pro terapeuticke

intravenosni podant.

Az dosud se pliprava krevniho gama globulinu pro terapeutické Ulely posuzovala podie

kriterii pro intramuskularni aplikaci.Soulasny technologicky zajem je u? zam&fen na pFipravu

gama globulinu,vhodného pro intravenosni aplikaci,

V celosvétovém m&fitku nejvét¥iho roz8ifeni dosahla metoda izolace gama globulinu

pomoci etanolu /Cohn E,J.,Gurd F.N.R.,Surgener D.M.,Barnes B,A.,Brown R.K.,Derouaux G.,

Gillespie J.M.,Kahnt F.W.,Lever W.,F.,Liu G,H.,Mittelman D,,Mouton R,F,,Schmid K,,Uroma E.:

J.Am,Chem,Soc, 72,465,1950;beutsch H,F,,Gestling G.L.,Alberty R.A., Witliams J ,W,:J.,Biol.

Chem. 164,109,1946; Oncley J.L.,Molin M., ,Rickert D.A.,Cameron J.W.,Gross P.M.:J.Amer.Chem.

Soc. 71,541,1949; Nitschmann H.S.,Kistler P, ,Lergier W,:Helv,Chim,Acta 37,866,1954;Kistler

P.,Nitschmann H,S,:Vox Sang. 7,414,1962;Taylor H.,L,.,,Bloom F.C.,Mc Call K.B.,Hyndman L.A,,

Anderson H.D.: J.Amer.Chem.Soc. 78,1356,1956/,kterad na jedné strané& sice oddéleuje géma

globulin od smé&si jinych krevnich bilkovin,ale na druhé strané zanadi do gama globulino~

vého roztoku nizkomolekuldrni anorganické nebo organické sloudeniny,které v podminkach

technologického postupu mohou neiddoucimi interakcemi tast stopovych primési s fysiolo=-

gickou aktivitou vytvafet anebo koncentra&né obohacovat,vzhledem k jejich koncentraci ve

vychozi suroviné,z které byl gama globulin izolovan.

208 555



208 555

PFfitomnost téchto stopoQ?ch Ldtek s fysiologickou aktivitou vytvadii predpoktady pro
vznik daliich netaddoucich interakci téchto ladtek s molekulami bilkovin a to zejména phi
tyofilizaci nebo pFi skladovan1 v injek&énim roztoku,co? snifuje kvalitu preparadtu a omezu-
je rozsah jeho indikace v terapii. ’

Tuto nevyhodu t&chto postupl se snazi odstranit vyrobni postup podle pitedloieného
vyndlezu,kterym je moZno odstranit v technologickém m&fitku prevainé nizkomolekularni
sloudeniny s fysiologickou aktivitou ve stopovych koncentracich z game globulinového
roztokﬁ pomoci chemisorpce na aktivnim uhli,

Podstata vyndlezu je odstranéni balastnich negamaglobulinovych pfimési nizkomoleku-
LArni povahy ptevainé s fy51olog1ckou aktivitou pomoci chemisorpéni vazby na suspenzi
aktivniho uhli,kteréd se odstrani z bilkovinného roztoku.

Chemisorpéni vlastnosti aktivniho uhly byly u? pouZity na odstranovani nizkomoleku~
Larnich Latek z krve pFi extrakorporélnim ob&hu jednak v pokusech na psech /Muirhead E.,
Reid A.:J.Lab,Clin.Med, 33,841,1948/ a po ziskéni pozitivnich vysledkd se pifikrodilo
k $irokému zavedeni kolonek 2 aktivniho uhli pro p?imou'perfuzi krve pti extrakorporéalnim
ob&hu v klinické praxi v humanni mediciné za Ulelem eliminace nizkomolekularnichvlétek
toxické povahy z krevniho ob&hu /Schechter D.C.,Nealon T.F.,Gibbon J.H.:Surgery 44,892,
19583 Yatzidis H.: Nephron 1,310,1964; Dunea G.,KolLff W.J.:Trans.Amer.Soc,Artif.Inter.
Organs 11,178,1965; Hagstam K.E,,Larsen L, E.,Thysetl H.:Acta Med.Scand. 180,593,1963;
Andrade Jo.D.,Kunimoto K.,Lin D,,Kolff W.J.:Fed.Proc. 30,705,1971; Andrade J.D.,Kunimoto K.,
Van Wageden R.,Kastigir B.,Gough D.,Kolff W.J.: Amer.Trans,Soc,Artif.Inter,0Organs 17,222,
1971;ch§ng T.M.:Canéd.J.Physiol.Pharmacol. 47,1043,1969; Chang T.M.:Proc.Europ,Dial,Trans-
plant.Ass. 9,568,1972; Chang T.M., Malave N.:Amer.Trans.Soc.Artif.Inter,Organs 16,141,1970;
Chang T.M,,Migchelson M.:Amer.Trans.Soc.Artif.Int;r.Organs 19i314,1973/.

Nedostatkem dosud u2ivané technologie je skuteinost,ie Lyofilizované preparaty
gama globulinu maji vysokou antikomplementarni aktivitu,ktera byla zjisténa na zékladé
» Gbytku aktivity komplementu po plidani rozpuéténého Lyofilizovaného preparatu gama globu-
Linu podle metody Kabat-Mayera /Kabat E.A.,Mayer M.M.:Experimentdlni imunochemie CSAV
Praha 1965,str.180/,

U nové navrhované technologie se tyto potie nevyskytovaly v tak vyraznﬁ intenzité,
cod lze dokumentovati tim,3e z 10 pifipravenych éxperimentétnich 8ar:i1 podle pFtedloieného
vynalezu bylo dosafeno sniZeni antikomplementarni aktiyity u Lyofilizovaného prepgrbtu
o 70 a% 95% ve srovnani s tym2 materislem,ktery byl Lyofilizovén bez pledchazejici separace
nizkomolekuldrnich sloutenin z gama globulinu pomoci chemisorpce na aktivnim uhli,

Vynadlez je déle objasnén na prikladech,jimiZ jeho rozsah neni ani omezen,ani
vyterpén.

PFriklad 1

Vychozi surovinou je pasta f;akce 11,izolovand metodou podle Cohna:Bilkovinny mate~-
rial se rozpoudti v takovém mnoistvi destilované apyrogenni vody o teploté O Oc az +4 °
aby koncentrace bilkovin se nachézela v rozmezi 2 X ai 15 %,s optimem 8 i+ ZIX.Rozpouiténi

se urychluje michanim.Po rozpudténi se gama globulinovy roztok vyéefi,naptiklad filtraci.
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V technologickych pom&rech jsou vyie uvedené podminky zpravidla zachovany tehdy,

kdyZ rozpoustime 1 kg gama globulinové pasty ve 2 000 mlL destilované apyrogenni vody .

o teploté O °c az +4 °f.Hodnota pH takto vzniklého gama globulinového roztoku byva zpra-
vidla mezi pH 5,8 a 6,2 a koncentrace bilkovin v rozmez+t 8 % * 2 %.Takto ptFipraveny
roztok gama globulinu se vy&eiti,napriklad filtraci a pievainé nizkomolekularni slouteniny
se z gama globulinového roztoku odstrani chemisorpci na aktivnim uhldi,

Po dUpravé hodnoty pH gama globulinoyého roztoku na 7,0 a% 7,8 naptiklad 0,5 M hydro-
xydem sodnym nebo s 0,5 M kyselinou octovou v destilované apyrogenni vodé se pridava
destilovanou vodou promytd a oddekantovana suspenze aktivniho uhli v takovém mnoistvi
pti teptoté -2 %C a3 +2 °c,aby na 1 000 mL gama globulinového roztoku byl obsah suchého
aktivniho uhli asi 40 gr,

Suspenze aktivniho uhli,s vyhodou 40 gr vztazeno na suché aktivni uhli,se smicha
s 1 006 ml gama globulinového roztoku p#i teplqté -2 % az +2 °¢ 120 az 240 minut
s vyhodou pfi pH 7,0 a% 7,8.P0 uplynuti teéto doby se chemisorpiné vizani forma nizkomole-
kuldrnich slouZenin s fysiologickou aktivitou ﬁa suspenzi aktivniho uhli odstrant z gama
globulinového roztoku napiiklad centrifugact nebo filtradi.Takto purifikovany roztok
gama globulinu se podrobi sterilizaci,napfiklad filtraci a potom dal$imu zpracovani,
napfiklad lyofilizac? nebo zakoncentrovdni pomoci membran nebo vakuové destilace,

Priklad 2

Vychozi surovinou mue byt pasta gama globulinu nebo roztok gama gtobulinu,1zolovany
pomoci siranu amonného a hydroxydu hlinitého /Schultze H,E,,Matheke H, D..Behr1ngwerke
Mitt, 28,9,1954; Schultze H.E.,Sch8nenberger M,, Matheke H.D.:Behringwerke Mitt, 26,21,1952/,
rivanolu /HOFej%4% J.,Smetana R,:Acta Med.Scand. 155,65,1956/, giranu sodného /Amiraian g.,
Leikhim E.J.:J4.Imunol. 87,301,1961/, chloridu hiinitého / Lewin J,.:Therapie 9,523,1954/,
DEAE celulozy /Sober H.A.,Peterson E.A,:Fed.Proc, 17,1116,1958; Peterson E,A.,SoberH,.A,:
J.Amer,.Chem,Soc, 78,756,1956/,kyseliny kaprylové /Steinbuch M.,Audran R,: Rev.Franc.bd’etud,

Clin.Biol. 14,1054,1969/,iontd zn**a at*t**

/ Re;nek Jo,Skvarit F, :Coll.,Czechoslov,Chem,

Commun. 22,1489,1957; Rejnek J,,Skvaril Foe:Coll.Czechoslov.Chem.Commun. 23,773,1958/,

polymetafosfadtu /Nitschman H.S.,Rickli R.,Kistler P.:Vox Sang. 5,232,1960/ anebo éteru

/Pennel R.B., v Putnam F.W./ed/ The Plasma Proteins,vol.I Academic Press~New York 1960,str.9/,
Bilkovinny material ﬁe zpracovavé v daldim postupu jako v prikladé 1 s tim rozdilem,

Ze suspenze aktivniho uhli,s vyhodou 30 a3 SO gr,vztazeno na suché uhli,se michd s 1 000 ml

gama globulinového roztoku pki teplotd -2 %C a3z +2 % 120 aZ 240 minut pFi hodnoté pH 5,0

a: 9,0.Po uplynuti této doby se chemisorp&né vazana forma nizkomolekularnich sloudenin

s fysiologickou aktivitou na suspenzi aktivniho uhli odstrani z gama globulinového roztoku

napifiklad centrifugaci nebo filtraci.
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Predmét vynélezu

1. Zpusob odstranéni antikomplementarni aktivify 2z roztoku krevniho gama globulinu pro
intravenosni aplikaci,vyznalujici se tim,%e ku gama globulinovému roztoku o koncentraci
bilkovin 2 % a% 15 % pki teplotd -2 °c az +2 °C pFi pH 5,0 at 9,0 se pfidévé vodni
suspenze aktivniho uhli v mnoZstvi 2 g a% 80 g suchého aktivniho uhli na 1 000 ml gama
globulinového roztoku,smés se micha 120 a% 240 minut,potom se suspenze aktivniho uhli

s chemisorp&n& navéazanymi balastnimi slou&eninami nizkomolekulérni povahy odstrant

2z roztoku gama globulinu s vyhodou centrifugact nebo filtraci a ziskany gama globulinovy

roztok se sterilizuje,poptipadd dale znracovava,

2.ZpUsob odstranéni antikomplementarni aktivity z roztoku krevniho gama globulinu pro
intravenosni aplikaci podle bodu 1,vyznadujici se tim,Ze koncentrnce(bilkovin v gama
globulinovém roztoku je 6 % az 8 %,pH roztoku je 7,0 at 7,8 a ptidava se k nému destilo-
vanou vodou promyté4 a oddekantované suspenze aktivniho uhli,obsahujici 30 a2 50 g suchého

aktivniho uhii na 1 000 mL gama globulinového roztoku,

3, IpUsob odstranént antikomplementarni aktivity z roztoku krevniho gama globulinu pro
intravenoéni poutiti podle bodu 1 a 2,vyznaéujici se tim,%e po sterilizaci se roztok
gama globulinu déle zpracuje Lyofilizaci nebo zahudténim pomoci membran anebo vakuovou

destilact,

Vytiskly Moravské tiskaiské zavody, Cena: 240 Kts
provoz 12, Leninova 21, Olomouc . .
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