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Pozndni skutelnosti, e imunoglobuliny skupiny G,A,M jsou zodpovédné za protiladtkovou
aktivitu zplsobilo zamétfeni pozornosti na pFipravu terapeutického prepardtu gama globulinu,
ktery obsahuje imunoglobuliny skupiny A nebo skupiny M,pfipadné smé&s imunoglobulini A a M.

Zadkladni podminkou pro klinickou efektivnost u&inku imunologického pfeparétu je co
nejni281 hodnota antikomplementérﬁi aktivity,kterd souvisi s obsahem nizkomolekularnich
anorganickych nebo organickych sloulenin,které se do roztoku imunoglobulind skupiny G,A,M
dostavaji v souvistosti s jejich technologickou formou separace.Vynadlez te$d zplisob odstra-
novani téchto nizkomolekularnich sloulenin z roztoku imunoglobilint skupiny G,A,M, ktery
mGZe byt poufit jak pro intramuskularni,tak i pro intravenbzni aplikaci.

Na precipitaci balastnich bilkovin ze>smési imunoglobulind skupiny 6,A,M byl poufit
stran amonny a rivanol/Schwick H.G,,Fischer J.,Geiger H.:Progr.Imunobiot,.Stand.4,86,1970;
Schwick H,G6.;Vox Sang., 23,82,1972/,kyselina borit&/pejaudier L,,Audran R.,Steinbuch M.:

Vox Sang. 23,165,1972/ a kyselina kaprylova/Blatrix C.,Isra¥l J.,Reinert Ph.,Griscelli C,,
Steinbuch M.:La Nouvelle Presse Medicale 5,1193,1976/. ‘

Soulasnd technologickd praxe v3ak na jedhé strand sice oddéluje gama globulin a imuno~-
globuliny skupiny A a M od smé&si jinych krevnich bilkovin,ale na druhé stran& zana¥s do
roztoku imunoglobulind skupiny 6,A,M nizkomolekuldrni anorganické nebo organické slouéeniny.

Technologicky postup miZe takté: ¥ast nékterych nizkomolekularnich sloutenin s bio~
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chemicko-fysiologickou aktivitou v roztoku imunoglobulinl skupiny G,A,M koncentrovat,tj.
obohacovat vzhledem k jejich koncentraci ve vychozi suroving,z které byly imunoglobuliny
§kupiny G,A,M izolovany.

Pfitomnost netékavych anorganickych soli,jako i pFitomnost nizkomolekularnich orga-
nickych sloufenin v roztoku imunoglobulinli skupiny G,A,M Qytvéri ptedpoklady pro vznik
neiddoucich interakci téchto Latek s molekulami imunoglobulinli skupiny 6,A,M, a to zejména
pki Llyofilizaci nebo pFi skladovéni v injekénim roztoku,co? mife sniZovat kvalitu preparatu
a popfipadé omezovat rozsah jeho aplikace v terapii.

Nedostatkem dosud ufivané technologie je skuteinost,?e takto pFipravené Lyofilizované
preparaty maji vysokou antikomplementarni aktivitu,kterd byla zjidténa na zdkladé Ubytku
aktivity komplementu po pFidéni rozpudténého Llyofilizovaného prepardtu metodou podle Kabat-
Mayera /Kbat E.A.,Mayer M. M. :Experimentédini imunochemie CSAV,Praha 1965,str.180/.

U nov& navrhované technologie se tyto potiZe nevyskytovaly v tak vyrazné intenzité,
co lze dokumentovat tdajem,%e z 10 ptipravenych experimentdlnich 3ari{i podle pFedloZeného
vynadlezu bylo dosaZeno snifeni antikomplementdrni aktivity u Llyofilizovaného prepardtu
070 % at 90 % ve srovnéni se stejnym materiélem,ktery byl Lyofitizovan bez ptedchézejici
separace nizkomolekuldrnich sloulenin,

Podstata odstranovani nizkomolekularnich anorganickych nebo organickych sloulenin
spotivs podle pFedloZeného vynalezu v tom,%e bilkovinny materidl,obsahujici imunoglobuliny
skupiny G,A,M se suspenduje za aseptickych podminek v takovém mnoistvi apyrogenni destilo~
vané vody o teploté O Oc az +6 °C,aby hodnota koncentrace bilkovin se nachédzela v rozmezt
1 % a¥ 15 %, s optimem 8 %X + 2 X,roztok imunoglobuling se vytefi filtraci a seplraci nizko-
molekularnich sloulenin se provede 2z roztoku imunoglobulinl elu¥ni chromatografii s vylu-
tovact mezi gelu,vyjddienou molekulovou hmotnosti nizkomolekulérnich sloulenin do 10 000,
pomoct eluce s 0,1%nim a% 3,0 %nim roztokem chloridu sodného v destilované apyrogepni
vodé,s optimem 0,45 % a% 0,9 % chloridu sodného,o teploté 0 °c az +6 °C s hodnotou pH
v rozmezi 4,0 a2 7,0 p#i prOtoku 0,01 ml a2 3,0 ml za minutu na cmzvitokové plochy gelové
tasti koton}.Za optimdlni pritok je moino povaZovat objem v rozmez1 od 0,05 mi do 1,0 mtl
za minutu na cmz,kdy vznikad nafed&ni na &tele a konci vytoku bilkoviny 2z kolony,pti temi
~ cca 80 % nalofeného objemu roztoku bilkovin vytéks z kolony prakticky v té koncentraci,

v jaké byl roztok bilkovin ni kolonu nasazen.Pr&toky'kolem S mL za minutu na cmZIFriedli
H.,Kistler P,:Chimia 26,25,1972/ zplsobuji nafedéni roztoku na vice ne? dvojnasobny objem.

z gelové;chromatografické kolony vytekly roztok imunoglobulind skupiny G,A,M se pod-
robi sterilni filtraci nebo radiaini sterilizaci,rozplnuje se a v ptipad& potleby se Lyo-
filizuje. |

Vynadlez je dile objasn&n na pFikladech provedeni,jimiZ jeho rozsah neni ani omezen,
ani vyterpan,

Ptiklad 1

Vychozd surovinou je bilkovinna pasta precipitatd imunoglobulin® skupiny 6,A,M,ziskané
zplsobem podle Pejaudiera a spol./Pejaudier L.,Audran R,,Steinbuch M.:Vox Sang. 23,165,1972/

Bilkovinny materidl vyprecipitovanych imunoglobulind se rozpou3ti v takovém mnoistvi desti-
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tované apyrogenni vody o teploté 0% ¢ az +6 PC,aby hodnota koncentrace bilkovin se nacha-
zela v rozmezi 1 % a2 15 X s optimem 8 X §‘2 %.Rozpoudténi se ur}chluje michanim,Po roz-
pusténi se roztok imunoglobulini skupiny 6,A,HM vytefi,napfiklad filtraci.

V technologickych pom&rech jsou vy3e uvedené podminky zpravidla zachovany tehdy, kdy?
rozpoudtime 1 kg bitkovinné pasty imunoglobulind skupiny G,A,M ve 2 000 ml .destilované
vbdy,testované na apyrogenitu, o teploté 0 9% a3 +6 °C.Hodnota pH takto vzniklého imuno-
globulinového roztoku skupiny G,A,M byva zpraviqla mezi 4,0 a% 7,0 a koncentrace bitkovin
v rozmezi 8 % + 2 Z. :

Takto pFripraveny roztok se vyfeifi napifiklad filtraci a nizkomolekularni slouteniny
se i roztoku odstrani eluéni gelovou chromatografii napfiklad na dextranovych gelech,pod
komeré&nim oznalenim Sephadex 6-25;6-50,na polyakrylamidovych gelech,pod komerénim oznale-
niﬁ éiogel P-2;P-4;P-6,na metakryldtovych gelech pod komerinim oznalenim Spheron P~40
nebo na jinych mater1alech,jako jsou napfiklad doméci vyvojové materidly na bazi Fetéze~
ného Zkrobu s epichlorhydrinem nebo na bazi perlové celuldzy,s vyluéovaci mezi gelu,vyja~-
drenou molekulovou hmotnosti nizkomolekuldrnich sloulenin do 10 000,p#iemz uvedené mate~
ridly je nutno pou%ivat v optimainim zrnéni,zarutujicim pratok pro technologické podminky.

Nabobtnaly gel,promyty apyrogennim 0,45%nim a% 0,9%nim roztokem chloridu sodného
v destilované vodd o teploté 0 %c a3 +6 %C se plni do chromatografické kolony.Za optimalni
rozméry technologické gelové chromatografické kolony se povaiuji takové, kde pramér kruhové
nebo uhLopFiEki ttvercové nebo obdélnikové zdkladni plochy se pohybuje v pomiru 1:5 ai
1:10,

Do kolony nechame nasavat imunoglobulinovy roztok takovou rychlosti,aby pratok spodni
plochou kolony se pohyboval mezi 0,01 mL a2 3,0 ml,s optimenm 0,05 a2 1,0 mlL za minutu na
cnz.Mno!stvi jmunoglobulinového roztoku,naneseného na kolonu,nemé pfekrodit 25 % aZ 30 %
objemu gelové §ésti chromatografické kolony.

Po nasazeni celého objemu imunoglobulinového roztoku se chromatografickd kolona pro-
myvd 0,1%nim a% 3,0%nim roztokem chloridu sodného v apyrogenni vodé,s optimem 0,45 % a2
0,9 % chloridu sodného o teploté O %c az +6 %¢ pti zachovdni stejné prUtokové rychlosti.
Po vytoku imunoglobulinového roztoku,zbaveného nizkomolekularnich sloutenin se gelovéd
chromatografickd kolona promyvé rychlosti 0,3 mlL aZ 0,6 ml za minutu na cm2 minimatng
10ti nasobkem objemu své gelové Easti s 1 M roztokem chloridu sodného v apyrogenni desti-
lované vod&.Potom se chromatografickd kolona promyje minimadlng 15ti ndsobkem objemu gelové
tasti s apyrogenni vodou o teploté O O¢c a3 +6 oc,piiéemi Lze oddélovani nizkomolekularnich
sloutenin z roztoku imunoglobulind skupiny G,A,M na gelové-chromatografické kolon& po ekvi-
Librizaci s 10ti nasobkem objemu gelové 2asti s 0,1 Xnim aZ 3,0%4nim roztokém chloridu
sodného v destilované apyrogenni vodé,s optimem 0,45% aZ 0,9 % opakovat.

Roztok imunoglobulini skupiny 6,A,M po eluci z gelové chromatografické kolony se
zpravidla sterilizuje filtraci nebo r;diaéni sterilizaci,rozplni se a podrobi se daldimu
zpracovéni,népfiktad lyofilizaci,

Numerické hodnoty,uvadéné jako optima,jsou vhodné pro technologické provedent, které

bylo Gsp&in& odzkoudeno.
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Priklad 2 ‘

Vychozi surovinou miZe byti bilkovinnd pasta imunoglobuling skupiny'G,A,M,izolovahé
i pomoci siranu amonného a rivanolu,anebo pomoci kyseliny kaprylové.Bilkovjnna pasta se

zpracovavéd v dal&im postupu jako v pkiklads 1.

PREDMET VYNALEZU

1. Zplisob odstranovani nizkomolekularnich sloudenin 2 roztoku krevnich imunoglobuling
skupiny 6,A,M,vyznadujici se tim, se bilkovinny material,obsahujici imunoglobuliny skupiny
6,A,M se suspenduje za aseptickych podminek v takovém mnoistvi ayprogenni destilované vody
o teplots 0 °c a2 +b'°C,aby hodnota koncentrace bilkovin se nachézela v rozmezi 1 % a$ 15 %,
roztok imunoglobulini se vyeki filtract a seaprace nizkomoleku;érnich sloulenin se provéadi
z roztoku imunoglobulini eluéni chromatografii s vylutovaci mezi gelu,vyjadtenou molekulo=
vou hmotnosti nizkomolekuladrnich sloulenin do 10 000,pomoci elyce s 0,1%nim a% 3,0%nim
roztokem chloridu sodného v destilovane apyrogenni vodé& o teploté 0 °¢C a3z +6 °¢ s hodnotou
PH v rozmezi 4,0 a2 7,0 pti pritoku 0,01 mlL a% 3,0 ml za minutu na cm2 vytokové plochy
gelové Casti kolony,pti &em: z gelové-chromatografické kolony vytekly roztok imunoglobulind
skupiny G,A,M se sterilizuje filtraci nebo radiaéni sterilizaci,rozplni se a podrobi se

daldimu zpracovani,napfiklad Lyofilizaci.

2. Zplsob podle bodu 1,vyznadujici se tim, 3e vychozi bilkovinny material se suspenduje

na hodnotu koncentrace bilkovin v rozsahu 6 az 10 %.

3. Zplisob podle bodu 1,vyznatujict se tim,3e gelové chromatograficka eluce se provadi
s 0,45 a2 0,9%nim roztokem chloridu sodného pti pritoku 0,05 a% 1,0 mlL za minutu na cm2

vytokové plochy gelové &&sti kolony.
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