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Vynéd'ez sa tyka spbsobu pripravy krvné-
ho zvieracieho savéieho gamaglohulinu pre
i. v. podanie, z normélnej alebo hyperi-
munnej plazmy pripadne z normélného a-
lebo retroplacentarnebho pripadne hyperi-
munného séra, ktory je ur&eny pre tera-
peutické dcely.

Stidasnd situdcia priemyselnej produkcie
misa, mlieka a koZuSin zmenila Zivotné
podmienky chovnych zvierat od narodenia
aZ po dosiahnutie jatotnej hmotnosti. Ne-
sprédvna vyZiva zvieracich samic a nie vidy
dostatotnd starvostlivost o novonarodené
mladatd ovplyvilujd Zivotnost a imunolo-
gickd odolnost vo&i bakteriologickym ale-
bo virologickym infekciam.

Mechanizmus imunitnej obranyschopnos-
ti sa mimo iného opiera o systém neSpeci-
fickych obrannych mechanizmov, medzi
ktoré moZeme zahrnit systém komplemen-
tu, ako aj systém Specifickej imunity, kde
moOZeme zaradit imunoglobulinovy systém.

Prenos imunoglobulinov vo vztahu sami-
ca — mlada a saturdcia krvného séra mla-
data imunoglobulinami po narodeni je pre-
dovSetkym zAavisld od vEasného podania ko-
lostra v dostatoénom mnoZstve. Podla Klaus-
sa a spol. (Klauss G. G. B., Bennet A., Jones
E. V.: Immunology 16, 293, 1969) dochdadza
aj pri optimélnej kolostralnej vyZive ku vy-
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skytu imunodeficientného stavu u 20 % te-
liat. Zistenia naSich autorov publikované v
1983 uvéadzaju v3ak rozdielné udaje. Nor-
malny obsah imunoglobulinov malo podla
Kudla¢a a spol. (Kudlaé E., Schulz ]., Ved-
ral V., Vollhardt V.. Veterindrni medicina
28, 7, 401, 1983) iba 24 % a podla Paulika
a spol. (Paulik S., Slanina L., Bomba A., Po-
ladek M.: Veterindrni medicina 28, 11, 669,
1983) iba 30 % novonarodenych teliat.

Jednou z hlavnych pri¢in dhynu teliat bol
prevaZne pozitivnhy bakteriologicky nélez a
nizky obsah imunoglobulinov u uhynulych
kusov [(Horyna B., Draganov D.: Veterindr-
ni medicina 25, 9, 537, 1980; Horyna B., La-
vicka M., Kabelik V., Krpata V.: Veterindr-
ni medicina 25, 9, 545, 1980).

Hladina imunoglobulinov naviac koliSe v
zévislosti na ¢ase od podania kolostra u te-
liat (Vajda V., Slanina L.: Veterinarni me-
dicina 25, 9, 527, 1980) a Zriebat {Komdrek
J., Haméackova ].: Veterinafstvi 34, 5, 209,
1984) pricom bol pozorovany aj sezénny po-
kles imunoglobulinov v krvi v ohdobi feb-
rudr — maj a vzostup v obdobi maj — okto-
ber.

VyuZivanie doterajSich poznatkov sa za-
¢alo realizovat tym spdsobom, Ze imunolo-
gickd odolnost zvieracich savfich mladat
sa zvySuje v obdobi vyskytu zniZenych hla-
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din imunoglobulinov podavanim homolog-
nych imunoglobulinov prevaZne i. m. ces-
tou.

Pri podavani homologneho gamaglobuli-
nového preparétu i. m. cestou si musime u-
vedomit, Ze prepardty tohoto typu_ maja
zpravidla vysokid antikomplementdrnu akti-
vitu, ktord mbéZe ovplyviiovat neSpecificki
imunitu blokovanim komplementového sy-
stému, v dosledku ¢oho méZe byt ohrozeny
terapeuticky efekt tych imunoglobulinov,
ktoré ku svojej €innosti potrebuji komple-
ment.

Tato skutoénost by dokéazala vysvetlit po-
pisovany kladny terapeuticky ufinok ho-
vidzieho i. m. gamaglobulinu ako ho popi-
suje Tluchof a Komarek [Tlughof V., Koma-
rek J.: Veterinédistvi 33, 5, 221, 1983) a nie
celkom terapeuticky presved€ivy uéinok
gamaglobulinového i. m. preparatu od to-
ho istého vyrobcu ako ho popisuje Jilek a
spol. (Jilek F., DobSinsky O., Novotny B.:
Veterinaitstvi 33, 5, 218, 1983], ktori pouZili
dvojndsobni davku ako Tlu€hof a Koma-
rek.

A% doposial sa realizuje priprava zviera-
cich savéich gamaglobulinov pre terapeu-
tické G&ely prevaZne podla kritérii pre in-
tramuskuldrne podanie t. j. kladie sa déraz
na vytaZnost, elektroforeticki &istotu a na
obsah ldtok so schopnostou vyvolat pyre-
ticka reakciu. Preparaty tohoto typu maja
dlhi dobu vstrebatelnosti a zpravidla vy-
kazuji antikomplementdrnu a hypetenziv-
nu aktivitu.

Na precipitdaciu gamaglobulinu zo zmesi
zvieracich plazmatickych alebo sérovych
bielkovin méZe byt pouZity siran amonny a
hydroxid hlinity (Schultze H. E., Matheka
H. D.: Behringwerke Mitt. 28, 9, 1954; Schul-
tze H. E., Schonenberger M., Matheka H. D.:
Behringwerke Mitt. 26, 21, 1952), rivanol
(Hotej8i J., Smetana R.: Acta Med. Scand.
155, 65, 1956), siran sodny (Amiraian K.,
Leikhim E. J.: ]. Immunol. 87, 301, 1961),
chlorid hlinity (Lewin ].: Therapie 9, 523,
1954), DEAE celuléza (Sober H. A., Peter-
son E. A.: Fed. Proc. 17, 1116, 1958; Peter-
son E. A., Sober H. A.: . Am. Chem. Soc. 78,
756, 1956; Fahey J. L., Herbett A. P.: ]. Biol.
Chem. 234, 2 645, 1959; Stanworth D. H.: Na-
ture 188, 156, 13860}, kyselina kaprylovéa
(Steinbuch M., Audran R.: Rev. Franc. D'
etud. Clin. Biol. 14, 1054, 1969), ionty Zn™*+
a Al**++ (Rejnek ]., Svafil F.: Coll. Cze-
choslov. Chem. Commun. 22, 1489, 1957;
Rejnek J., Skvafil F.: Coll. Czechoslov.
Chem. Commun. 23, 773, 1958; Krauze R.,
Naimski K., Zakrewski K.: Acta Biochim.
Pol. 8, 209, 1961), polymetafosfat (Nitsch-
man H. S., Rickli R., Kistler P.: Vox Sang.
5, 232, 1969), éter (Pennell R. B. v Putnam
F. W.) ed (The Plasma Proteins vol I Aca-
demic Press New York 1960, str. 3} a eta-
nol (Cohn (E. J.,, Gurd F. N. R., Surgenor D.
M., Barnes B. A., Brown R. K., Derounaux G.,
Gillespie J. M., Kahnt F. W,, Lever W. F., Liu
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C. H., Mittelman D., Mouton R. F., Schmid
K., Uroma E.: ]. Am. Chem. Soc. 72, 465,
1950; Deutsch H. F., Gostling G. L., Alberty
R. A, Williams J. W.: J. Biol. Chem. 164,
109, 1946; Oncley ]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 W.: Helv. Chim. Acta 37, 866,
1954; Kistler P., Nitschman H. S.: Vox Sang.
7, 414, 1962; Taylor H. L., Bloom F. C., Mc-
Call K. B., Hydman L. A., Anderson H. D.: J.
Am. Chem. Soc. 78, 1 356, 1956]}.

Prepardaty gamaglobulinu z homolognej
savlej krvnej plazmy alebo séra priprave-
né podla doterajSich kritérii pre i. m. poda-
nie maja zpravidla hypotenzivny a antikom-
plementdrny ucinok ¢o je pre kvality intra-
vendznych prepardtov nepripustné. Poda-
nie prepardtu tychto kvalit intravendzne
moZe v désledku ndhleho poklesu krvného
tlaku zviera ohrozit a v ddésledku antikom-
plementdrnej aktivity oslabit jeho neSpeci-
fickd obranu.

Napriek tomu, Ze hypotenzivny G&inok pri
intramuskuldrnom podani nema taky prie-
beh ako pri intravendéznom podani, moZno
ho oznagit spolu s vysokym antikomple-
mentdrnym U¢inkom za vlastnosti neZiadu-
ce pre preparaty savfieho gamaglobulinu,
ktoré sd urené pre terapeutické udely ¢i
uZ pre intramuskularne alebo pre intrave-
nézne podanie.

Na odstraiiovanie antikomplementédrnej
aktivity gamaglobulinu, ktory bol pripra-
veny zo zmesi savlich plazmatickych ale-
bo sérovych bielkovin pri zachovani homo-
16gnosti mdZe byt pouZitd uprava hodnoty
pH na 4,0 pri 24 hodinovej inkubécii pri 37
stupfioch Celzia (Barandun S., Kistler P.,
Jeunet F., Isliker H.: Vox Sang. 7, 157, 1962).

Pokles antikomplementdrnej aktivity ga-
maglobulinu bol zaznamenany po pridani
aktivneho uhlia (Steinbuch M., Audran R,
Amouch P., Blatrix C.: Vox Sang. 13, 103,
1967), po pridani trikalciumfosfatu (Stein-
buch M., Audran R., Amouch P., Blatrix C.:
Rev. med Tours, suppl. No 3, 1968) a po pri-
dani albuminu (Auerswald W., Kiesewetter
E.: Wien. med. Wschr. 115, 690, 1965}.

ZniZovanie antikomplementdrnej aktivity
gamaglobulinového roztoku pomocou pro-
teolytického 3tiepenia 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., Skvafil F.: 28, 157, 1975).

Antikomplementdrnu aktivitu gamaglobu-
linovej 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, 262, 1969;
Stephan W.: Vox Sang. 28, 422, 1975}, re-
dukciou s dithioerythritolom (Isenman D.
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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}, amidaciou {Schidtber-
ger R.: US Patent No 4118 379 — 1978), re-
dukcinu s dithiothreitolom a alkyldciou s
jodacetamidom (Fernandes P. M., Lund-
blad J. L.: Vox Sang. 39, 101, 1980) a reduk-
ciou s dithiothreitolom v kombindcii s di-
thioerythritolom s nésleduou alkyléacioun po-
mocou jodacetamidu alebo metyljodidn, ak-
rylonitrilu, benzylbromidu pripadne etylén-
oxidu {Schroeder D. D., Tankersley D. 1.,
Lundblad j. T.: Vox Sang. 40, 373 1981}).

Antikomplementdrna aktivita sav¢icho ga-
maglobu'inu sdvisi jednak so vznikom po-
lymerov gamaglobulinu, ktoré mdzZu vzni-
kat v procese technologickej izolacie a jed-
nak vznikd v procese lyolilizdcie v dosled-
ku interakcie nizkomolekularnych latok s
mwolekulami gamaglobulinu. PouZitie desti-
lovanej apyrogennej vody pri separécii niz-
komolekuldrnych l4atok z gamaglobulinu
jednak spodsobuje precipitdcin najméd vys
Sich polymerov gamaglobulinu a jednak od-
strdnenie nizkomolekuldarnych latok v do-
sledku ¢oho pri lyofilizécii nemdZe ddjs!
ku ich interakcii s molekulami gamaglobu-
linn, ¢iZe nedochédza ani ku vzniku anti-
komplementdrnej aktivity. PouZitie vodného
roztoku chloridu sodného, v koncentrédcii
do 30 g na liter, zarucuje polymérom vama-
globulinu v roztoku potrebni stabilitu a
dochéadza len ku separédcii nizkomolekuldr-
nych latok, ktoré spésobuji vznik antikom-
plementérnej aktivity v procese izoldcie.

Antikomplementdrna aktivita bola testo-
vand na zéklade tbytku aktivity kowmple-
mentu. Ubytok zndmej hodnoty aktivity
komplementu po pridani zndmeho mnoZstva
roztoku lyofilizovaného gamaglobulinového
prepardtu hol stanoveny metddou podla Ka-
bata a Mayera (Kabat E. A., Mayer M. M.:
Experimentéini imunochemie CSAV, Praha
1965 str. 180).

Efekt desti'ovanej apyrogénnej vody pri
odstraiiovani antikomplementarnej aktivity
je moZné dokumentovat u 5 experimentdl-
nych $arzi gamaglobulinu, ktory bol izolo-
vany z frakcie III podla Cohna a Oncleya.
Pokial bola pouZitd samotnd destilované
voda, bolo dosiahnuté zniZenie antikomple-
mentdrnej aktivity gamaglobulinu po lyofi-
lizdcii o 80 aZ 95 %. PouZitiec vodného roz-
toku chloridu sodného, za pouZitia toho is-
tého gamaglobulinového materidlu, v kon-
centréacii do 30 g na liter spfsobi o zniZenie
antikomplementdrnej aktivity gamaglobuli-
nu po lyofilizécii iba o 30 % aZ 45 %. Po-
kial niesu v roztoku gamaglobulinu pritom-
né jeho vyi8ie polyméry, siu vysledky testo-
vania antikomplementédrnej aktivity v lyo-
filizovanom gamaglobulinovom prepardte, z
ktorého boli odstraiiované nizkomolekuldr-
ne latky za pouZitia destilovanej apyrogén-
nej vody alebo za poufZitia vodného rozto-
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ku chloridu sodného do 30 gramov na liter
prakticky rovnaké.

Hypotenzivny u€inok bol testovany na
zdklade poklesu krvného tlaku krélika pria-
mou krvonou metodou podla CSL 3 (CSL 3,
svdzok I, vydanie III, Avicenum Praha 1970
str. 149) s tym, Ze krélikovi o hmotnosti 2
aZz 3 kg sa aplikuji 2 ml gama globulino-
vého roztoku na kg hmotnosti. Obssh ga-
ma globulinu v aplikovanom roztoku je 50
gramov na 1000 ml roztoku. U preparatov
pripravenych podla navrhovaného postupu
sa hypotenzivna aktivita nevyskytovala v
tak vyraznej intenzite, o je moZné€ doku-
mentovat dajom, #e z 5 pripravenych ex-
perimentalnych SarZi podla predloZeného
vyndlezu bol stanoveny pokles systolického
tlaku maximélue o 4 aZ 8 % v porovnani s
tym istym materidlom v tej istej dévke bez
separicie nizkomolekuldrnych zlicenin, kde
bol stanoveny pokles systolického prvného
tlaku od 20 do 30 %.

Podstatou vyndlezu je odstranenie balast-
nych negamaglobulinovych primesi, ktoré
majid vzhladom ku gamaglobulinu niZsiu
molekuldrnu hmotnost. Za hrani¢né hodno-
hy moZno povaZovat tdaje okolo 50 000 mo-
lekuldrnej hmotnosti.

Odstrdnenie balastnych negamaglobu ino-
vych primesi je moZné previest:

A. Gélovou filtrdciou
B. Dialyzou

C. Ultrafiltrdciou

D. Diafiltraciou

A. V sudasnosti existuje celd rada ko-
merénych materidlov pre gélovou filtrdciu
na béze dextranovych gélov, pod oznace-
nim Sephadex, polyakry amidovych gélov,
pod oznafenim Biogel, hydroxyalkylmeta-
krylatovych gélov, pod oznafenim Spheron,
polystyrénovych gélov, pod oznacenim Sty-
ragel, polyvinylacetdtovych gélov, pod o-
znatenim Merskogel, poréznych silikdtov,
pod oznadenim Porasi’, a poréznych skiel
pod oznaCenim Bioglas, ktoré maji odstup-
fiované velkosti pérov v gélovych asticiach
a umoZinuju gélovou filtrdciu v pomerne
§irokych rozmedziach molekuldrnych hmot-
nosti.

B. Dialyza sa v poslednom desa‘ro€i zno-
vu zafina uplatiiovat najmé pri vyrobe lie-
¢iv ako technologickd metdéda separicie
tych zmesi{ prirodnych alebo syntetickych
latok, ktorych molekuly maji podstatne
rozdielnd hmotnost.

V sudasnosti existuje celd rada komerc-
nych membran pre dialyzu €i uZ v podobe
rovinnej membrény a‘ebo v podobe potru-
bia o menlivom priemere a menlivej velkos-
ti pérov na bdze regenerovanej celulézy a-
lebo jej derivdtov, pripadne na bédze kolddia
a taktieZ na béaze vinylovych polymeérov.

C. Separdcia nizkomolekuldrnych zlice-
nin do molekulovej hmotnosti 50 000 sa mo-
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Ze uskutoénit aj pomocou ultrafiltracie, kto-
ri moZno realizovat v podobe dutych niil
pritom gamaglobulinovy roztok preteka pod
ttakom do 800 kP vo vnftri nitovej mem-
brany a cez pory v stene mnitovej membrény
prestupuji nizkomolekuldrne latky v vod-
nom roztoku do zbernej nadoby.

Ultrafiltraciu je moZno realizovat aj v po-
dobe kazetového systému kde v rovinnom
usporiadani je alebo vymeniteind membra-
na alebo doska z umelej hmoty s definova-
nymi velkostami poérov. Gamaglobulinovy
roztok pod tlakom do 800 kP pretekda ua-
priklad nad membrdnou a cez péry v ste-
ne rovinnej membrany alebo dosky z umne-
lej hmoty prestupuju relativne nizkomole-
kuldrne latky vo vodnom roztoku do zber-
nej nadoby.

D. Odstrariovanie relativne nizkomoleku-
larnych zluéenin do molekuldrnej hmotnos-
ti 50000 je moZno uskuto&nit aj pomocon
diafiltracie, o je kombindcia dialyzy a ul-
trafiltrdcie. Diafiltréciu je moZné realizo-
vat jednak v podobe dutych niti priom ga-
maglobulinovy roztok preteka pod tlakom
do 200 kP vo vnutri nitovej membrény a
cez pory v stene nitovej membréany prestu-
puji redlne nizkomolekuldrne latky do =
vonkajSiej strany pretekajoceho roztoku,
ktory relativne nizkomolekuldrne latky od-
plavuje od nitovej membrény do odpadu.

Diafiltrédciu 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. Gamaglobulino-
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 nizkomolekuléar-
ne latky do pod membrénou pretekajiiceho
roztoku, ktory odplavuje relativne nizkomo-
lekuldrne latky do odpadu.

Vychodziou surovinou méZe byt pasta
frakcie I! izolovanad metédou podla Cohna
a Oncleya z normadlnej alebo hyperimunnej
savtej plazmy pripadne z normélneho ale-
bo retroplacentdrneho pripadne hyperimun-
ného séra savcov. TaktieZ vSak mé&Zu byt
pouZité bielkovinné gamaglobulinové mate-
ridly izolované pomocou inych metod.

Bielkovinny materidl sa rozpusta v ta-
kom mnoZstve destilovanej apyrogénnej vo-
dy o teplote 0°C aZ --6°C, aby sa hodno-
ta koncentrécie bie'kovin nachadzala v roz-
medzi 10 aZ 180 gramov na liter, s optimom
60 aZ 100 gramov na liter. RozpuiStanie sa
urychluje mieSanim. Po rozpustenl sa ga-
maglobulinovy roztok vy¢iri napriklad filt-
réciou,.

V technologickych pomeroch st vysSie v
vedené optimédlne podmienky zachované
vtedy ak rozpuStame 1 kg gamaglobulino-
vej pasty v 2000 ml destilovanej apyrogén-
nej vody o teplote 0°C aZ -6 °C. Hodnota
pH takto pripraveného gamaglobulinového

roztoku byva zpravidla v rozmedzi pH 4,0
aZ 8,0 a koncentrédcia bielkovin v rozmedzi
60 aZ 100 gramov na liter. Takto priprave-
ny roztok gamaglobulinu sa vy€iri napri-
klad filtraciou a nizkomolekuldrne zluéemi-
ny do 50 000 molekuldrnej hmotnosti sa od-
strdnia napriklad gélovou filtraciou, dialy-
zou, ultrafiltrdciou alebo diafiltrdciou po-
mocou elticie alebo nariedovania s destilo-
vanou apyrogénnou vodou alebo s vodnym
roztokom chloridu sodného o koncentracii
maximédlne do 30 gramov na liter, s opti-
mom 3,0 aZ 9,0 gramov na liter, o teplote
0°C aZ -6 °C s hodnotou pH v rozmedzi 4,0
aZ 8,0. Gamaglobulinovy roztok sa po od-
deleni nizkomolekuldrnych ldtok sterilizu-
je, napriklad filtrdciou alebo pomocou i-
nych metdéd, a potom sa zakoncentrovdva
napriklad lyofilizdciou alebo pomocou mein-
brdan, vdkuovou destildciou, vymrazovanim
alebo inymi metdédami a v pripade potreby
sa podrobi dalSiemu spracovaniu na konec-
ny produkt.

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

Priklady prevedenia
Priklad 1

Vychodziou surovinou modZe byt pasta
frakcie II izolovand metodou podla Cohna
a Oncleya z normélnej alebo hyperimunnej
savlej plazmy pripadne z normdlneho ale-
bo retroplacentdrneho pripadne hyperimun-
ného séra savcov s antibakteridluou, anti-
toxickou alebo antivirovou protildtkovou ak-
tivitou. Bielkovinny gamaglobulinovy ma-
terial sa rozpusta v takom mnoZstve desti-
lovannej apyrogénnej vody o teplote 0°C aZ
-4-6 °C aby hodnota koncentracie bielkovin
sa nachddzala v rozmedzi 10 aZ 180 gramov
na liter, s optimom 60 aZ 100 gramov na li-
ter. RozpuStanie sa urychluje mieSanim. Po
rozpusteni sa gamaglobulinovy roztok vy¢i-
ri napriklad filtraciou.

V technologickych pomeroch st vysSie u-
vedené podmienky optima zpravidla zacho-
vané vtedy ak rozpuStame 1 kg gamaglobu-
linovej pasty v 2000 ml destilovanej apy-
rogénnej vody o teplote 0°C aZ -+6°C. Hod-
nota pH gamaglobulinového roztoku byva
zpravidla v rozmedzi 4,0 aZ 8,0 a koncen-
trdcia bielkovin v rozmedzi 60 aZ 100 gra-
mov na liter. Takto pripraveny roztok pu-
rifikovaného sav&ieho gamaglobulinu sa vy-
éiri napriklad filtraciou a nizkomolekular-
ne zlifeniny sa zo savfiecho gamaglobuli-
nového roztoku odstréania:

A. Gélovou filtraciou
B. Dialyzou

C. Ultrafiltraciou

D. Diafiltraciou
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A. Odstrénenie nizkomolekuldrnych zlice-
nfn sa prevaddza eluénou gélovou chromato-
grafiou s destilovanou apyrogénnou vodou
alebo s roztokom chloridu sodného v des-
tilovanej apyrogénnej vode o koncentrécii
do 30 gramov na liter pri teplote 0°C a#
+6°C pri pH 4,0 aZ 8,0 s vylutovacou me-
dzou gélu vyjadrenou moleku!drnou hmot-
nosfou do 50000 priom je potrebné uve-
dené materidly pouZivat v optimalnom zr-
nenf zaruéujicom prietok v technologickych
podmienkéch.

Ko kolény naplnenej s napucanym gélo
vym materidlom nechdme nasdvat gamaglo-
bulinovy roztok takou rychlostou, aby prie-
tok spodnou plochou kolény sa pohyboval
medzi 0,01 ml aZ 3,0 ml za mindtu na plo-
chu 1 cm? MnoZstvo savdieho gamaglobu-
linového roztoku nasadeného na kolénu ne-
mé prekro€it 25 aZ 30 % objemu gélovej
Gasti kolony. Udinnost delenia je moZné
sledovat podla stupiia oddelenia etylalko-
holu, chloroformu a ninhydrin pozitivnych
l4tok z gamaglobulinového roztoku. Pokial
by nedoSlo ku dokonalému oddeleniu je po-
trebné zmensSit objem vkladaného gamaglo-
bulinového roztoku na kolénu a spoma it
prietok. Po separdcii nizkomolekularnych
zld&enin zo savéieho zvieracieho gamaglo-
bulinového roztoku sa tento dalej spraco-
vava.

B. Sterilny roztok purifikovaného gama-
globulinu sa opatrne presaje do sterilného
dialyzatného potrubia, ktoré sa pred zaha-
jenim presavania v spodnej ¢asti uzatvori
uzlom a po presati sa vrchné ¢ast uzatvori
uzlom so smy¢kou za ktord sa naplnené po
trubie zavesi na hadik, ktory je tak vmiest-
neny, aby roztok gamaglohulinu v dia yzac-
nom potrubi bol v stdlom styku s preteka-
jicou destilovanou apyrogénnou vodou a-
lebo s roztokom chloridu sodného v desti-
lovanej apyrogénnej vode o koncentracii
do 30 gramov na liter pri teplote 0°C aZ
-+6°C pri pH 4,0 aZ 8,0 priom velkost po-
rov v dialyzatnej membréne by mala by
tak velkd, aby umoZnila separaciu nizkomo
lekuldrnych latok vyjadrend moleku drnou
hmotnostou do 50 000.

Koniec dialyzy je indikovany negativnou
reakciou na etanol, chloroform a na ninhyd-
rin pozitivne latky v pretekajicej dialyzac-
nej tekutine ako aj negativnou reakciou na
etanol a chloroform v gamaglobulinovom
roztoku. Po skonéeni dialyzy sa dialyzadné
potrubie zvesi z hé&fika, opatrne sa vyberie
a po rozstrihnuti sa gamaglobulinovy roz-
tok preleje do zbernej nddoby a dalej sa
spracoviva.

C. Odstrariovanie relativne nizkomoleku-
larnych zla€enin do molekuldrnej hmotnes-
ti 50000 je moZné uskuto¢nit pomocou ul-
trafiltrécie, pri€om relativne nizkomoleku-
larne latky v podobe roztoku odtekaji do
zbernej nddoby. Ultrafiltraciu je moZné re-
alizovat jednak v podobe dutych niti alebo
v podobe kazetového systému, kde sa po-
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uZivaji dosky alebo membrany s definova-
nymi velkostami pérov.

Vzhladom na to, Ze roztok gamaglobuli-
nu sa pri ultrafiltracii zakoncentrovéva pre-
vedieme opédtovné nariedenie s destilovanou
apyrogénnou vodou aiebo s roztokom chlo-
ridu sodného v destilovanej apyrogénnej
vode v koncentrédcii do 30 gramov na liter
a toto zakoncentrovavanie napriklad na po-
loviény objem a nariedovanie na pévodny
objem prevadzame dovtedy pokial je reak-
cia gamaglobulinového roztoku na pritom-
nost chloroformu a etanolu pozitivna.

Sterilizdacia ultrafiitragného zariadenia
sa prevadza alebo parou alebo chemickou
cestou napriklad preplachnutim aparatiry
vodnym roztokom formalinu o koncentra-
cii do 50 g na liter a néslednym vymytim
formalinu destilovanou vodou.

D. Odstraiiovanie relativne nizkomoleku-
larnych latok do molekuldrnej hmotnosti
50000 je moZné uskuto€nit pomocou dia-
filtracie pricom re'ativne nizkomolekulér-
ne latky prestupuji do roztoku apyrogén-
nej vody alebo do roztoku chloridu sodné-
ho v destilovanej apyrogénnej vode o kon-
centracii do 30 gramov na liter pri teplote
0°C aZ +6°C pri pH 4,0 aZ 8,0, ktoré rela-
tivne nizkomolekuldrne latky odplavujd do
odpadu. Diafiltraciu je moZné realizovat
jednak v podobe dutych niti alebo v podo-
be kazetového systému kde sa pouZivajd
dosky alebo membrany s definovanymi vel-
kostami poérov.

Vzhladom na to, Ze roztok gamaglobuli-
nu sa pri diafiltrdcii zakoncentrovéva, pre-
vedieme opdtovné nariedenie s destilova-
nou apyrogénnou vodou alebo s roztokom
chloridu sodného v destilovanej apyrogén-
nej vode o koncentrdcii do 30 gramov na
liter a toto zakoncentrovdvanie napriklad
na poloviény objem a nariedovanie na pd-
vodny objem previddzame dovtedy, pokial
je reakcia gamaglobulinového roztoku na
pritomnost chloroformu a etanolu pozitiv-
na. Sav¢i gamaglobulinovy roztok sa prele-
je do zbernej nddoby a dalej sa spracové-
va.

Steriliz4dcia diafiltratného zariadenia sa
prevadza alebo parou alebo chemickou ces-
tou naprik ad prepldchnutim aparatiiry vod-
nym roztokom formalinu o koncentrécii do
50 gramov na liter a néaslednym vymytim
formalinu sterilnou destilovanou vodou.

Dékaz chloroformu sa prevadza Fujiwa-
rovou reakciou (Fujiwara: Sitzber. Naturw.
Ges. Rostock 6, 33 1916) ¢i uZ v p6vodnom
usporiadani, alebo v novsich aplikdciach po-
dla Seta a Schultzeho (Seto T., Schultze M.
O.: Anal. Chem. 28, 1 625, 1956}, Hildebrech-
ta (Hildebrecht C. D.: Anal. Chem. 29, 1037,
1957), Friedmana a Coopera (Friedman P.
]., Cooper ]. R.: Anal. Chem. 30, 1674, 1958).

Ninhydrin pozitivne l4tky stanovujeme
sp6sobom podla Ruhemana (Ruhemann S.:
J. Chem. Soc. 97, 1438, 1910). Stanovenie
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etano'u sa prevddza Agulhonovou reakcion
{Agulhon H.: Bull. soc. chim. France[4], 9,
881, 1911) &i uZ v plhvodnom usporiadani,
alebo v novejSich aplikdciach podla Kellct-
ta (Kellett E. G.: Analyst 62, 728 1937), a-
lebo Webba (Webb D. A.: Sci. Proc. Roy
Dublin Soc. 21, 281, 1936).

Gamaglobulinovy roztok po oddeleni niz-
komolekuldrnych 14tok sa sterilizuje na-
priklad fi'trdciou alebo inymi metédami, a
potom sa zakoncentrovdava napriklad lyofi-
lizaciou "alebo pomocou membran, vakuo-
vou destildciou, vymrazovanim alebo inymi
metodami, a v pripade potreby sa podrobi
dalSiemu spracovaniu.

Priklad 2

Vychodziou surovinou méZe byl bielko-
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vinnd pasta alebo bielkovinny roztok sav-
¢ieho gamaglobulinu izolovany aj pomocou
inych metdd. Bielkovinnd pasta alebo bie -
kovinny roztok sav&ieho zvieracicho gama-
globulinu sa spracovdva v dalSom postupe
podobne ako v priklade 1 s tym rozdielom,
Ze Kkritérium odstrdnenia nizkomolekuldr-
nych zlidenin z roztoku gamaglobulinu ne-
stivisi s pritomnostou etanolu alebo chlo-
roformu, ale s pritomnostou precipitaénej
14tky, ktord boia na precipitdciu gamaglobu-
linu alebo jeho imobilizovanie pouZit4. Kri-
térium ninhydrin pozitivnych 14tok je za-
chované pri akejkolvek metdde, pri¢om pro-
ces oddelovania sa opakuje dovtedy pokial
nieje reakcia v negamaglobulinovom podie-
le negativna.

PREDMET VYNALEZU

1. Spbdsob pripravy krvného zvieracieho
savfieho gamaglobulinu pre i. v. podanic
vyznadujaci sa tym, Ze sa bielkovinny ma-
teridl obsahujtci purifikovany sdvéi gama-
globulin suspenduje za aseptickych pod-
mienok v takom mnoZstve apyrogénnej des-
tilovanej vody o teplote 0°C aZ -6 -C, aby
hodnota koncentricie bielkovin sa nachd-
dzala v rozmedzi 10 aZ 180 gramov na li
ter, gamagl!obulinovy roztok sa vyCiri na-
priklad filtrdciou a oddelia sa nizkomole-
kuldrne latky, vyjadrené molekulovou hmot-
nostou do 50000, potom sa gamaglobuli-
novy roztok sterilizuje napriklad filtracien
a nésledne sa zakoncentrovdva napriklad
lyofilizdciou alebo pomocou membrén, vé-
kuovou destildciou, vymrazenim a v pripa-
de potreby sa podrobi dalSiemu spracova-
niu na kone¢ny produkt.

2. SpOsob pripravy podla bodu 1 vyznadu-
jaci sa tym, Ze oddelenie relativne nizko-

molekuldrnych ldtok do molekuldrnej limot-
nosti 50 000 sa prevddza eliciou alebo na-
riedenim s destilovanou vodou alebo rozto-
kom chloridu sodného v destilovanej apy-
rogénnej vode o koncentrdcii do 20 g na
liter, pri teplote 0°C aZ -6 °C pri pH 4,0 aZ
8,0.

3. Sposob pripravy podla bodu 1 vyznalu-
jici sa tym, Ze oddelovanie nizkomolekuldr-
nych l4atok sa prevedie pomocou gélovej
fi trdcie, dialyzy, ultrafiltrécie a diafiltra-
cie.

4. Sp&sob pripravy podla bodu 1 vyznadu-
juci sa tym, Ze ako materidl z ktorého sa
frakcia obsahujica gamaglobulin izoluje sa
pouZije savCia zvieracia normélna alebo
hyperimunnd plazma pripadne normélné,
retroplacentdrné alebo hyperimunné sérum
s definovanou antibakteridlnou, antitoxic-
kou aleho antivirovou protildtkovou akii-
vitou.
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