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Ipusob piipravy koncentrdtd koagulaénich
faktorh z krevni plasmy

Redeni podle vynéleiu se tyka zpisobu zpra-’

covani krevni plasmy nebo plasmatickych
frakci na koncentrdty faktoru II, IX, X a
VII, a to selektivni sorpci na ekvilibrova-
ném nosiéi na bdzi hydroxyetylmetakryldtu
nebo hydroxyetylakryldtu s navdzanou dietyl-
aminoetyl- skupinou a nédsledujici selektiv-
ni desorpci. Redeni viestranné zlepsuje a

.ekonomizuje spolegensky vyznamnou vyrobu
preparédtd z krevni plasmy.

6




1 €S 275998 B 6

Vyndlez se tykd zplsobu pEipravy koncentrdtld koagulalnich faktord z lidské a zVifeci
krevni plasmy, nebo z jejich frakci, tak zvaného protrombinového komplexu, coZ je soubor
koagula&nich faktord zdvislych na vitaminu K, oznagovanych jako faktor II, VII, IX a X.

Iminéné koagulaéni faktory v podob& vice &i mén& Eistych koncentrdtl jsou didleZitou
vychoz{ surdvinou pro pfipravu intravenosnich prepardtd uZzivanych v klinicke praxi u pa-
cientd s vrozenou nebo ziskanou poruchou krevni srdzlivosti, u akutnich krvéceni, pfi ptfed-
operadni profylaxi krvdceni, ddle pfi ziskaném nedostatku téchto faktord, nedostatku vita-

minu K, poskozeni jaterniho parenéhymu a podobné.

Je znéma ptiprava koncentratt téchto faktord s pouzitim sorbentl na bdzi dietylamino-
etylderivdtt polysacharidt (ddle DEAE-), napiiklad DEAE-Sephadexu. PouZiti téchto sorben-
tt pro zpracovani krevni plasmy na koncentrédty koagula&nich faktord md vdak nékolik nevy-
hod: polysacharidovd matrice je znaGné néchylnd k mikrobidlnimu napadeni, &imz se mé&ni fy-
zikdlné-chemické vlastnosti sorbentu. Cdstice polysacharidovych sarbentu 3patnd odoldvaji
zmé&ndm pracovnich podminek, jako je teplota, tlak, koncentrace soli a podobné&, coZ se pro-
jevuje negativné zménou objemu sorbentu (sloupce) se viemi dal3imi neZddoucimi dusledky.
Snadnd mikrobidlni kontaminace tdchto sorbentd ohroZuje nejen kvalitu pfipravovanych koa-
gula&énich faktord, ale i pFipravu ostatnich prepardtd (imunoglobulind a albuminu) z hledis-
ka jejich pyrogenlty (produkci bakteridlnich endotoxind).

Uvedené nevyhody se podafilo odstranit vypracovdnim nového zplsobu pfipravy koncentrd-
t0 koaguladnich faktord z lidské nebo zvifeci krevni plasmy nebo z jejich frakci, to je
koagulaénich faktord II, VII, IX a X, podle vyndlezu, jehol podstata spo&ivd v tom, Ze se
vychozi surovina uvddi ve styk se sorbentem na bdzi DEAE-hydroxyetylmetakryldtovych nebo
DEAE-hydroxyetylakryldtovych polymernich nosiéd, pfedem ekvilibrovanych pufrem s hodnotou
pH 7,2 az 7,6 s piisadou chloridu sodného, nageZ se po ukongené sorpci koagulaénich fakto-
rt odstrani nesorbované bilkoviny promytim stejnym pufrem s 0,2 mol/1 chloridu sodného a
desorpce bilkavinnych podilu, obsahujicich bud jednotlivé nebo ve smési faktory II, VII,

IX a X, se provadi pufrem, obsahujicim chlorid sodny v koncentraci 0,3 az 2,0 mol/l.

Sorbenty na bdzi syntetické matrice DEAE—hydfoxyetylmetakrylétﬁ a DEAE-hydroxyetyl-
akryldtd, co? jsou znamé, komeréné dostupné vyrobky teskoslovenské provenience (DEAE-Sphe-
ron, LACHEMA Brno a Separon HEMA DEAE, TESSEK, Praha) pou?ivané pfi realizaci zpGsobu pod-
le vyndlezu, shora popsané nedostatky sorbentd na bdzi DEAE-polysacharidd nemaji. Syntetic-
k4 matrice neni napaddna mikerobidlni florou, neméni své vlastnosti pti zmén& fyzikdlng-
chemickych podminek, sorbenty jsou velmi trvanlivé a mohou byt pou?ivdny po dlouhou dobu
beze zm&ny sorpénich vlastnosti. PFfi pEipravé koncentrétd koagulaénich faktord je v jis-
tych pfipadech dZelné ptiddvat do plasmy a pouzitych pufrd inhibitorf proteindz k zabré-
néni autoaktivace, jako naptiklad benzamidin. Autoaktivaci kqagulaﬁnich faktort lze té?
sni?it provedenim procesu separace pfi teploté +4% a3 +10 °cC. Separaci lze provddét na
sloupci v chromatografickém uspofdddni nebo vsddkové v nddobg. PEi vsadkovém zplisobu 1lze
S vyhodou vyuiit rychlé sedimentace &dstic o velikosti 80 aZ 300 /um na mist& obvykle po-
uzfvané centrifugace. Volba velikosti &4stic sorbentu se ffdi technickymi parametry zafi-
zen{, které je pro separaci k dispozici. Vyhodné fyzikdln&-chemické vlastnosti té&chto sor
bentd podstatné zlepsuji moZnost komplexniho zpracovani lidské nebo zviteci krevni plas-
my na pozadované produkty. Odolnost sorbentd proti vysokym tlakim dovoluje pracovat rych-
le a standardné, s mo?nosti pfesné reprodukce pracovnich postupl a s moZnost{ automatiza-
ce celého separadniho procesu. Charakter nosice umoZnuje uskutednit prGtok tekutin tlako-
vé, dodrzovat &asovy limit jednotlivych operaci a optimalizovat jejich prabéh. Pokud jsou
koagula&n{ faktory pitipraveny jako koncentrdty jednotlivych faktort ve vice nebo i méné
purifikovaném stavu, lze je po stabilizaci (naptiklad sacharidy) za ur&itych podminek
pasteurizovat za U&elem inaktivace eventueln& pEitomnych vird infek&ni hepatitidy nebo
vird HIV. Zpdsob podle vyndlezu tedy podstatné zdokonaluje a ekonomizuje spoledensky dile-
3itou vyrobu vyznamnych krevnich derivdtd a tim piispivd ke zlepseni 1é&ebné a‘preventivni
péie. Funk&n& &isté koncentrdty maji pouzit{ v diagnostice. Koncentrdtu faktoru II+X lze
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vyuzit k prikazu a kvantitativnimu stanoveni faktoru VII v krevani plasmé a té&lnich teku-
tlnach Totoznost separovanych koagula&nich faktord lze prokazovat funk&nimi, to je koagu-
laénlml a enzymatickymi, testy. nebo testy na principu reakce antigen- protildtka.

V nasledujicich pfikladech provedeni je uvedeno pro ilustraci nékolik moZnosti zpra—
covani krevani plasmy nebo plasmatickych frakci zptisobem podle vyndlezu. Tyto priklady

viak vynalez pouze ilustruji, ale nijak neomezuji na podminky v nich uvedené.

Priklad 1
Pfiprava koncentrétu koagula&nich faktorda II, VIT, IX a X

Jako zdroje koagulaénich.faktorﬁ je pouzito lidské normalni plasmy (nativni cerstvé
plasmy nebo tak zvané K-plasmy, to je plasmy zbavené kryoprecipitédtu) s kantrolovanym pH
7,4~ 0 1. 100 ml plasmy se piivede do styku s DEAE-hydroxyetylmetakryldtovym gelem na sloup-
ci, ktery byl ekvilibrovdn vychazdm pufrem pH 7,4 (0,01 mol/1l- tercidrni citrdt sodny obsa-
hujici 0,1 mol/1 chlorid sodny) Irnéni sorbentu 100 Jum. Po sorpci koagulaénich faktord
jsou nesorbované a slabe vazané bilkoviny odstranény promytim vychozim pufrem s koncentra-
ci 0,2 mol/l chloridu sodného. Oesorpce vdech ostatnich bilkovin, které po promyt{ zdsta-
ly ve vazbé s iontomé&nicem, je provedena jednorézovym zvydenim koncentrace chloridu sod-
ného v pufru na 1,0 az 2,0 mol/1. V ziskaném eludtu jsou lokalizovdny vsechny faktory tak
zvanéha protrombinového komplexu: faktor II, vII, IX, X a protein C. Frakce je déle zpra-
covdna na roztok vhodny k substituéni terapii. Pomoci sorbentus promérnym obsahem DEAE-
skupin (1,2 az 1,3 mekvivalentd/g) a velikosti Céstic 80 az 100 Jum je uvedenym postupenm
separovéno z normdlni lidské plasmy 60 aZ 90 % faktoru “protrombinového komplexu". Tyto
faktory pfedstavuji hlavni bilkovinny podil ziskaného koncentrdtu.

Regenerace sorbentu je provedena intensivnim promytim sorbentu citrdtovym pufrem
obsahujicim 2,0 mol/l chloridu sodnéha, pak destilovanou vodou a pufrem, ktery je vychozi
pti daldim pouZiti ionexu.

P#iklad 2
P¥iprava koncentrdtu faktord II+X, vedle faktoru IX a vedle faktoru VII

100 ml lidské plasmy je pasdzovdnc pies sloupec DEAE-hydroxyetylmetakryldtu za stej-
nych podminek jako v piikladu 1. Po vymyti balastnich bilkovin citrdtovym pufrem pH 7,4 s
obsahem 0,2 mol/1 chloridu sodného je eluce provedena solnym gradientem od 0,2 do 0,8 mol/1
chloridu sodného v pufru pH 7,4 za kontroly bilkovin vytékajicich ze sloupce registragnim '
fotometrem pti vlnové délce 280 nm. PEi koncentraci chloridu sodného 0,3 az 0,4 mol/1l je
ze sloupce eluovdna frakce obsahujici faktor IX, pFi koncentraci 0,45 a% 0,55 mol/l vyté-
k4 ze sloupce roztok obsahujici veskery podil taktory IT a X a pfi koncentraci chloridu
sodného 0,7 a2 0,8 mol/l vytéka podil obsahujici funktné ¢tisty faktor VII. Pro nékteré
ucely je vhodné spojit frakce s obsahem faktoru IX a II+X v jediny podil. V tomto ptipadé
je vyhodné eluci provést stupnovitym zplsobem. Pfi koncentraci chloridu sodného 0,5 mol/l
je ziskana frakce obsahujici faktory IX, II 8 X, zvyéenim koncentrace chloridu sodného na
0,8 mol/l je eluovdna frakce s lokalizovanym faktorem VII. Ve vdech pfipadech se proces
odehrdvsd v citratovém pufru pH 7,4. Ziskany koncentrdt faktord IX, II a X je prosty fakto-
ru VII a koncentrat faktoru VII je praosty ostatnich faktord protrombinového komplexu.

Kvantitativni poméry jsou obdobné jako v pfikladu 1.

Ptiklad 3
Ptiprava koncentrdtu protrombinu (faktoru 11) z promyvaciho roztoku (0,4 mol/l acetét
sodny pH.7,4) ziskaného pfi separaci antitrombinu ITI (&s. AD 263 615) z lidské plasmy,

‘Odpadové frakce ziskand pIbi separaci antitrombinu III na heparin-hydroxyetylmetakry-
14tu obsahuje vedle men3iho mnoZstvi koagulaénich faktord IX, X a proteinu C zna&né pro-

trombinu, ktery lze separovat zptsobem podle vyndlezu.
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100 ml promyvaciho pufru je nafed&no destilovanou vodu na dvojndsobny objem a filtro-
véno pfes sloupec DEAE- hydroxyetylmetakryldtu ekvilibrovaného 0,2 mol/1 acetdtem sodnym
pH 7,4 velikosti 1,5 x 20 cm. Po sorpci a promyti sloupce 0,2 mol/1 acetdtovym pufrem je
eluce provedena chloridem sodnym podle pfikladu 1 a 2.

Pfiklad 4
Pfiprava koagulaénich faktoru protrombinového komplexu z etanolové frakce III

Jako vychozi surovina slouzi etanolovd frakce III ziskand pfi frakcionaci lldské
krevni plasmy etanolem obsahujici protrombin vedle men3iho mnozstvi faktoru IX, X a VII.
100 g této frakce v podob& vlhké sraZeniny je suspendovédno v 1 litru citrdtového pufru
pH 7,4 (0,01 mol/1) s obsahem 0,1 mol/l chloridu sodného. Po 2 h michdni pfi 0 az & %
je suspenze centrifugavdna a supernatant je po pripadné filtraci zpracovdn podle pfikla-
du 1 nebo 2.

N

Pfiklad 5
Pfiprava koagulaénich faktord protrombinového komplexu z hovézi plasmy

Postupuje se ﬁodle pfikladu 2 s tim, e jako vychozi surovina je pouZita hov&z{ plas-
ma zIskand z krve odebrané do 3,8 % hmot. citrdtu sodného v poméru 1 : 9. Ziskany koncen-
trdt faktoru II+X slouZi jako reagens k prikazu faktoru VII v plasm& a t&lnich tekutindch
1idi a skotu, co% umoZnuje prikaz mastitidy skotu analyzou mléka.

PATENTOVE NARDOKY

1. Iptsob ptipravy koncentrdtd koagulaénich faktorl z lidské nebe zvifec{ krevni plasmy
nebo z jejich frakci, to je koagulaénich faktort II, VII, IX a X, vyznadujici{ se tim,
7e se vychozi surovina uvddi ve styk se sorbentem na bdzi dietylaminoetylhydroxymeta-
kryldtovych nebo dietylaminoetyl-hydroxyetylakryldtovych polymernich iontomé&nild, pfe-
dem ekvilibrovanych pufrem s hodnotou pH 7,2 aZ 7,6 s pfisadou chloridu sodného, na-
¢te? se po ukon&ené sorpci koagula&nich faktord odstrani balastni bflkoviny promytim
stejnym pufrem s 0,2 mol/l chloridu sodného a desorpce bilkovinnych pod{ld, obsahuji-
cich faktory II, VII, IX a X se provadi eluci pufrem, obsahujicim chlorid sodny v kon-
centraci 0,3 aZ 2,0 mol/l.

2. Ipbsob podle bodu 1, vyznadujici se tim, Ze se jako pufru s hodnotoupH 7,2 aZ 7,6'po-
uzivéd citrdtového pufru, obsahujiciho 0,01 mol/l tercidrniho citrdtu sodného a 0,1
mol/1 chloridu sodného. -

3. Zpﬂéob podle bodu 1, vyzna&ujici se tim, Ze se jako pufru s hodnotu pH 7,2 aZ 7,6 po-
uzivd 0,2 mol/l roztoku acetdtu sodného.

\
4. ZpGsob podle bodu 1, vyznadujici se tim, Ze se vychozi suravina uvddi ve styk se sor-
bentem pritokové nebo vsddkové.

S. Zplsob podle bodu 1 a% 4, vyznadujici se tim, Ze se do vychozi suroviny a pufru pfidd-
vd inhibitor proteindzové aktivity koagulaénich faktord.

6. Zpusob podle bodu 1 aZ 5, vyznadujici se tim, Je se proces provddi pfi teploté +2 aZ
0
+4 “C. :

.
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