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Lé&ba bronchidlni astmy a respiradnich
alergdz se v posledni dobg zaméfuje na vy-
voj novych terapeutickych preparétt a po-
stupl. Jednou z novych vyvojovych lini je
priprava gama-globulinového prepardtu s
definovanym obsihem h'stam nu.

Poznani, Ze jednou z pFigin objeveni se
alergickych priznakd u lidi je uvolnéni his-
taminu, zpfsobilo zaméteni pozornosti na
pokus o terapeutické vyuZiti této skuted-
nosti,

Zgkladni podminkou pro klin'ckou efek-
tivnost preparétu tohoto druhu je presni a
v tzkém koncentratnim rozsahu definovand
koncentrace histaminu, kterd nesmi byt tak
vysokéd, aby vyvolala alergické pfiznaky, ale
ne tak nizk4, aby nedokézala lidsky orga-
nismus podnitit k ndcviku metabolického
odbourdni volného histam nu. '

Priumyslova priprava gama-globulinu se
provadi v celcsvdtovém me¥itku prevézng
pomoci etanclové frakcionace lidské nativ-
ni plasmy nebo retroplacentarniho séra
(Cohn E. ], Gurd F. N. R., Surgenor D. M.,
Barnes B. A., Brown R. K., Dersuaux 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.:' J. Biol.
Chem. 164, 109, 1946; Oncley J. L., 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 Ac-
ta 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., Anderson
H. D.: J. Am. Chem. Soc. 78, 1358, 1956).

Technologicky proces je zpravidla prové-
dén za aseptickych podminek a do doby ko-
ne¢ného zpracovéni je izolovany gama-gloc-
bulin prevdZn¥ prechovdvan ve formé bil-
kovinué pasty p¥i nizkych teplotéach.

Technologicky postup miiZe CG4st ndékte-
rych nizkomolekuldrnich s'cuenin s bio-
chemicko-fyziologickou aktivitou v roztoku
gama-globulinu, jako je nap¥iklad histamin,
kocentrovat, tj. obohatit vzhledem k jejich
koncentraci ve v§chozi suroving, z které byl
gama-globulin izolovan.

Z aspektu pFipravy gama-globulinového
roztoku s definovanym obsahem histaminu
je zévaZnou skutenosti vyskyt promé&nlivé-
ho obsahu histam'nu vdzaného na molekuiu
gama-globulinu u zdravé nealerg'cké popu-
lace (Laborde C., Parrst J. L., Sandor G.:
C. R. Acad. Sci.) Paris (2483, 3060, 1959; Par-
rot J. L., Laborde-Burtin C. Saindelle A.:
Ann. Allergy 22, 511, 1564).

AZ dosud se gama-globulin s definova-
nym obsahem histaminu pfipravoval tim
zplsobem, %e se gama-globulinovy roztok



“nou molekulovou hmotnosti

1203287

3

oiym roztokem a takto vznikld sm&s se

= sterilizovala filtraci ptes “azbestocelulozovy

filtr, sterilng se rozplnila a zlyofilizovala.

Pri¢inou t&Zkosti je chemisorpce’ stopovych R
mnoZstvi histaminu na filtra¢ni vioZku, coZ

mé za nédsledek nehomogenni sniZeni kon-
centrace v hotovém prepardtu v dané vyrob-
ni §arZi:

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 technologie
je skutetnost, Ze poZadované hodnoty kon-
centrace histaminu nedosdhne v kaZdém
pripadd, co? lze dokumentovat ddajem, Ze
z 20 p¥ipravenych arZ pouze 25 % doséhlo
poZadované hodnoty koncentrace, prifemi
prim#&rnd hodnota koncentrace histaminu

byla ve 2 ml gama-globulinového roztoku '
0,091~ mikrogramu - misto poZadovaného roz-

sahu 0,15 aZ 0,18 mikrogramu.

U nové navrhované technologie se tyto
potiZe nevyskytovaly a z 10 pfipravenych
Sar#i, podle vynélezu, kaZd4 dosahla poZa-

" dovaného koncentratniho  rozsahu, pfitemZ

prim&rnd hodnota koncentrace histaminu
byla v 2 ml! sm&ného roztoku s gama-glo-
bulinem 0,169 mikrogramu. ,

Podstata zp@isobu piipravy gama-globuli-
nového roztoku s definovanym obsahem his-
taminu je podle vyndlezu v tom, Ze bilko-
vinny materidl obsahujici purifikovany ga-
ma-globulin suspenduje za aseptickych pod-
minek v takovém mnoZstvi apyrogenni des-
tilované vody o teplot& 0°C aZ -6 °C, aby
hodnota koncentrace bilkovin byla v rozme-
zi 2 % a? 15 %, s optimem 7 % = 1 %,
gama-globulinovy roztok se vyteli filtraci
a separace od SarZl k SarZi ménfci se kon-

centrace histaminu z gama-globulinového
- roztoku se provadi pomoci elutni chroma-

tografie, s vylutovaci mezi gelu, vyjédre-
nizkomoleku-
larnich sloudenin, do 10000 pomoci eluce

s 0,1% a# 3,0% roztokem chloridu sodného

v destilované apyrogeuni vodg, s optimem
0,45 % a% 0,9 % chloridu sodného, o teploté

“0°C aZ --6°C s hodnotou pH v rozmezi 6,4

a¥ 7,4, s optimem 6,95 -+ 0,05, pfi pritoku

0,01 ml az 3,0 ml, s optimem 0,05 ml aZ

1,0 ml, za minutu na cm? vytokavé plochy
gelové Césti, prifem? z gelové chromatogra-
fické kolony vytekly gama-globulinovy roz-
tok se bud sterilizuje filtraci a nafedl sz

.7za sterilnich podminek na Z4danou hodno-

- tu koncentrace gama-globulinu, napfiklad
10,5 % aZ 0,7 % bilkovin, se sterilnim rozto-

kem histam.nu, ktery byl sterilizovan auto-
klavovanim, o zndmé poZadované koncen-
traci, naptiklad 0,075 aZ 0,09 mikrogramu
na 1 ml sm&sného roztoku, anebo se-takové
nafedsni provadi za nesterilnich podminek
a vznikly smésny roztok o poZadovanych
parametrech se dodatetné@ sterilizuje radiac-
ni sterilizaci a podrobi se dalSimu zpraco-
vani, napriklad lyofilizaci. Vynélez je dale

:;S\-Za.c}.ované--'koncentrat?e smichal s histam:- .

4

_objasn&n:na prikladech provedent, jimiZ je-
“ho rozsah neni ani omezen, ani vyCerpan.

Priklad 1

Vychozi surovinou je pasta frakce II, izo-
lovand podle Cohna. Pasta frakce Il se roz-
poust! v takovém mnoZstvi destilované apy-
rogenni vody o teplot& 0°C aZ --6°C, aby
hodnota koncentrace bilkovin byla v roz-
mezi 2 % aZ 15 0, s optimem 7 % =4 1 %.
Rozpousténi se urychluje michénim. Po roz-
pustdni se gama-globulinovy roztok vydefi,
napiiklad filtraci. ,

V technologick§ch pom&rech je vySe uve-
denych podminek zpravidla dosaZeno tehdy,
kdyZ rozpoustime 1 kg gama-globulinové
pasty ve 2000 ml destilované apyrogenni
vody o teplotd 0°C aZ --6°C. Hodnotu pH
takto vzniklého gama-globulinového rozto-
ku upravime na 6,4 a% 7,4;s optimem 6,95 -
-+ 0,05, napfiklad s 0,5 M roztokem hydro-
xidu sodného v destilované apyrogenn{ vo-
d& o teplotd 0°C az 6 °C.

Takto pFipraveny roztok purifikovaného
gama-globulinu se vyCeri, naptiklad filtraci,
a nizkomolekuldrni slouCeniny spolu s his-
taminem se z roztoku odstrani elu¢ni gelo-
vou chromatografii, napifklad na dextrano-
v§ch gelech, pod komer&nim oznatenim Se-
phadex G-25, G-50, na polyakrylamidovych
gelech, pod komer&nim oznatenim Biogel
P-2, P-4, P-6, na metakrylatovych gelech,
pod komerdnfm oznafenim P-40 Spheron,
nebo na jingch materidlech, jako jsou na-
priklad doméci vyvojové materidly na bézi
gkrobu fetézeného s epichlorhydrinem na
bézi perlové celuldézy s vylucovaci mezi ge-

" 1u, vyjadienou molekulovou hmotnosti niz-

komolekuldrnich sloudenin do 10000, pii-
gem? uvedené materidly je nutno pouZivat
v-optimélnim zrné&ni, zarutujicim pritok pro
technologické podminky.

_ Nabotnaly gel promyty 0,1% aZ 3,00 roz-

. fokem chloridu sodného v destilované apy-

rogenni vod¥, s optimem 0,45 % aZ 09 %
chloridu sodného, o teplot 0°C aZ +6 °C se
plni do- chromatografické kolony. Za opti-
mélni rozm&ry technologické gelové chro-
matografické kolony se povaZuji takové, kde
primdr kruhové nebo uhlopfitka Etvercove,
popiipadé obdélnikove zékladni plochy k
vy¥ce kolony se pohybuji v poméru 1: 5 az
1:10.

Do kolony nechdme nasdvat gama-globu-
linovy roztok takovou rychlosti, aby se pri-
tok spodni plochou kolony pohyboval mezi
0,01 ml aZ 3,0 ml, s optimem 0,05 ml az
1,0 ml, za minutu na plochu 1 cm? MnoZstvi
gama-globulinového roztoku nasazené na
kolonu nem4 prekrogit 25 % aZ 30 % obje-
mu gelové &dsti chromatografické kolony.

Po nasazeni celého objemu gama-globuli-
nového roztoku se chromatografickd kolona
promyvd 0,1% aZ 3,0% roztokem chloridu
sodného, s optimem 0,45 aZ 0,9 % chloridu
sodného, v destilované apyrogenni vodé o
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teplot§ 0°C aZ +6°C pIi zachovédni stejné
prittokové rychlosti jako pii nasdvéni.

Po vytoku gama-globulinového roztoku zba-
veného nizkomolekuldrnich sloufenin se ge-
Jové chromatografickd kolona promyva rych-
losti 0,3 ml aZ 0,6 ml za minutu na c¢m? mini-
mélng 10ndsobkem objemu své gelové Casti
s 1 M roztokem chloridu sodného v apyro-
genni destilované vodé& o teploté 0°C aZ
+6°C. Potom se chromatografickd kolona
promyje miniméalng 15ndsobkem objemu své
gelové Césti s apyrogenni destilovanou vo-
dou o teplotd& 0°C aZ +6°C, pfifemZ Ilze
odd&lovdni nizkomolekuldrnich slou&enin
spolu s histaminem 2z gama-globulinového
roztoku na gelové chromatografické kolon#&
po ekvilibrizaci s desetindsobkem objemu
gelové Casti s 0,1% aZ 3,0% roztokem chlo-
ridu sodného v destilované apyrogenni vo-
d&, s optimem 0,45 % aZ 0,9 % chloridu
sodného, opakovat.

Gama-globulinovy roztok po eluci z gelo-
v& chromatografické. kolony se zpravidla
sterilizuje a nafedi se za sterilnich podmi-
nek na Zddanou hodnotu koncentrace gama-
-globulinu, napiiklad 0,5 % aZ 0,7 % bilko-
vin, se sterilnim roztckem histaminu, ktery
byl sterilizovdn autokldvovdnim, o zndmé
poZadované koncentraci, nap¥iklad 0,075 aZ
0,09 mikrogramu na 1 ml smésného rozto-
ku. Lze provést i naredéni gama-globulino-
vého roztoku bezprostfedng po eluci z ko-
lony na poZadovanou hodnotu gama-globu-
linu s nesterilnim roztokem histaminu o
zndmeé poZadované koncentraci a takto vy-
tvofend smés se sterilizuje radialni sterili-

zacl, sme&s se rozpini a podrobi se dalsimu
zpracovdni, nap¥ilad lyofilizaci.®

Numerické hodnoty uvddéné jako optima
jsou vhodné pro technologické provedeni,
které bylo usp&Sné odzkou$eno.

Priklad 2

Vychozi surovinou mlZe byt bilkovinna
pasta gama-globulinu nebo roztok izolova-
ny pomoci siranu amonného a hydroxidu
hlinitého (Schultze H. E., Matheka H. D.:
Behringwerke Mitt. 28, 9, 1954; Schultze H.
E., Schonenberger M., Matheka H. D.: Be-
hringwerke Mitt. 26, 21, 1952}, rivanolu
(Hofejdi ], Smetana R.: Acta Med. Scand.
155, 65, 1956), siranu sodného (Amiraian K.,
Leikhim E. J.: ]. Immunol. 87, 301, 1961},
chloridu hlinitého (Lewin J.: Therapie 9,
523, 1954), DEAE celuldzy {Sober H. A., Pe-
terson E. A.: Fed Proc. 17, 1116, 1958; Peter-
son E. A, Sober H. A.: ]J. Am. Chem. Soc. 78,
756, 1956), kyseliny kaprylové (Steinbuch
M., Audran R.: Rev. Franc. D'etud. Clin. Biol.
14, 1054, 1969), iontll Zn** a Al*** (Rejnek
I., Skvafil F.: Coll. Czechoslov. Chem. Com-
mun. 22, 1489, 1957; Rejnek ]., Skvatil F.:
Coll. Czechoslov. Chem. Commun. 23, 773,
1958), polymetafosfatu (Nitschman H. S.,
Rickli R., Kistler P.: Vox Sang. 5, 232, 1960)
nebo éteru [Pennell R. B.,, v Putnam F. W,
{ed) The Plasma Proteins vol I Academic
Press-New York 1960, str. 9]. Bilkovinny ma-
teridl se zpracovdva v dal3im postupu jako
v pfikladu &. 1.

PREDMET VYNALEZU

1. Zphsob pFipravy gama-globulinového
roztoku s definovanym obsahem histaminu,
vyznadujici se tim, Ze se bilkovinny mate-
ridl obsahujici purifikovany gama-globulin

suspenduje za aseptickych podminek v ta-

kovém mnoZstvi destilované apyrogenni vo-
dy, o teplotd8 0°C a¥ -+6°C, aby hodnota
koncentrace bilkovin byla v rozemzi 2 %.
aZz 15 %, gama-globulinovy roztok se vy-
geli filtraci a separace od SarZe k SarZi se
ménici koncentrace histaminu z gama-glo-
bulinového roztoku se provadi pomoci elud-
ni chromatografie s vylucovaci mezi geluy,
vyjédd¥fenou molekulovou hmotnosti nizkomo-
Jekuldrnich sloucenin do 10 000 pomoci elu-
ce s 0,1% aZ 3,0% roztokem chloridu sod-
ného v destilované apyrogenni vod& o tep-
loté 0°C aZ +6°C s hodnotou pH v rozmezi
6,4 aZ 7,4 p¥i pratoku 0,01 ml aZ 3,0 ml za
minutu na cm? vytokové plochy gelové Cés-
ti, prifemZ z gelové chromatografické kolo-
ny vytekly gama-globulinovy roztok se bud
sterilizuje filtraci a nafedi se za sterilnich
podminek na Zddanou hodnotu konceuntrace
gama-globulinu se sterilnim roztokem his-

taminu o poZadované koncentraci, nebo se
takové nafedéni provadi za nesterilnich
podminek a vznikly smésny roztok o poZado-
vanych parametrech se dodatetné sterilizu-
je raditni sterilizaci, smé&s se rozplni a po-
drobi se daldimu zpracovéni, napfiklad lyo-
filizaci.

2. ZpGsob pfipravy podle bodu 1, vyzna-
Cujici se tim, Ze vychozi bilkovinny mate-
ridl se suspenduje na hodnotu koncentrace
bilkovin v rozsahu 6 % a% 8 %.

3. Zphsob pripravy podle bodit 1 a 2, vy-
znafujici se tim, Ze eluce gelov& chromato-
grafické kolony se provadi s 0,45 aZ 0,9%
roztokem chloridu sodného v destilované
apyrogenni vod& p¥i pH 6,90 aZ 7,00.

4. Zptsob pripravy podle boddl 1, 2 a 3,
vyznaCujici se tim, Ze se sterilni gama-glo-
bulinovy roztok nafed{ za sterilnich podmi-
nek sterilnim roztokem histaminu o kon-
centraci 0,075 aZ 0,09 mikrogramu na 1 ml
smésného roztoku tak, aby vyslednd kon-
centrace gama-globulinu byla v rozmezi 0,5
prccenta aZ 0,7 % bilkovin.

Severografia, n. p., zavod 7, Most
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