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(57) Referatas:

I$radimas lietia “VIll faktoriaus-von Willebrand'o faktoriaus” komplekso koncentrato, turintio auksta specifinj
aktyvuma, paruo$imo i visos (nekrioprecipituotos) plazmos metoda.

Metodas susideda i8 iSankstinio valymo, naudojant dviguba apdorojima bario chloridu ir aliuminio hidroksidu.
Taip pat metodas susideda i§ chromatografinio valymo, naudojant DEAE-Fractogel tipo anijony mainy derva.

Metodas apima virusy inaktyvacijos stadijg, apdorojant tirpikliu - detergentu.

Metodas taip pat leidZia i§skirti i% tos patios plazmos fibrinogena, albumina, imunoglobulinus, antitrombinag il
fibronekting ir protrombino kompleksa.

[vairGs koncentratai, gauti naudojant metoda sutinkamai su iSradimu, yra skirti, ypa&, terapiniam naudojimui.
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ISradimas apima komplekso "VIII faktorius-von
Willebrand'o faktorius" koncentrato, turin&io aukstg
specifini aktyvumg, gavimo bids, panaudojant kraujo
plazmg.

Hemofilijos A gydymas VIII faktoriaus injekcija yra
iprasta praktika ir reikalauja didelio Svarumo
preparaty, kad, i3 vienos pusés, sumaZinti preparaty
uZter$imo virusais galimybe, i3 kitos pusés - kadangi
injekcijos vyra daZnai kartojamos - kad iSvengti
pPavojingy pacientui nepageidaujamy imuniniy pasekmiy
dél preparate susikaupusiy liekamyjy ter3aly.

Norint i3gryninti VIII faktoriy, techniniuose centruose
yra naudojami jvairlis Zmogaus plazmos apdorojimo
metodai. Tokie metodai apima terSianc¢iyjy baltymy
i%sodinima, naudojant jvairius cheminius agentus geliy-
filtracing chromatografija bei ivairius $iy skirtingy
metody derinius.

Kadangi plazmoje randami nedideli VIII faktoriaus
kiekiai, valymo proceso iSeiga yra svarbiausia
sprestina problema. Be to, VIII faktorius yra
nestabilus baltymas, kuri gali aktyvuoti kiti kraujo
faktoriai. Vienok, aktyvuojant, jis praranda savo
gydomaja galig. Tokiu biddu problemos sprendimui
reikalingi specialiis valymo metodai ir galutinis

dozavimas.

Parei3keéejas jau iSvyste valymo blda, naudojant jony
mainy chromatografija, kuri aprasyta PrancGzijos
patentinéje parai3koje No 88 07530; 3%is budas leid¥ia
gauti auksto valymo laipsnio VIII faktoriaus

koncentratsg.

Vienok, kaip tai praktikavo kiti gamintojai, iSlei-

dZiantys analogi3kus preparatus, pagal 3i metodg
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pradiné Zaliava buvo plazmos krioprecipituota frakcija.
3ioje krioprecipitacijos stadijoje prarandama 30-40%

VIII faktoriaus, kuris lieka supernatante.

Bdty tikslinga sukurti paruoSimo i3 nekrioprecipituotos
visos plazmos budg, kad apriboti VIII faktoriaus
nuostolius. Be to, toks metodas bty labai parankus
iranga nevienodai apripintiems centrams, kuriuose

kartais bina sunku atlikti krioprecipitaciisg.

Stai kodél sitlomas paprastas VIII faktoriaus isSskyrimo
i% visos plazmos biadas, kuris leidZia gauti labai
i%valyta stabily koncentrata su labai auksta produkto

i8eiga.

Tokiu biidu Sis i3radimas liedia VIII faktoriaus
koncentrato gavima, naudojant visa plazma. Sis budas
apima iSankstinj valyma, pasalinant protrombino
komplekso sudedamgsias dalis (II, VII, IX, X
faktorius), taip pat valyma jony mainy chromatografijos
pagalba, parenkant gelj 1ir eliucijos buferi, norint
gauti auk3to valymo laipsnio "VIII faktoriaus-von

Willebrand'oc faktorius" komplekss.

$is bidas (ivedus papildomas valymo stadijas) taip pat
gali bati naudojamas kity plazmos baltymy, kaip
fibrinogenas, fibrinonektinas, albuminas, imunoglo-

bulinai ir III antitrombinas, wvalyty tirpaly gavimui.

8is bidas sukurtas naudojant Zmogaus plazma, bet jis

vienodai tinkamas ir gyvulinés kilmés plazmai.

Remiantis %iuo i%radimu, bidas tinkamas, kaip pradine
3aliava naudojant visa kraujo plazma, kuri gali buti
dvie?ia ar uZ$aldyta (iSsaugojimo tikslu), bet tiktai
nekriopricipituota. Tikslinga, kad 3i plazma buty

surinkta, esant koaguliantui ar stabilizuojanciam
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tirpalui. Paprastai 3iam reikalui naudojama citrato-
dekstrozes-fosfato miSinys. Naudinga taip pat naudoti
bet koki specifini VIII faktoriaus stabilizatoriy,
ivedama i mi3ini ar ji pakei&ianti.

Kaip plazmos pradine medZiaga stabilizuojantj tirpalg
tikslinga naudoti mi3inj, susidedanti i% 0,2-2 v/ml
heparino, 1-5 mM EDTA, 1-10 mM CaCl,, su galimu 5-60
g/l gliukozés priedu.

Sutinkamai su 3iuo i3radimu buadas turi iSankstinio
valymo stadija, kuri derina i3sodinimag bario chloridu

ir adsorbcija ant aliuminio hidroksido gelio.

Tikslinga plazmos apdorojimg bario chloridu atlikti
prie pH 6.5, dedant 1 M bario chlorido tirpalg iki
galutinés 0.08 M koncentracijos, nepertraukiamai mai-
Sant, po to centrifuguoti 5-10%C temperatiroje, kad
paSalinti precipituotus baltymus ir tada surinkti
supernatantg. Precipituotus baltymus naudinga surinkti,
nes i$ jy galima pagaminti protrombino kompleksg ar jo

sudetines dalis.

Supernatantas tada apdorojamas 3% aliuminio hidroksido
geliu (pH 6.5), adsorbuojandiu pasilikusius baltyminius
terSalus. 8is apdorojimas atliekamas, supernatanta
at3aldZius kriostate iki 5-8°C, po to centrifuguojant
5°C temperatiroje ir surenkant supernatants, kuris

laikomas 5-8°C temperatiroje.

I8 gauto supernatanto reikalinga pa$alinti druskas. Tai
galima atlikti arba ultrafiltracijos bidu, esant
buferiui, kuris naudojamas sekandioje chromatografijos
stadijoje ir i kurj pridedama 0.5-2 v/ml heparino, arba
chromatografuojant ant Sephadex G25 tame paciame
buferyje.
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$is i%radimas taip pat apima atskyrimg anijony mainy
chromatografijos pagalba. Prancizijos patento
paraiSkoje No 88 07530 apraSyti privalumai, kuriuos
turi Zemos jony mainy galios ir dideliy pory dydZiy
dervos, déka ko ant Jjy uZsilaiko labai didelés
molekulés. Sitas prailgéjes uZsilaikymas igalina
susidaryti silpniems hidrofobiniams molekuliy ry3iams
su derva ir, parenkant buferiy jonine jéga, leidZia

selektyviai desorbuoti suriStas molekules.

8io tipo dervos pardavime figlruoja bendry Fractogel
vardu. Galima naudoti DEAE - Fractogel 650 (R) bei T-
ar D-MAE-Fractogel (Merck) dervas. Kai kurios is Siy
dervy paprastai yra tokioje modifikacijoje, kurig
tiekéjas charakterizuoja kaip "<&iulptuvelio” tipo
dervos. Jy matricy struktira yra modifikuota, norint
padidinti teigiamus kruvius suriSanti pavir3iy, kuris

padidina gelio talpuma.

Chromatografines kolonelés uZkrovimo buferis yra
buferis, kurio pagrindg sudaro natrio citratas ir
natrio chloridas, nureguliuotas iki pH 7. Tikslinga,
kad 3%is buferis turety 0.5-6 mM kalcio chlorido, 2-4
g/l lizino ir 8-11 g/l glicino. Bidas realizuojamas i3

anksto didinant natrio chlorido koncentracija.

Valymo biado pagal 3i iSradimg igyvendinimas apima
anks&iau aprad8yto valyto preparato uZnesimg ant
chromatografineés kolonéleés. Nustatytomis salygomis
(0.11 M NaCl) kolonéle gali suridti labai dideles
molekules, pav., "VIII faktoriaus-von Willebrand'o
faktoriaus" kompleksa, leisdama i filtratg pereiti
fibrinogenui, albumidui, imunoglobulinams, antitrombinui

IITI ir fibronektinui.

Sutinkamai su i8radimo igyvendinimo pageidautinu

variantu, kurio tikslas yra pasiekti VIII faktoriaus
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iSskyrimo optimaly efektyvumg, chromatografines
kolonélés buferio-eliuento joniné jéga buvo padidinta
vieng kartg iki 0.27 M natrio chlorido koncentracijos.
Sutinkamai su iSradimo jigyvendinimo kitu wvariantu §i
eliucijos stadija seka po kolonélés perplovimo su 0.13

M natrio chloridu, kuris pa3alina fibronekting.

Siomis sglygomis desorbuoto ir eliuuoto "VIII
faktoriaus-von Willebrand'o faktoriaus"” komplekso
specifinis aktyvumas maZiausiai lygus 5-10 v/mg. Bendra
produkto iSeiga lygi 350 v/l pradinés plazmos ir gali
bati lygi maZiausiai 500 v/1, pridéjus i, pradine plazmg

auk3Ciau apra3yto stabilizuojandéio miZinio.

Priklausomai nuo blsimo panaudojimo Sis "VIII
faktoriaus-von Willebrand'o faktoriaus" komplekso
tirpalas gali biati papildomai valomas, ypacd,
koncentruojant ir papildomai chromatografuojant.

Analogi3kai pried3 tai buvusiai chromatografijai, 3&i
chromatografija gali bati atliekama ant DEAE- ar T/D-
MAE-Fractogel ar kity dervy. Galima naudoti kitus
ne8iklius, pav., dekstrano sulfata, imobilizuota amino-
heksing, imobilizuota heparina, sulfopropilo dervas,

afinines ar imuno-afinines dervas.

Sis papildomas chromatografavimas gali biGti atliekamas
tame paciame buferyje, kaip ir anks&iau. Sutinkamai su
vienu pageidautinu iSradimo igyvendinimo variantu,
kurio tikslas yra gauti kiek galima koncentruotesni,
VIII faktoriy, papildomas chromatografavimas atliekamas
tomis paciomis salygomis kaip anksdiau, per vieng
desorbcijos stadijg buferio jonine jégg padidinus iki
0,27 M NaCl. Sutinkamai su kitu iSradimo igyvendinimo
variantu pirmas buferio joninés jégos padidinimas iki
0.13 M turi paSalinti liekamuosius ter$iancius
baltymus, antras buferio jojinés jégos padidinimas iki

0.27 M igalina isskirti aukstai valyta "VIII
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faktoriaus-von Willebrand'o faktoriaus" komplekso
koncentratga, kurio specifinis aktyvumas maZiausiai

lygus 10-20 v/mg.

Kiti kolonéles pirmo filtrato baltymai, kaip
imunoglobulinai, albuminas, ITI antitrombinas,
fibrinogenas ir fibronektinas, taip pat gali bati
valomi ir koncentruojami, naudojant iprastus

chromatografijos metodus.

Bidas sutinkamai su 3iuvo i3radimu taip pat apima
virusine inaktyvacija, atliekamg iprastu biadu.
Naudojant chemini agenta, pav., veikiant tirpikliu -
detergentu, virusine inaktyvacija tikslinga atlikti
prie$ kiekvieng chromatografijos stadijg, bet tokiu
bidu, kad veéliau biaty wuZtikrintas inaktyvuojanciy

agenty paSalinimas.

Sio i3radimo objektu taip pat yra "VIII faktoriaus-von
Willebrand'o faktoriaus" komplekso bei kity plazmos
baltymy koncentratai, gaunami naudojant anksc¢iau

apra3yta budsg.

Paminéti koncentratai yra suformuluoti pagal Farmakopejos

standartus ir gali biti naudojami terapiniams tikslams.

Sekantys pavyzdZiai iliustruoja i8radimo jgyvendinimo

variantus, bet neapriboja iSradimo.
1l PAVYZDYS

Imama 250 ml &vieZios plazmos arba uZSaldytos ir i§
anksto at&ildytos iki 20-25°C plazmos. Plazma surenkama,
esant antikoaguliantui/stabilizatoriui (pav., citratui-

dekstrozei-fosfatui) ir acto rigstimi nustatomas pH 6.5.
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a) ISankstinis valymas

I plazma peristaltiniu siurbliu esant pH 6.5 supilama
20 ml 1 M bario chlorido iki galutinés 0.08 M
koncentracijos. Bario chloridas yra supilamas 4-8
ml/min. grei&iu ir tada miSinys kambario temperatiroje
yra mai3omas 15 min.

Po to miSinys yra centrifuguojamas prie 2700 aps./min.

20 min. 8°C temperatiroje ir surenkamas supernatantas.

Supernatantas tuomet adsoruojamas ant aliuminio
hidroksido gelio (Alhydrogel Eurobio su 3% Al (OH)3),
imant 2.3 g gelio 11 plazmos. Nustatomas pH lygus 6.5
ir kriostate atSaldoma iki s°c. MiSinys yra
centrifuguojamas 20 min. 2700 aps./min., esant 5°C
temperatiirai ir surinktas supernatantas laikomas 5°C

temperatiroje.

Sis apdorojimas jgalina paSalinti protrombino komponentus
(II, VII, IX, X faktoriai), kuriuocs galima surinkti ir

iSvalyti Zinomais metodais.

Ypatingai gerus rezultatus galima gauti, derinant Siuos
du apdorojimo metodus, kai tuo tarpu apdorojimas vien
Alhydrogel nepakankamas, kad pilnai bity paSalintas
protrombinas ir kiti PPSB komplekso komponentai, o
apdorojimas vien bario chloridu praleidZia koki tai
kieki X faktoriaus, protrombino ir daugiausia VIII

faktoriy.

Surinktas tokiu bidu supernatantas nudruskinamas
ultrafiltracijos pagalba, esant buferiui, kuris
naudojamas sekandioje chromatografijos stadijoje (Zidr.
Zemiau), pridéjus 1 V/ml heparino, ar chromatografuojant

ant Sephadex 625 tame padiame buferyje.
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Po to atliekama iprasta virusine inaktyvacija
tirpiklio-detergento pagalba 24°c temperatiroje 6 val.
laikotarpyje (3is metodas apra3ytas Europos patento
parai8koje No 0 131 740).

b) Chromatografinis valymas

I5 anksto valytas dializuotas supernatantas valomas
chromatografi$kai. Tam naudojama K 26/30 kolonélé
(Pharmacia - Uppsala Sweden), kurios diametras 2.6 cm
ir darbinis auk$tis 30 cm, 10 cm kurio uZpildyta DEAE-
Fractogel TSK 650 (R) derva (Merck).

~Koleonéleg praplaunandio ir pavyzdi iStirpinan&io buferio

sudétis: 10 mM natrio citrato, 1 mM kalcio chlorido,
9 g/1 glicino, 3 g/1 lizino. I 3j buferi yra pridedama
natrio chlorido iki galutinés 0.11 M ir pH nustatomas

lygus 7.

Pavyzdys uZneSamas ant kolonélés 100 ml/val. greié&iu.
Kolonélé yra plaunama buferiu, norint paSalinti
neadsorbuotus baltymus: fibrinogena, albuming,
imunoglobulinus, III antitrombing 1ir fibronekting, o

taip pat virusus aktyvuojan&iu agentus.

"YIII faktoriaus-von Willebrand'o faktoriaus" kompleksas
tada desorbuojamas, padidinus buferio Jjonine jega iki
0.27 M natrio chlorido.

§iuo buadu gautas VIII faktoriaus tirpalas turi
5-10 TV/mg specifini aktyvuma, o valymo efektyvumas

u’nedtos ant kolonélés plazmos atZvilgiu yra 60-80%.

8io VIII faktoriaus tirpalo &varumg galima truputj
padidinti, panaudojus chromatografinio atskyrimo
stadijg, kurios déka gaunama produkciija reikia

koncentruoti. Pav., imama antroji kolonéle su DEAE-
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Fractogel ir, laikantis ty pa&iy uZkrovimo salyguy,
praplaunama 0.13 M NaCl, kuris pa3alina 1likusius
ter3ianc¢ius baltymus. Po to buferio Jjoniné jéga
padidinama iki 0.27 M NaCl, norint desorbuoti ir
eliuuoti labai valyta ir koncentruotg "VIII

faktoriaus-von Willebrand'o faktoriaus" komplekss.

Antrg chromatografinio koncentravimo stadija galima

pakeisti ultrafiltravimu.

Sutinkamai su 3io iSradimo ijprastiniu igyvendinimo
variantu, pirma chromatografinio wvalymo stadija vyra
atliekama ant DEAE-Fractogel derbos. Be to, labai geri
rezultatai buvo gaunami, naudojant tokias Merck firmos
dervas, kaip TMAE-Fractogel (TMAE=Tri-Metil-Amino-
Etilas) ir DMAE-Fractogel (DMAE=Di-MAE), kuriy savybeés
ekvivalentiSkos DEAE-Fractogel dervos savybéms. Taip
pat gali bGti naudojamas "<&iulptuvélio" tipo naujos
dervos, sukurtos Merck kompanijoje ir W. Muller
pristatytos skystos chromatografijos konferencijoje,
kuri vyko 1989 m. birZelio mén. Stokholme.

2 PAVYZDYS

Kitas Sio iSradimo jgyvendinimo variantas leidZia gauti
fibrinogeno ir fibronektino koncentratus tuo padiu
metu, kaip "VIII faktoriaus-von Willebrand'o faktoriaus"
koncentrata, tik su Zemesne iSeiga ir truputi geresniu

specifiniu aktyvumu.

Technologinis procesas analogiskas 1 pavyzdZio
procesui, i8skyrus "VIII faktoriaus-von Willebrand'o
faktoriaus" komplekso eliucijg i3 pirmos koloneles,

uzkrautos DEAE-Fractogel derva.
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Fibrinogenas, ITI antitrombinas, albuminas ir
imunoglobulinai ant kolonelés neuZsilaiko ir aptinkami
filtrate.

"VIII faktoriaus-von Willebrand'o faktoriaus" kompleksas
gali biati i3valytas ir koncentruotas antroje
chromatografinio atskyrimo stadijoje kolonéleje su DEAE-
Fractogel derva, naudojant buferj, kurio joniné jega
yra 0.17 M natrio chlorido ir kuris nesulaiko
uZtersiandiyjy baltymy. Padidinus buferio jonine jeéga
iki 0.27 M natrio <chlorido, uZztikrinama "VIII
faktoriaus-von Willebrand'o faktoriaus” komplekso
desorbcija ir eliucija. Tokiu biddu gauto preparato

specifinis aktyvumas lygus 10-20 TV/mg.

Toliau galima valyti ir koncentruoti fibrinogena ir
fibronekting, naudojant Zinomus chromatografinius
metodus, norint gauti tirpalus, savo kokybe tinkamus
terapiniam naudojimui ir aprasSytus Pranciizijos patento
paraiskoje No 88 075 30.

Kiti plazmos baltymai gali btti wvalomi ir koncentruojami,

naudojant jprastinius frakcionavimo metodus.
3 PAVYZDYS

Valymo efektyvumas gali biti padidintas, stabilizuojant
pradine plazmg (prie3 tai at3ildZius iki 25°C) sekané&io

misinio priedu:

Heparinas: 1 v/ml,
Etilendiamintetraacto rugstis (EDTA): 2 mM arba 0.74 g/1,
Kalcio chloridas: 6 mM arba 0.67 g/l.

I 3i mi3ini papildomai pridéta 5-60 g/l gliukozés.
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Po to acto rugstimi pH yra paZeminamas iki 6.5. Toliau
valymo stadijos yra atliekamos kaip iSdéstyta 1 ir 2
pavyzdyje.

Siomis salygomis valymo proceso bendra iSeiga
maZiausiai 1lygi 500 v VIII faktoriaus: C/1 pradineés
plazmos.

Tai atitinka VIII faktoriaus 55-65% bendro aktyvumo,
esant 10-30 v VIII faktoriaus: C/mg baltymo specifiniam

aktyvumui.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Bidas "VIII faktoriaus - von Willebrand'o
faktoriaus" komplekso stabiliam koncentratui, turindiam
auk3ta specifini aktyvuma, gauti, b e s i s k i -
r i ant i s tuo, kad visa plazma i35 anksto valo
dviem stadijom, pirma apdorojant bario chloridu, o po
to aliuminio hidroksidu, o po to valo chromatografiskai,
naudojant anijony mainy gelj, uZtikrinanti labai dideliy
molekuliy suridimg ir uzZlaikymg.

2. Bidas pagal 1 punkta, b e s i s ki riant i s

tuo, kad visa plazma yra 3vieZia arba uZSaldyta.

3. Bidas pagal 1 arba 2 punkta, be s i s k ir ian-
t i s tuo, kad i plazma deda stabilizuojan&io mi3inio,
susidedancio i3 0.2-2 v/ml heparino, 1-5 mM
etilendiamintetraacto rig$ties ir 1-10 mM kalcio

chlorido.

4. Budas pagal 3 punkta, b e s i s kiriant i s
tuo, kad stabilizuojantis mi3inys taip pat turi
5-60 g/l gliukozes.

5. Biudas pagal vieng i3 1-4 punkty, b e s i s k 1 -

riantis tuo, kad iSankstini valyma sudaro:

a) issodinimas bario chloridu, centrifugavimas ir

supernatanto surinkimas,
b) adsorbcija ant aliuminio hidroksido gelio,
centrifugavimas Zemoje temperatiroje ir

supernatanto surinkimas,

c) nudruskinimas.
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6. Bidas pagal 5 punkta, b e s i s k i rian¢t i s
tuo, kad i8sodinimg bario chloridu atlieka dedant 1 M
bario chlorido tirpala esant pH 6.5, nepertraukiamai
mai%o, po to centrifuguoja 5-10°C temperatiiroje ir

surenka supernatants.

7. Bidas pagal 5 arba 6 punktg, be s i sk irian -
t i s tuo, kad adsorbcijg ant aliuminio hidroksido
gelio atlieka, naudojant 3 % gelj pH 6.5, po to seka
greitas at3aldymas iki 5%, centrifugavimas 5°C
temperatidroje ir supernatanto surinkimas.

8. Bldas pagal viena i% 5-7 punkty, b e s i s k i -
r i a n t i s tuo, kad nudruskinimg atlieka
ultrafiltracija, esant buferiui, kuris naudojamas
sekan&ioje chromatografijos stadijoje ir i kuri prideda

heparino.

9. Budas pagal vieng i3 5-7 punkty, b e s i s k i -
r i a n t i s tuo, kad nudruskinimg atlieka
chromatografuojant ant Sephadex G25 kolonélés buferyje,
kuris naudojamas sekan&ioje chromatografijos stadijoje

ir i kuri pridedama heparino.

10. Budas pagal vieng i% 1-9 punkty, b e s i s k i -
r i a n t i s tuo, kad i3 anksto valyta plazmos
supernatanta uZneSa ant chromatografinés kolonélés,
uZkrautos anijony mainy geliu, nepraleidZian&iu labai
dideliy molekuliy, bet leidZiand&iu pereiti i filtratg
fibrinogenui, albuminui, imunoglobulinams, antitrombinui

III ir fibronektinui.

11. Budas pagal vieng i% 1-10 punkty, b e s i s k i -
r i antis tuo, kad chromatografinis gelis yra
vinil-polimerinio tipo gelis, prie kurio funkciniy
grupiy yra prijungtos DEAE arba tri-, arba

dimetilaminoetilo tipo grupés.
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12. Badas pagal 11 punkta, be s i s kiriant is

tuo, kad polimerinis gelis yra Fractogel.

13. Buidas pagal viena i3 10-12 punkty, b e s i s k i -
r 1 an t i s tuo, kad chromatografinés kolonéles
uikrovimo buferi sudaro natrio citrato ir kalcio
chlorido buferis, turintis glicino ir lizino, i kurj
pridéta natrio chlorido iki 0.11 M koncentracijos ir

kurio pH lygus 7.

14. Bidas pagal 13 punktg, be s i s kiriantis
tuo, kad buferis turi 8-11 g/1 glicino ir 2-4 g/l lizino.

15. Badas pagal viena i% 10-14 punkty, b e s i s k 1 -
r i a n t 1 s tuo, kad norint desorbuoti i3
chromatografinés kolonélés "VIII faktoriaus - von
Willebrand'o faktoriaus" kompleksa, buferio jonine jéga

padidina iki 0.27 M natrio chlorido koncentracijos.

16. Budas pagal viena i% 10-14 punkty, b e s i s k 1 -
riantis tuo, kad norint eliminuoti fibronekting,
buferio jonine jéga padidina iki 0.13 M natrio chlorido
koncentracijos ir po to - iki 0.27 M natrio chlorido
koncentracijos,desorbuojant 13 chromatografines kolonélés

wyIII faktoriaus - von Willebrand'o faktoriaus" komplekss.

17. Bidas pagal viena i3 1-16 punkty, b e s i s k i -
r i a n t i s tuo, kad "VIII faktoriaus - von
Willebrand'o faktoriaus" komplekssg, desorbuotg is
pirmos chomatografinés kolonélés, papildomai valo 1ir

koncentruoja chromatografijos pagalba.

18. Bidas pagal vienag i% 1-17 punkty, b e s i s k i -
r i an t i s ~ tuo, kad papildomg chromatografijg
atlieka ant jony mainy dervos, pasirinktos is: DEAE -

arba T/D-MAE-Fractogel, imobilizuoto heparino, dekstrano



10

15

20

25

30

35

LT 3418 B
15

sulfato, sulfopropilo, arba ant afininés ar imunoafinineés
dervos.

19. Budas pagal 17 arba 18 punkta, b e s i s k i -
r i ant i s tuo, kad papildomg chromatografija
atlieka, naudojant buferi su 0.11 M natrio chlorido ir
taikant 2 sekan&ius vienas po kito Jjoninés jégos
didinimus - pirma iki 0.13 M, po to iki 0.27 M.

20. Budas pagal 17 arba 18 punktg, b e s i s k i -
r i an t i s tuo, kad papildomg chromatografija
atlieka, naudojant buferi su 0.17 M natrio chlorido ir

vienakart padidinant jonine jéga iki 0.27 M.

21. Budas pagal vieng i3¥ 1-14 punkty, b e s i s k i -
r i a n t i s tuo, kad baltymus, esandius
chromatografiniame filtrate pagal punkta 10, papildomai

valo ir koncentruoja.

22. Budas pagal vieng i% 1-21 punkty, b e s i s k i -
r i a n t i s tuo, kad pries kiekvieng
chromatografijos stadija atlieka iprasta virusy

inaktyvavima, naudojant tirpikli - detergents.

23. "VIII faktoriaus - von Willebrand'oc faktoriaus"
komplekso koncentratas, b e s i s k i r i a n t i s
tuo, kad jis yra gaunamas bddu pagal vieng i% 1-22

punkty.

24. Baltymy koncentratai, gauti i% plazmos, be s i s -
ki riantys tuo, kad jie gaunami budu pagal
vieng i85 1-14 ir 21 arba 22 punkty.

25. Koncentratai pagal 23 arba 24 punktg, b e s i s -
kiriantys tuo, kad jie yra gaminami terapiniam

naudojimui.
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