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Le¢ba bronchidlni astmy a respiranich
alerg6z se v posledni dob& zamé&Fuje na vy-
voj novych terapeutickych preparatd a po-
stupl. Jednou z novych vyvojovych linii je
pfiprava gama-globulinového prepardtu s
definovanym obsahem histaminu.

Poznéni, Ze jednou z pfiin objeveni se
alergickych priznakd u lidi je uvolnéni his-
taminu, zplsobilo zamd&feni pozornosti na
pokus o terapeutické vyuZiti této skuteé-
nosti. 4

Zdkladn! podminkou pro klinickou efek-
tivnost preparétu tohoto druhu je presnd a
v dzkém koncentradnim rozsahu definova-
néd koncentrace histaminu, kterd nesmi byt
tak vysokd, aby vyvolala alergické prizna-
ky, ale ne tak nizkd, aby nedokdzala lidsky
organismus pednitit k ndcviku metabolické-
ho odbourédni volného histaminu.

Primyslovd pfiprava gama-globulinu se
provadi v celosvétovém m&Fitku pFevaZng
pomoci etanclové frakcionace lidské nativ-
ni- plasmy nebo retroplacentdrniho séra
(Cohn E. J., Gurd F. N. R., Surgenor D. M.,
Barnes B. A,, Brown R. K., Derouaux G., Gil-
lespie J. M:, Kahnt F. W., Lever W. F., Liu
C. H., Mittelman D., Mouton H. F., Gostling
G. L., Alberty R. A., Williams J. W.: ]. Biol.
Chem. 164, 109, 1946; Oncley J. I., Melin M.,
Rickert D. A., Cameron J. W., Gross P. M.:
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J. Am. Chem. Soc. 71, 541, 1949; Nitschman
H. 8., 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, 1356, 1956).
. Technologicky proces je zpravidla prova-
dén za aseptickych podminek a do doby ko-
ne¢ného zpracovani je izolovany gama-glo-

bulin prevaZn& prechovdvdn ve formé lyo-

filizovaného preparatu.

. Technologicky postup mfiZe &4st ndkte-
rych nizkomolekuldrnich sloudenin s bio-
chemicko-fyziologickou aktivitou v roztoku
gama-globulinu, jako je naptiklad hista-
min, koncentrovat, tj. obohacovat vzhledem
k jejich koncentraci ve vychozi suroving, z
které byl gama-globulin izolovan.,

Z. aspektu pripravy gama-globulinovych
roztoku s definovanym obsahem histaminu
je zavaznou skutetnosti vyskyt proménlivé-
ho obsahu histaminu vdzaného na moleku-
lu gama-globulinu u zdravé nealergické po-
pulace (Laborde C., Parrot J. L., Sandor G.:
C. R. Acad. Sci.) Paris (248, 3060, 1959:
Parrot J. L., Laborde-Burtin C., Saindelle A.:
Ann. Allrgy 22, 511, 1964).

AZ dosud se gama-globulin s definovanym
obsahem histaminu pfipravoval tim zpilso-
bem, Ze se gama-globulinovy roztok poZado-
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vané koncertrace smichal s histamindyym -

roztokem a takto vznikld sm&s se sterflizo-
-vala filtraci pies azbestoceluldézovy filtr,

sterilng se rozplnila ‘a zlyofilizovala. PFi€i-~

nou tdZKkosti je chemisorpce stopovych mnoZ-
stvi histaminu na filtrani vloZku, coZ mé
za nésledek nehomogenni sniZeni koncen-
trace histaminu v hotovém prepardtu v da-
né vyrobni SarZi.

Hodnota koncentrace histaminu ve 2 ml
0,6 + 0,1% roztoku gama-globulinu se mé
pohybovat v rozmezi 0,15 aZ 0,18 mikrogra-
mu. Nedostatkem dosud uZivané technolo-

gie je skutelnost, Ze poZadované hodnoty

koncentrace histaminu nedosdhne v kaZzdém
pFipadé, coZ lze dokumentovat udajem, Ze
z 20 pripravenych ¥arZi pouze 25 % doséh-
lo poZadované hodnoty koncentrace, pri-
temZ primérnd hodnota koncentrace hista-
minu byla ve 2 ml gama-globulinu 0,091 mik-
rogramu misto poZadovaného rozsahu 0,15
aZ 0,18 mikrogramu,

U nov& navrhované technologie se tyto
potiZe nevyskytovaly a z 10 pFipravenych
Sar¥i, podle vyndlezu, kaZd4 dosdhla poZa-
dovaného koncentradniho rozsahu, prifemZ
primérnd hodnota koncentrace histaminu

byla ve 2 ml gama-globulinového roztoku

0,166 mikrogramu.

Podstata zpiisobu p¥ipravy gama-globuli-
nového roztoku s definovanym -obsahem
histaminu spofivd podle vynélezu v tom, Ze
se stanovi prom&nlivy, od SarZe k 3SarZi se
m&nici obsah histaminu v gama-globulino-
vém roztoku, ktery se p¥ipravi z lyofilizova-
ného prepardtu tak, Ze se lyofilizovany bil-
kovinny materidl obsahujici purifikovany
gama-globulin rozpousti v 0,1 aZ 3,0% roz-
toku chloridu sodného v destilované apyro-
genni{ vods, s optimem 0,45 aZ 0,9 % chlori-
du sodného, o teplotd 0°C aZ 6 °C, s optl-
mem 3,0°C, s hodnotou pH 6,4 aZ 74, s
optimem 6,95 + 0,05, na hodnotu koncen-
trace 1 a¥ 17 0o bilkovin, s optimem 8 %
bilkovin, pritemZ takto pfipraveny gama-
-globulinovy roztok se sterilizuje filtraci,
otestuje se na obsah histaminu a nafedi se
za sterilnich podminek sterilnim roztokem
histaminu v izotonickém roztoku, ktery byl
sterilizovan autokldvovanim, nap¥iklad v 0,9-
procentnim roztoku chloridu sodného na po-
Fadovanou koncentraci gama-globulinu, na-
priklad 0,5 a¥ 0,7 % bilkovin, a histaminu
naptiklad 0,075 aZ 0,09 mikrogramu na ml,
nebo se takové nated®ni provAadi za neste-
rilnich podminek a vznikly smé&sny roztok
o poZadovanych parametrech se dodateCné
sterilizuje, nap¥iklad pomoci radioaktivniho
zateni, rozpliuje se a potom se podrobl
daldfmu zpracovani, napfiklad lyofilizaci.

Vynélez je ddle objasn&n na pfikladech
provedeni, jimi# jeho rozsah nen! ani ome-
zen, ani vyerpén. '

P¥iklad 1

Vychoz! surovinou je lyofilizovany gama-

4

' .globulin, izolovany metodou podlé Cohna.

Bilkovinny lyofilizovany materidl se roz-

pousti v 0,1 aZ 3,00 roztoku chloridu sod-

ného v destilované apyrogenni vod& s opti-
mem 0,45 a% 0,9 % chloridu sodného, o tep-’
lot& 0°C aZ 6°C, s optimem 3 °C, s hodnotou
pH 6,4 a¥ 7,4, s optimem 6,95 -+ 0,05, na
hodnotu koncentrace 1 % aZ 17 % bilkovin,
s optimem 6 04 bilkovin, pfi€emZ takto pfi-

.praveny gama-globulinovy roztok se sterili-

zuje, napfriklad filtraci, otestuje se na ob-

" sah histaminu, nap¥iklad Gadumovou mo-

difikaci (Gadum ]. H.: ]. Physiol. 8, 467,
1049) Magnusonové metody (Magnus R.:
Pliig Arch. 102, 123, 1904).

Po zjist&ni obsahu histaminu ve sterilnim
gama-globulinovém roztoku se pfipravi ste-
rilni roztok histaminu, ktery byl sterilizo-
vén autokldvovénim, naptiklad v 0,9% roz-
toku chloridu sodného v destilované apyro-
genni vod& o takové koncentraci, aby po na-
fed#ni gama-globulinu za sterilnich podmi-
nek timto zpéisobem vznikl sterilni roztok o
poZadovanych parametrech terapeutického
preparédtu. -V souCasnosti se poZaduje kon-
centrace histaminu v rozmez! 0,15 aZ 0,18
mikrogramu na 2 ml 0,5 aZ 0,7% -gama-glo-
bulinu. Nafed&ni je moZné provést i za ne-
sterilnich podminek a vznikly smésny roz-
tok o poZadovanych parametrech se doda-
tedn& sterilizuje, napfikiad pomoci radio-
aktivniho zéfeni. _

Steriln! roztok gama-globulinu s poZado-
vanym obsahem histaminu se rozpliiuje a
potom se podrobf daliimu zpracovéni, na-
piiklad lyofilizaci.

Numerické hodnoty uvadéné jako optima
jsou vhodné pro technologické provedent,
které bylo tsp&$né odzkoudeno.

P¥iklad 2

Vychozi  surovinou miZe byt lyofilizova-
ny gama-globulin, izolovany pomoci siranu
amonného a hydroxidu hlinitého (Schultze
H. E., Matheka H. D., Behringwerke Mitt. 28,
9, 1954; Schultze H. E., Schtnenberger M.,
Matheka H. D.: Behringwerke Mitt. 26, 21,
1952), rivanolu (Hotej$i ]., Smetana R.: Ac-
ta med. Scand. 155, 65, 1956), siranu sadné-
ho (Amiraian K., Leikhim E. J.: ]J. Immunol.
87, 301, 1961), chloridu hlinitého (Lewin J.:
Therapie 9, 523, 1954), DEAE celulézy (So-
ber H. A, Peterson E. A.: Fed Proc 17, 1116,
1958; Peterson E. A., Sober H. A.: J. Am.
Chem. Soc. 78, 756, 1956), kyseliny kapry-
lové (Steinbuch M., Audran R.: Franc.
D'etud. Clin. Biol. 14, 1054, 1969), iontl Zn**
a Al**t+ (Rejnek J., Skvafil F.: Coll. Cze-
choslov. Chem. Commun. 22, 1489, 1957; Rej-
nek J., Skvatil F.: Coll. Czechoslov. Chem.
Commun. 23, 773, 1958), polymetafosfdtu
(Nitschman H. S., Rickli R., Kistler P.: Vox
Sang. 5, 232, 1960), anebo éteru [Pennell
R. B. v Putnam F. W. (ed) The Plasma Pro-
teins vol I Academic Press-New York 1960
str. 9]. Bilkovinny materidl se zpracovéava
v dalsim postupu jako v piikladu C. 1.
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PREDMET VYNALEZU

1. Zpisob pFipravy gama-globulinového
roztoku s definovanym obsahem histaminu,
vyznaCujici se tim, Ze lyofylizovany bilko-
vinng materidl obsahujici purifikovany ga-
ma-globulin se rozpousti v 0,1 aZ 3,0% roz-
toku chloridu sodného v destilované apyro-
genni vod& o teplot& 0°C aZ -6°C, s hod-
notou pH v rozmezi 6,4 aZ 7,4 na hodnotu
koncentrace 1 ¢y aZ 17 % bilkovin, pritemz
takto pripraveny gama-globulinovy roztok
se sterilizuje filtraci, otestuje se na obsah
histaminu a nafredi se za sterilnich podmi-
nek sterilnim roztokem histaminu v izoto-
nickém roztoku na poZadovanou koncentra-
ci gama-globulinu a histaminu nebo se ta-
kové nafed&ni provadi za nesterilnich pod-
minek a vznikl§ sm&sny roztok o poZado-
vanych parametrech se dodatetn& sterilizu-
je, napfiklad radiatni sterilizaci, rozpliiuje

se a potom se podrobf dal¥fmu zpracovéni,

s vyhodou lyofilizaci.

2. Zplisob pripravy podle bodu 1, vyzna-
Cujici se tim, Ze bilkovinny materidl se roz-
pousti v 0,45 aZ 0,9% roztoku chloridu sod-
ného v destilované apyrogenni vods s hod-
notou pH 6,90 az 7,00 v takovém mnoZstvi,
aby koncentrace gama-globulinu byla 6 %
bilkovin, -

3. Zplisob pripravy podle bodéi 1 a 2, vy-
znatujici se tim, Ze se gama-globulinovy
roztok nafed! za sterilnich podminek ste-
rilnim roztokem histaminu v izotonickém
roztoku tak, aby vyslednd koncentrace ga-
ma-globulinu byla v rozmezi 0,5 0 a% 0,7 %
bilkovin a vyslednd koncentrace histaminu
v rozmezi 0,075 aZ 0,09 mikrogramu hista-
minu na 1 ml sm&sného roztoku.

Severografia, n. p., zdvod 7, Most
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