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Zptusob odstran&ni plasmin(ogenu) z proteinovych roztokud

Oblast techniky

Vyndlez se tykéd pryskyfice a zptisobu pro specifické
odstrandni plasmin(ogenu) a jehd derivatth z proteinovych
roztokt, ptidem¥ vysledny proteinovy roztok lze pouZit pro
intravenézni podéni a pro lokalni aplikace, tj. jako nosnou
matrici pro dlouhodobé uvolilovani a hojeni ran, bud jako
jedinou G¢innou _slo%ku, nebo v kombinaci s dal8imi
farmaceuticky prijatelnymi GEinngmi latkami. Odstranéni
plasmin (ogenu) by zajistilo integritu a funkci proteinového
roztoku p¥i delZich inkubalnich perioddch. Vyndlez se
rovné&Z tyka vyroby vysoce purifikovaného plasmin(ogenu) pro

terapeutické pouZiti.

Dosavadni stav techniky

Plasmin(ogen) nebo jeho aktivni molekula plasmin (dale
jen plasmin(ogen)) velmi Yasto kontaminuje proteinové
roztoky, a zejména ty proteinové roztoky, které jsou
extrahovany z tekutin nebo z organu Zivo&ichti. P¥itomnost
plasmin (ogenu) v ‘proteinovém roztoku pfedétavuje nékolik
hrozeb pro prijatelnost proteinového roztoku jako
stabilniho fafmaceutického prbduktu, v disledku znamé
proteolytické aktivity této molekuly na rUzné proteiny a
peptidy na arginylpeptidovych a lysylpeptidovych vazbééh
(Weinstein M.J., Doolittle R.F. Differential specificities
of the thrombin, plasmin and trypsin with regard to
synthetic and natural substrates and inhibitors RF Biochim.

Biopliys. Acta 1972; 258: str. 577 a? 590 a Ling C.M.,
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Summaria L., Robbins K.C.; Mechanism of formation of bovine
plasmin(ogen) activator from human plasmin; J. Biol. chem.
1965; 240: str. 4212-B); a na bazickych aminokyselinéch,
pro jeho stimula&ni aktivitu na razné tkan&, zejména na
centridlni nervovou tkéi a pro jeho roli p¥i navazani
(Chen 2.L., Strickland S., Neuronal death in the
hippocampus 1is promoted by plasmincatalyzed degradation;
Liminin. Cell. 1997; 91: str. 917 a¥ 925) a pravd&podobné
p¥i prendZeni priond v krvi savct (Fischer M.B., Roeckl C.,
parizek P., Schwarz H.P., Aguzzi A. Binding of disease

associated prion protein to plasmin(ogen); Nature 2000;

408: str. 479 a% 483).

Pro purifikaci plasmin(ogenu) z proteinovych roztokil,
a tedy pro odstrandni plasmin(ogenu) z proteinového

roztoku, bylo’vyvinuto n&kolik chromatografickych zplsobl.

Tyto zplsoby jsou V podstat& zaloZeny na dvou
principech. Podstatou prvni skupiny zpusobd je né&€kolik po
sob& jdoucich purifikadnich krokti, které vyuZivaji rhzné
rozpustnosti, igsoelektrického bodu nebo distribuce
molekulovych hmotnosti (Alkjaerisig N.; The purification
and properties of human plasmin(ogen); Biochem. J. 1963;
93: str. 171 a% 182). ProtoZe zédkladnim cilem té&chto
zplisobll je purifikace plasmin (ogenu) , dochazi k tomu, Ze se
p¥i Jjejich provadéni zcela zborti pavodni sloZeni
proteinového roztoku. Druhd skupina zptsobl je zaloZena na
jednostupiiové afinitni purifikaci. Zakladem purifikace je
navézéni plasmin(ogenu) na riizné syntetické ligandy na bazi
w-aminokarboxylové kyseliny, které se mohou vazat na
lysinovéd vazebnd mista na t&¥kém ¥et&zci plasmin(ogenu).
Tato mista, kterd sestévaji z p&ti struktur vzédjemné
propojenych t¥emi disulfidickymi mistky s vnit¥ni sekvenéni

homologii, znédmych jako tzv. plasmin(ogenové) ,kringles™
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(smy&ky), které jsou umistény na NH; plasmin (ogenovém)
t&¥kém Yet&zci a daleko od katalytického mista umisténého
na COOH lehkém Yet&zci, vaZou fibrin(ogen) . Dal3i moZnosti
pro afinitni chromatografii je navézéni plasmin(ogenu) p¥es
katalytické misto, které je mistem potencidln& méné
specifického navazani, protoZe miZe véazat mnoho proteinu,
jakymi jsou nap¥iklad serinprotedzy majici podobnou nebo
ni%%i afinitu k arginylpeptidové a lysylpeptidové vazb& a
bazickym aminokyseliném. Souhrnem lze vyvodit =zavér, Ze
obecné je plasmin (ogenova) afinitni chromatografie
provédd&na za pouZiti ligandu, ktery je chemicky a iontové
podobny w-aminokarboxylové kyselin& neboli substratu
plasminového katalytického mista. Ligand se navdzZe na
prysky¥ici ptes odpovidajici distan&ni %len neboli linker.
Nicmén&  idedlni afinitni pryskyfice pro odstranéni
plasmin(ogenu) neni v podstaté stejnou prysky¥ici, o které
se zjistilo, Z%e je idedlni pryskytrici pro purifikaci
plasmin (ogenu) . Takové prysky¥ice by m&ly obsahovat ligand,
ktery vaZe plasmin(ogen) p¥i vysoké afinité a ma velmi
nizkou afinitu k ostatnim proteinim, jakymi Jjsou dalSi
serinprotedzy, a zejména ma velmi nizkou afinitu pro
fibrinogen, ktery je hlavnim proteinem Vv Cohnové frakeci
plasmy I nebo Vv kryoprecipitdtu. RovnéZ je daleité, zZe
odstranéni plasmin (ogenu) pouzitim dané afinitni
chromatografie miife byt provadéno v %irokém rozsahu pufrd a
neni omezeno pouze na urdity pufr, ktery mhZe znamenat
nebezpedi pro stabilitu a integritu proteint Vv roztoku,
p¥idemZ cilem 2z&jmu neni plasmin(ogen), ale praveé tyto

proteiny.

Antifibrinolytickd&  schopnost (schopnost  inhibovat
navazéni plasmin(ogenu) na fibrinogen s vysokou afinitou)

t&chto w-aminokarboxylovych kyselin zdvisi na p¥itomnosti

s0ee
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volné aminoskupiny a karboxylové skupiny a na vzdalenosti
mezi COOH-skupinou a atomy uhliku, na které se véaiZe
NH,-skupina (Markwardt 1978). Napt¥iklad, pokud jde o
kyselinu €-aminokapronovou (EACA) a p-aminobenzamidin
(PAMBA), ukéAzalo porovnéni antifibrinolytickych aktivit
EACA a PAMBA, ¥e druhd jmenovand je ptibliZn& t¥ikrat
aktivn&is8i. Shimura a kol. (1984) navrhl prysky¥ici, ve
které byl p-aminobenzamidin navézédn na mikrodastice
hydrofilniho vinylpolymeru pres &&st distandniho d&lenu
(linkeru). P¥i pou¥iti této prysky¥ice byl Shimura a kol.
schopen gseparovat plasmin a plasmin (ogen) pomoci
vysokovykonné afinitni chromatografie. Skute&nost, Ze se
plasmin(ogeﬁ) nemohl eluovat kyselinou 6-aminohexanovou a
$e do eludniho pufru musela byt zahrnuta 3M modovina,
naznacila dvoumistnou interakci plasminu s timto
imobilizovanym ligandem, tj. s misty vaZicimi lysin na
t&Zkém fetézdi a s katalytickym mistem na lehkém Fetézci.
To mi¥e vysv&tlit zjist&ni daldich v&dch, podle kterych

p-aminobenzamidin odstrafiuje rovn&¥ né&které dalsi proteiny.

Py

Pro afinitni purifikaci plasmin(ogenu) se vyrabi
pouzivd dal®i pryskyfice, kterou je lysinové pryskyfice.
Nicmén& antifibrinolyticka& schopnost lysinu je velmi nizka,
"a nizka je tedy i jeho vazebnd afinita. Va¥e se rovnéZ na

dalsi proteiny a jeho specifidnost je zavisld na pufru.

Moroz L.A., Gilmore N.J. Fibrinolysis in normal plasma
and blood: evidence for significant mechanisms independent
of the plasminogen-plasmin system, Blood 1976, 48, str. 531
a¥ 545 popisuje pripravu plasmin(ogenu) prosté plasmy
afinitni chromatografii. Pokud jde o pou¥ité zpusoby, byly
zvetejn&ny vysledky pozorovani naznadujici, %e zpusoby,
které kulminuji v generaci fibrinolytického enzymu plasmin,

sehrdvaji nejvySe minimdlni dlohu p¥i spontédnni nebo

se 0o
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bazédlni fibrinolytické aktivit& m&¥fitelné v normdlni lidské
plasm&. Pro m&Yeni fibrinolytické aktivity se pouZila
kyselina tranexamova spoledn& s dal8imi inhibitory proteéz,
jakymi jsou nap¥iklad inhibitory plasminu. Pro p¥ipravu
plasmin(ogenu) prosté plasmy se pouzil zpusob Deutsch a

Meltz, Science 170; str. 1095 a% 1096, 1997.

Twamoto v Thrombos. Diathes. Heamorrh. (stuttg.),
1975, 33, str. 573 popisuje specifické navézani kyseliny
tranexamové na plasmin. PF¥esto, Ze je kyselina tranexamovéa
identifikovédna jako G&inny ligand plasminu, se ukazuje, Ze

-

antifibrinolyticky G&inek kyseliny tranexamové je vysledkem
nejen navadzaéni na plasmin(ogen), ale rovn&%Z zesileni
kooperace prirodnich antiplasmint. Z toho plyne zavér, Ze
navazani kyseliny tranexamové na pevny nosi& odstrani z
plasmy krom& plasmin(ogenu) i p¥irodni antiplasminy. RovnéZ
by se dalo wusuzovat, Ye tranexamové kyseliny mohou
zptisobovat tvorbu agregatl (konglomeratl) s inhibitory
plasminu. Tento post¥eh je zalo¥en na diskrepanci, kterou
ize odhalit, pokud se porovna antifibrinolytickd aktivita
kyseliny e-aminokapronové a kyseliny tranexamové vedouci k
98% a 91% inhibieci v urokinazou stimulované plasmé& vs.
plasm&, kterou byla heparinizovand orédlni krev (65 % a 39 %
pro kyselinu e-aminokapronovou, resp. kyselinu tranexamovou
— grovnavaci tabulky 2 a 7 v odkazu Moroz a kol.). Dalo by
se ofekavat, ¥e diky svému vysokému vazebnému poméru budou
kyselina tranexamova a kyselina e-aminokapronova dobrymi
kandidaty pro vysoce afinitni ligandy. Nicmén& rovnéZ by se
dalo o&ekavat, e tyto ligandy budou blokovat afinitni
kolonu v disledku navézéni komplext plasminu a inhibitoru

plasminu.
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Strudny popis obrézkia

Obr. 1 zndzoriiuje gradientovou gelovou SDS-PAGE (5% azZ
12% polyakrylamid) 7 pg proteind eluovanych dvéma zpusoby
(popsanymi v odstaveci ,Material a metoda") se t¥emi rlznymi
prysky¥icemi: TEA-sefardza, Lys-Ceramic Hyper DF a
Lys-sefardéza 4B. Pasy: 1 - Glu plasminogen; 2 - fibrinogen;
3 - albumin; 4 - imunoglobulin G; 5 - molekulovy hmotn.
marker; eludni piky: 6 - TEA za pouZiti metody 1; 7 - TAE
za pou¥iti metody 2; 8 - lysin-Ceramic Hyper D za pouziti
metody 1; 9 - lysin-sefardéza za pouZiti metody 1;
10 - lysin-Ceramic Hyper D za pouziti metody 1;

11 - lysin-sefaréza za pouZiti metody 1.

Podstata vynédlezu

Vyndlez je zalo¥en na zji¥té&ni, Ze je rigidni amino-
kyselina schopna specificky védzat plasmin(ogen). Vyrazem
.specifické navéazadni® se Vv kontextu popisu p¥ihléasky
vynalezu rozumi, Ze se ze smési obsahujici proteiny, jakymi
jsou nap¥iklad plasmin(ogen) a fibrinogen, odstrani v
podstat& pouze plasmin(ogen), zatimco fibrinogen zistane ve

[+

sm&si tém&Y nedotden. Vyhodn& se odstrani alespoil 85 % aZ

O,

99 % plasmin(ogenu) a alespoil 85 % fibrinogenu zUstane ve
sm&si. Vyhodn&ji se odstrani alespori 98,0 % aZ 99,9 %
plasmin(ogenu) neboli ve smdsi zistane 95 % aZz 99 %

fibrinogenu.

Aminoskupina aminokyseliny a karboxylova skupina
aminokyseliny jsou od sebe odsazeny o 0,6 nm aZz 0,8 nm,
vyhodn& o 0,7 nm, a rigidni aminokyselina je kovalentné
navdzéna na nosi& pres aminoskupinu aminokyseliny. Jako

zv14%t& vyhodnid se jevi kyselina tranexamova ve své trans
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konfiguraci a kyselina 4-aminomethylbicyklo[2.2.2.]oktan-1-
-karboxylovad (EMBOCA) .

prekvapivé se zjistilo, Ze kyselina e -aminokapronova
nefunguje tak dob¥e jako kyselina tranexamovd a Ze potom,
co se kyselina tranexamovd navdZe na pevny povrch, ztraci
vedkerou svou mimoplasmin (ogenovou) vazebnou kapacitu

(takzvand kooperace) a prysky¥ice odstrani z plasmy nebo

produktl plasmy pouze plasmin(ogen). I ©po navdzani na
kolonu si kyselina € -aminokapronové zachovéa svou
mimoplasmin (ogenovou) aktivitu a stdle na sebe vaiZe

fibrinogen a dal8i proteiny pritomné v plasm&, zatimco
mimoplasmin (ogenova) aktivita kyseliny tranexamové podle
vynalezu je zcela eliminovana. Nicmén& afinita pryskytice
na bazi kyseliny tranexamové ku plasmin (ogenu) neni

nikterak ovlivnéna.

Rigidni aminokyselina je pfichycena ke vhodnému
distan®nimu &lenu, v podstat& deldimu neZ 3 atomy uhliku, a
nosid a afinitni materidl tedy mohou odstranit
plasmin(ogen) ze sm&si obsahujici proteiny bez daldi zmé&ny
slo¥eni proteinového roztoku. Odstranéni lze realizovat Vv
p¥itomnosti ruznych pufru. Zptsob podle vyndlezu je rovnéz
vhodny pro vyrobu &istych frakci plasmin(ogenu) po eluci z

afinitniho noside.

Vyndlez se tyka zplisobu specifického odstran&ni nebo
izolace plasmin(ogenu) v p¥itomnosti fibrinogenu ze smési
obsahujici plasmin(ogen), p¥i¥em¥ tento zpusob spodiva v
uvedeni sm&si do kontaktu s rigidni aminokyselinou, p¥ilemz
aminoskupina aminokyseliny a karboxylovd skupina amino-

kyseliny jsou od sebe vzdaleny o 0,6 nm aZ 0,8 nm, vyhodné&

*e 00
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p¥ibliZné o 7 nm, a rigidni aminokyselina Jje kovalentné

navazéna na nosid p¥es aminoskupinu aminokyseliny.

V¥hodn& se sm&s u zplsobu podle vyndlezu zvoli =z
mno¥iny sestédvajici =z té&lesnych tekutin, jakymi jsou
nap¥iklad krev, krevni frakce, kryoprecipitdt, buné&lné
kultury, extrakty zvi¥ecich tkani, nap¥iklad bovinni plice,
bovinni st¥eva nebo Zelatina z extraktl zviYecich kosti,
albumin bovinniho séra, a stejné tak Zivodidné s +vodou
nemisitelné tuky, jako nap¥iklad lanolin (PC-fosfatidyl-

cholin) .

zptisob podle vyndlezu lze pouZit pro ziskéni vysoce
purifikovaného plasmin(ogenu) z prisludnych smé&si. Po
uvedeni sm&si do kontaktu, nap¥iklad s chromatografickym
materidlem, na ktery je navédzdna rigidni aminokyselina, lze
plasmin(ogen) eluovat z pevného afinitniho materialu.
Rovn&? zde 1lze pouZit takzvané principy extrakce pevné
faze. Plasmin(ogen) 1lze eluovat roztokem obsahujicim
ligand, ktery konkuruje vazebnym mistim rigidni amino-
kyseliny, nap¥iklad kyseliny tranexamové Vv  proteinu
plasmin(ogenu) . Témito ligandy Jsou zpravidla e-amino-
kyseliny, vyhodn& 1lysin. Lysin lze nap¥iklad pouZit v
koncentracich 0,85 % hmotn. aZ 0,99 % hmotn. MoZné jsou i
dal®i koncentrace, zejména pokud je iontovd sila eluéniho

média vyvé¥end dal¥imi p¥isadami, nap¥iklad elektrolyty.

Eluci plasmin(ogenu) z pevné faze lze provadét =za
absence eludniho pufru zptisobem, ktery extrahuje pufrové
slo¥ky, nap¥iklad dialyzou. Plasmin(ogen), ktery lze ziskat
zplisobem podle vyndlezu, je charakteristicky velmi vysokou
distotou. Tato jedinedna vlastnost je z¥ejma Z

nasledujicich ddajt.
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Souhrnnéa tabulka 1: Srovnani specifické aktivity,

purifikaéniho faktoru a izolace plasmin(ogenu) z kryo-

deficitni TFFP plasmy za pouZiti vyhodného zatiZeni a

eludnich podminek pro kaZdou z pryskyfic

Pou¥itd pryskyfice |Metoda| Specificka aktivita | Purifi- | Izolace
(mg plasmin(ogenu) /mg| kadni
proteinu) faktor
TEA-sefardza 4B 2 0,794 567 91,6
Lysin-Ceramic
Hyper DF 2 0,444 444 10,9
Lysin-sefardza 4B 1 0,121 101 11,6

Souhrnna tabulka 2: Srovnadni odstranéni plasmin(ogenu) z
kryo-deficitni FFP plasmy 2a pou¥iti vyhodnych podminek

zati¥eni pro kaZdou prysky¥ici

PouZité prysky¥ice Metoda Odstranéni (%)
TEA-sefardza 4B 1 a 2% 99,5
Lysin-Ceramic Hyper DF 1 54,6
Lysin-sefardza 4B 1 58,0

*Oba zplUsoby jsou identické a zahrnuji sbirku nenavazaného
piku

Jak je patrné ze souhrnné tabulky, pokud se pouZily
komer&n& dostupné pryskytice s imobilizovanymi lysinovymi
ligandy a TEA pryskytice za optimalizovanych chromato-
grafickych podminek, potom byla izolace a specifické
aktivita plasmin(ogenu) vy381i Vv p¥ipad® TEA prysky¥ice
(souhrnnd tabulka 1). Za zminku rovnd¥% stoji zjisténi, Ze
TEA prysky¥ice Jje mnohem G&inn&j8i p¥i odstratovani
plasmin (ogenu) (jak naznacil test v p¥ipadé
Glu-plasmin(ogenu)) z kryo-deficitni plasmy, neZ lysinova

prysky¥ice (souhrnnéd tabulka 2).
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Gistota eluatt Dbyla testovdna pomoci SDS-gelové
elektroforézy. Eluadty t¥i rlznych prysky¥ic (TEA-sefardza,
Lys-Ceramic Hyper DF a Lys-sefardza 4B) gse podrobily
SDS-PAG p¥i zatiZeni a 5% a% 12% gradientem akrylamidu a
p¥i zati¥eni 7 pg proteinu na péas. V¥sledny gel =zabarveny

Coomassie mod¥i je zndzornén na obr. 1.

Obr. 1 znazorfiuje gradientovou gelovou SDS-PAGE (5% az
12% polyakrylamid) 7 pg proteind eluovanych dvéma zplsoby
(popsanymi v odstavci ,Materiil a metoda®) se t¥emi rliznymi
prysky¥icemi: TEA-sefardza, Lys-Ceramic Hyper DF a
Lys-sefardza 4B. Pasy: 1 - Glu-plasminogen; 2 - fibrinogen;
3 - albumin; 4 - imunoglobulin G; 5 - molekulovy hmotn.
marker; eludni piky: 6 - TEA za pouZiti metody 1; 7 - TAE
za pouZiti metody 2; 8 - lysin-Ceramic Hyper D za pouziti
metody 1; 9 - lysin-sefardéza za pouZiti metody 1;
10 - lysin-Ceramic Hyper D za pouziti metody 1;

11 - lysin-sefardza za pouZiti metody 1.

Vysledné proteinové péasy a <&istota produktu dobte
koreluji se specifickou aktivitou plasmin(ogenu), jak
naznaduje souhrnnid tabulka 1. Z toho vyplyva, Ze pouZiti
TEA-sefardzové prysky¥ice vede k ziskani vysoce
purifikovaného plasmin(ogenu) pouze s minimdlni kontaminaci
albuminem. 2Zda se, %e pro pouZiti tohoto produktu pro

klinické indikace neni pot¥ebnd Z&dna dalsi purifikace.

Predm&tem vyndlezu Jje rovnéZ pIipravek obsahujici

plasmin (ogen) .

PYedmétem vyndlezu je dale nosi& majici na sobé
kovalentn® navazdnu rigidni aminokyselinu, pI¥idemZ amino-
skupina aminokyseliny a karboxylova skupina aminokyseliny

jsou od sebe vzdaleny o 0,6 nm aZ 0,8 nm, vyhodné o 0,7 nm.
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Nogifem pro provad&ni zplsobu podle vynadlezu jJe
vyhodn& chromatograficky materidl, ktery je schopen vazat
rigidni aminokyselinu, kde jsou aminoskupina aminokyseliny
a karboxylovéd skupina aminokyseliny od sebe vzdaleny o 0,6
nm az 0,8 nm, vyhodné o 0,7 nm. vzdélenost mezi
aminoskupinou a karboxylovou skupinou Jje udrZovéna Vv
podstat& konstantni rigidni konstituci aminokyseliny.
Rigiditu aminokyseliny 1lze generovat alicyklickymi kruhy,
vfhodn& cyklohexanovym kruhem, kde Jjsou aminoskupina a
karboxylovéd skupina uspo¥adény v 1,4-poloze alicyklického
kruhu. Do rozsahu vynédlezu rovn&% spadaji aromatické
systémy, nap¥iklad substituované benzoové kyseliny nebo

anilinem substituovand kyselina octova.

Podle vyndlezu m& na sob& nosi¢ vyhodné€ navazany
aminokyseliny zvolené z mwnoZiny sestédvajici =z kyseliny

tranexamové a EMBOCA.

Chromatografickym materidlem, ktery lze pouZit v ramci
zptsobu podle vyndlezu, je nap¥iklad hydrofilni materi&l,
jakym je nap¥iklad agardza, celuléza, sklo s Yizenou
velikosti pért, silikagely, dextrany nebo organicky uméle
p¥ipraveny polymer, nap¥iklad na bazi polyakrylamidd
polystyrenl. Typické materidly jJsou komer&n& dostupné pod
obchodnimi oznadenimi  Sephacryl (Pharmacia, Svédsko) ,
Ultragel (Biosepara, Francie), TSK-Gel Toyopearls (Toso
Corp., Japonsko), HEMA (Alltech Ass. (Deerfield, Il, USA),
Eupergit (Rohm Pharma, Darmstadt, Némecko) . RovnéZz lze
pouzit materidly na bazi azlakton® (3M, St. Paul, Minn,
USA) . zvlasté vyhodnym materidlem je agaréza nebo sefardza.
Tyto materidly Jsou komerdn& dostupné, nap¥iklad od

spole&nosti Sigma, St. Louis.
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U vyhodného provedeni se zplsob podle vyndlezu provadi
za pou¥iti &&sticového chromatografického materidlu nebo
materidlu, ktery mid formu monolitického Dbloku. Casticovy
material 1lze suspendovat ve vhodném médiu a vyslednou
suspenzi lze pouZit nap¥iklad v chromatografické koloné.
Nicmén& zpusob podle vyndlezu lze rovnéz provadét ve
vedzce. DAale 1lze pouZit polymery ve form& gasticového

materidlu nebo rovn&¥ ve form& membran.

Kyselina tranexamovid je vézana na nosi& vyhodné& pYes
linker, zejména bifunk&ni linker, mezi nosifem a kyselinou
tranexamovou. Pokud se pou¥ije bifunkdni linker, potom miZe
byt zvolen z mnoZiny sestavajici z noside aktivovaného
N-hydroxysukcinimidem, DAPA, CNBr, epoOxXy, diaminodi-
propylaminem (DADPA) , 1, 6-di-aminohexanem, kyselinou
sukcinovou, 1,3-diamino-2-propanolem, ethylendiaminem
(EDA), TNB, pyridyldisulfidem, jodacetamidem, maleimidem

nebo jejich kombinaci.

Nosid& pro provad&ni zplusobu podle vynélezu je vyhodné
modifikovan  zbytkem, ktery reaguje s primdrni nebo

sekunddrni aminoskupinou.

Podle zplsobu podle vyndlezu se smés inkubuije s
nosiem po dostatednou d&asovou periodu a po uvedeni smési
do kontaktu s nosifem, na kterém je navézéna kyselina
tranexamovid, eluuje neutrdlnim vodnym roztokem obsahujicim
sodné soli, vépenaté soli a pufrové soli. Néasledn& lze
plasmin nebo plasmin(ogen) eluovat vodnym  roztokem
obsahujicim dostatedné mnozstvi lysinu nebo jeho
ekvivalentu, ktery konkuruje kovalentn& navazané kyseliné

tranexamoveé.
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predm&tem vynadlezu je smés odvozenad z ptirodnich
zdrojli, kterd je v podstaté prosta plasmin(ogenu) a

plasminu.

Sm&si podle vyndlezu je zejména krev, krevni derivat

nebo krevni frakce a kryoprecipitét.

Krevnim derivitem podle vyndlezu je zejména z plasmy
odvozeny faktor sréZlivosti krve nebo sm&s faktoru
sréd¥livosti krve, jakymi jsou nap¥iklad FVIII, FIX,
fibrinogen, fibronektin, a;-antitrypsin, antithrombin III,

von Willebrandtv faktor, albumin, imunoglobulin.

pP¥edmétem vyndlezu je ddle nosi& majici na sobé&
kovalentn& navézanou kyselinu tranexamovou. Nosifem podle
vyndlezu je vyhodn& chromatograficky materidl, vyhodnéji
hydrofilni chromatograficky materidl, jakym Jsou napriklad
dextrany nebo vyfe zmin&ny organicky umele p¥ipraveny
polymer. Zv1ast& vghodnym nosilem Jsou agarbza nebo

sefardza, na kterych je navazéna kyselina tranexamova.

Chromatograficky materidl, ktery tvo¥i nosid, miZe mit
formu Sasticového materidlu nebo monolitického bloku. Druhy
jmenovany Jje popsédn v Hermanson G.T., Mallia A.K. a
Smith P.K. 1992 ,Immobilization Affinity Ligand Techniques™®
str. 454, Academic Press, Inc. San Diego, USA, jehoZ obsah

je zde uveden formou odkazu.

U dal&iho vyhodného provedeni podle vyndlezu je
kyselina tranexamovd véazadna na nosic p¥es linker mezi
nosi%em a kyselinou tranexamovou. Je vyhodné, pokud nosié
nemé funk&ni skupiny, které jsou schopné kovalentn& vazat
kyselinu tranexamovou. Potom se nosid nejprve
funkcionalizuje a nésledné uvede do reakce s linkerem,

ktery je schopen vézat kyselinu tranexamovou. Ramena neboli

»e00
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Yetdzce distan®niho &lenu jsou molekulami s nizkou
molekulovou hmotnosti, které se pouZiji Jjako vmeze¥ené
linkery mezi nosi%em nebo matrici a afinitnim ligandem,
kterym je podle vynalezu aminokyselina majici rigidni
strukturu, prigemZ aminoskupina je o 0,6 nm aZz 0,7 nm
odsazena od karboxylové skupiny. Pro snadné navazéni na
ligand a nosi& obsahuji distan&ni &leny vyhodn& dvé funkéni
skupiny na obou koncich. Distan®nim &lenem je =zpravidla
uhlovodikova sloudenina majici na svych koncich dvé& funkéni
skupiny. Jeden ze dvou koncu se kovalentnd navaZe za
pou?iti konven&nich nebo o sob& znamych reakci na matrici.
Druhy konec se kovalentné navd¥e na ligand za pouZiti

daldiho vazebného postupu.

Vyhodné Jje linkerem bifunk®ni 1linker, jakym Je
nap¥iklad nosi& aktivovany N-hydroxysukcinimidem, DAPA,
CNBr, epoxy, diaminodipropylaminem (DADPA), 1,6-diamino-
hexanem, kyselinou sukcinovou, 1,3-diamino-2-propanolem,
ethylendiaminem (EDA), TNB, pyridyldisulfidem, jodacet-

amidem, maleimidem nebo jejich kombinaci.

vzhledem ke komer&ni dostupnosti celé fady funkciona-
lizovédnych nosi&t miZe byt vyhodné pouzit 3jako vychozi
produkt nosig&, ktery je modifikovén zbytkem, ktery reaguje

s primdrnimi nebo sekundarnimi aminoskupinami .

ZpGsob podle vyndlezu je dadle podrobn&ji popsén na
prikladech pripravy Vv podstat& plasmin(ogenu) prostého
kryoprecipitdtu, ktery mi¥e byt vychozim materidlem pro

celou ¥adu produktd odvozenych z krve.

Kryoprecipitdt se podrobi afinitni chromatografii s

imobilizovanym ligandem, &imZz se ziska adsorbovanéd frakce a

.9
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neadsorbované frakce. Latka, kterou lze eluovat z

adsorbované frakce, je plasmin(ogen) .

Imobilizovanym ligandem mi%e byt libovolny analog,
ktery miZe reagovat S lysinovymi  vazebnymi  misty
plasmin (ogenu) . Zpusob pE¥ipravy imobilizovanych ligandd,
které 1lze pou¥it podle vyndlezu, bude popsédn niZe.
Nasledujici p¥iklady maji pouze ilustrativni charakter a
nikterak neomezuji rozsah vyndlezu, ktery je jednoznadlné

vymezen p¥iloZenymi naroky.

P¥iklady provedeni vynélezu

Priklad 1

Imobilizace rtznych ligandd na bézi g-~aminokarboxylové

kyseliny

7a tG&elem hodnoceni odstrafiovdni plasmin(ogenu) =z
roztokt odvozenych z plasmy byla bud p¥ipravena, nebo
zakoupena ¥Yada ligandld (pokud jsou komer&né& dostupné) na
bazi e-aminokarboxylové kyseliny v kombinaci s rhznymi
distan®nimi &leny v n&kolika prysky¥icich. Nésledujici
tabulka sumarizuje vSechny studované kombinace (&isla pod
prysky¥icemi se tykaji odstavce, ve kterém je syntéza

konkrétni kombinace popséna) .
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Tabulka 1
Ligand i
g L . Kyselina Kyse}lna .
p-Benzamidin Arginin .| €-amino- | Lysin
tranexamova -
Linker hexanova
Kyselina P
N-hydroxy- Sefaii?a 4B
sukcinova
Agardza 4 % |Agardza 4 % |Agardza 4 %
DADPA
(2) (3) (4)
Sefardéza 4B |Sefardza 4B
CNBx
(5) (6)
Sefardza 6B |Sefardza 6B|Sefardza 6B Ceramic
HpoRy (10) (7) (8) Hyper
DF (9)
1) N-Hydroxysukcinimidester kyseliny e -aminohexanové

sefardza 4B se zakoupila u spolelnosti Sigma.

2) Vyroba p-aminobenzamidinu agardzy 4 %

Nasledujici postup se pouzil pro imobilizaci
diaminodipropylaminu (DADPA) na agardze 4 % (Pierce),
reakce se provadé&la na gelu aminem zakondeného distandniho

glenu, ktery se néasledné& modifikoval anhydridem.

25 ml DADPA-Agardzového gelu se propléachlo
purifikovanou vodou a nédsledn& se gel suspendoval ve
stejném objemu purifikované vody. Suspenzni smés se
pozvolna michala 1 h p¥i teploté mistnosti a b&hem této
doby se pfidalo 2,5 g anhydridu kyseliny sukcinové. Na
konci michdni se sukcinylovany gel postupné proplachl
purifikovanou vodou, 1M NaCl a opét purifikovanou vodou, s

cilem odstranit p¥ebytek nezreagované kyseliny sukcinové.
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Negativni test s TNBS (Sigma) naznalil, Ze veSkeré

aminy DADPA byly Usp&En& blokovény kyselinou sukcinovou.

Imobilizovany sukcinilovany DADPA se propléchl 250 ml
purifikované vody, potom se p¥ebytek vody odsal a mokry
kold® se premistil do 500ml k&dinky. Gel se resuspendoval
ve 25 ml 0,1M MES pufru s pH hodnotou 4,7 a zatimco se
pozvolna michal, p¥idalo se 0,25 g p-aminobenzamidinu
(sigma) a 0,75 g EDC (Pierce). Po dobu 1 h se pH hodnota
reakdni sm&si udrovala na 4,7 kontinudlnim p¥idadvanim 0,5M
NaOH. Reak&ni sm&s se nésledn& nechala stat pfes noc pZi

teplot& mistnosti a za kontinu&dlniho pomalého michani.

Gel se postupn& propléchl 0,5 1 kaZdé z nésledujicich
latek: purifikovanou vodou, 0,1M octanem sodnym s hodnotou
pH 4,7, 0,5M hydrogenuhliditanem sodnym a purifikovanou

vodou.

Imobilizovany p-aminobenzamidin se skladoval aZz do

niasledného pouZiti v 0,02% azidu sodném p¥i 4 °C.

o°

3) Arginin-agardza 4

Syntéza arginin-agardzy 4 % se vyhodné provadéla vyse
popsanym postupem pro p¥ipravu p-aminobenzamidin-agardzy

4 % (viz 2)).

4) Kyselina tranexamovd (TEA)-agardza 4 %

Syntéza kyseliny tranexamové (TEA) -~agardzy 4 % se
vyhodn& provadd&€la vySe popsanym postupem Dpro p¥ipravu

p-aminobenzamidin-agardézy 4 % (viz 2).
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5) Arginin-sefardza 4B

Pro imobilizaci argininu nebo kyseliny tranexamové na
CNBr-sefardze 4B (Pharmacia) jako distandnim gelu se pouZil
nasledujici postup. Syntézy dvou ligandd p¥i dvou riznych
koncentracich (10 mmol/ml nebo 0,01 mmol/ml suchého gelu)
byly podobné, 3jak Jje zmin€no v tomto a nasledujicim

odstavci (5 a 6).

2,5 g CNBr-Aktivované sefardzy 4B se suspendovalo Vv
50 ml 1mM HCl. Gel se nechal 10 min bobptnat p¥i teploté
mistnosti a potom se 15 min proplachoval 500 ml 1mM HCl na

sklen&né frité.

Arginin se rozpustil ve 12,5 ml vazebného pufru, 0,1M
NaHCO; s pH hodnotou 8,3, ktery obsahoval 0,5M NaCl.
Vazebny roztok obsahujici ligand se v um&lohmotné zkumavce
smisil s gelem a tato zkumavka se nésledn& udrZovala pres

noc p¥i 4 °C za soudasného prot¥epavani nakléanénim.

Na konci inkubace se z této sm&si vyplachl pIebytek
ligandu desetin&sobnym objemem vazebného pufru, vztaZeno k
objemu gelu, p¥es sklené&nou fritu. Proteinovy roztok se ve
t¥ech cyklech propléchl 50 ml pufru pZ¥i st¥idajicich se pH
hodnotach (0,1M acetdtovy pufr s pH hodnotou 4 obsahujici
0,5M NaCl a néasledn& 0,1M Tris-HCl pufr s pH hodnotou 8
obsahujici 0,5M NaCl). Imobilizovana arginin-sefardza 4B se
skladovala a¥ do nésledného pouZiti v 0,02% azidu sodném

pri 4 °C.

6) Kyselina tranexamovd (TEA)-sefardza 4B

Tato syntéza se provéd&la vySe popsanym postupem pro

arginin-sefardzu 4B (viz odstavec 5).
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7) Arginin-sefardza 6B

Arginin se ve dvou ruznych koncentracich (2 mmol nebo
0,2 mmol/ml suchého gelu) navazal na komeréné dostupnou
imobilizovanou epoxy-sefardzou 6B (Pharmacia) nadsledujicim

postupem:

2,5 g Epoxy-aktivované sefarbzy 6B se suspendovalo ve
200 ml purifikované vody. Gel se nechal p¥ibliZné 5 min
bobtnat p¥i teplot& mistnosti a nésledné se 1h
proplachoval 500 ml purifikované vody p¥idavané v

alikvotnich podilech p¥es sklenénou fritu.

20 ml Vazebného pufru (0,1M NaHCO; s pH hodnotou 9,3 a
0,5M NaCl) a zbobtnaly gel se nalilo do dvou zkumavek
obsahujicich arginin. Smé&si se misily v um&lohmotné

zkumavce pres noc p¥i teplot mistnosti.

Na konci inkubace se =ze smé&si vyplachl p¥ebytek
ligandu p&tindsobnym objemem vazebného &inidla, vztaZeno k
objemu gelu, p¥es sklenénou fritu. Produkt se propléachl ve
t¥ech cyklech s m&nici se pH hodnotou (0,1M acetétovy pufr
s pH hodnotou 4,0 a 0,5M NaC pufr a niasledny pruplach 0,1M
Tris-HC1 pufrem s pH hodnotou 8 a 0,5M NaCl). Imobilizovana
arginin-sefaréza 6B se skladovala a? do nésledného pouZiti

v 0,02% azidu sodném p¥i 4 °C.

8) Kyselina tranexamovd (TEA)-sefarbza 6B

Tato syntéza se vyhodn& provadéla vySe popsanym

postupem pro arginin-sefardzu 6B (viz odstavec 7).
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9) L-Lysin epoxy-aktivovany Ceramic Hyper DF Hydrogel se

zakoupil od spole&nosti Sigma.

10) p-Aminobenzamidin kovalentné navazany na sefardze 6B se

zakoupil od spole&nosti Pharmacia.

P¥iklad 2

Sledovani raznych prysky¥ic pouZitych pti afinitni

chromatografii p¥i odstraiiovani plasmin (ogenu)

Pro nasledujici studii se pouZil kryoprecipitat lidské
plasmy obsahujici 1 IU/ml plasmin(ogenu) a 50 mg/ml

fibrinogenu.

Alikvotni podily  zamrazeného kryoprecipitdtu se
nechaly roztdt p¥i 37 °C a dialyzovaly proti pufru BNl
(0,12 M NaCl, 10 mM Tri Na-citrat, 1 mM CaCl, p¥i pH
hodnot& 7,0). Tento proteinovy roztok se prefiltroval p¥es
filtr majici hloubku 5 um, &imZ se ziskal giry roztok. 5ml
Védlec injek®ni st¥ikadky o pruméru 8,36 mm se naplnil
1,5 ml (objem za mokra) nésledujicich afinitnich prysky¥ic
popsanych v p¥ikladu 1: imobilizovana kyselina e€-amino-
hexanovd (sefardza 4B vyuZivajici CNBr jako distandtni
%len), imobilizovany p-aminobenzamidin/arginin/TEA (agardza
4 % pou¥ivajici DADPA jako distancni &len), imobilizovany
arginin/TEA (sefardza 4B pouZivajici CNBr jako distandni
%len), imobilizovany arginin/TEA (sefardza 6B pouZivajici
epoxy jako distandni clen) a imobilizovany L-lysin (Ceramic
Hyper DF Hydrogel pouZivajici epoxy jako distan&ni &len).
Gelovd népli se optimalizovala nasledujicim postupem:

gelovd népli#i se propléchla <&tyfmi objemy i) purifikované
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vody, ii) 1 M NaCl, iii) purifikované vody, iv) TLN 0,1
pufru (Tris 0,05 M lysin 0,02 M, 0,1 M NaCl, pH hodnota
9,0), v) TLN 1 pufru (Tris 0,05 M, lysin 0,02 M a 1 M NaCl,
pH 9,0) a vi) purifikované vody. VS8echny vzorky,
koncentrace a pruplachové pufry se aplikovaly na valec
st¥ika®ky po 1 min odst¥edovani p¥i frekvenci otaceni
1000 min™* p¥i 25 °C. VyvaZeni se provedlo CtyImi objemy
BN1 a predfiltrovany zahuSt&ny kryoprecipitédt se nanesl na
prysky¥ici (2:1 obj./obj.) a tato smé€s se potom 1 h
inkubovala p¥i teplot& mistnosti. Alikvotni podily
nenavézanych ,spin“ priplacht se po kaZdém odst¥edovani
shroma¥dovaly v um&lohmotnych zkumavkédch. Pryskyfice se
proplédchla alespoifi 13 objemy kolony BN1 pufru az do
dosa¥eni 0.D.,g 0,02. Eluce plasmin(ogenu) se provadé&la za
pou¥iti TLN 1 pufru a ndslednym propléchnutim cty¥mi objemy
vrstvy 3 M NaCl. Minikolony se t&sné uzaviely a skladovaly

p¥i 4 °C.

Prysky¥ice, které b&hem procesu degradovaly nebo které
odstranily mén& ne¥ 50 % plasmin(ogenu), se ze studie brzy

vyloudily. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 2.
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Tabulka 2: Odstran&ni plasmin(ogenu) v navazaném materiélu

vyuZivajicim ruzné imobilizované ligandy BN1 pufrem

Imobilizované ligandy Odstran&ni plasmin(ogenu) (%)
Kyselina e-aminohexanova
vyu¥ivajici CNBr jako distandni 13,36
¢len
p-Aminobenzamidin vyuZivajici Zadné
DADPA jako distancni &len (kolona byla ucpand)

p-Aminobenzamidin vyuZivajici

epoxy jako distanéni &len 19,78

Arginin vyuZivajici DADPA jako

*
distandni &len 6,04

TEA (vysok& konc.) vyuZivajici 0
CNBr jako distandni c¢len

TEA (nizka konc.) vyuZivajici
CNBr jako distan¢ni &len

Arginin (nizk& konc.)
vyuzivajici CNBx jako distandéni 23,25
Clen

Arginin (nizk& konc.)
vyufivajici epoxy jako distandni 0
Clen

Arginin (vysoké& konc.)
vyu¥ivajici epoxy jako distanéni 5,61
Slen

* Tento Gdaj je prim&rnou hodnotou t¥i mé¥eni

Vy%e uvedend tabulka ukazuje, Ye nejlep#i ligandy pro
odstrandni plasmin(ogenu) =z kryoprecipitadtu obsahovaly
afinitni gely, které byly dostatecné 'objemné proto, aby
odolaly sledu naneseni, priplachd a eluce bez zborceni nebo

gely, které zachytily vice ne¥ 50 % pouZitého fibrinogenu.

Tabulka 3 ukazuje jak G&innost ruznych typa geld p¥i
odstratiovdni plasmin(ogenu), tak Jejich G&innost p¥i

zachyceni fibrinogenu v zahudt&ném kryoprecipitétu.
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Reziduidlni plasmin(ogen) p¥itomny v kryoprecipitétu se
adsorboval prysky¥icemi, zatimco fibrinogen nikoliv, a tak
se ziskal vysledny  supernatant Vv podstat& prosty

plasmin (ogenu) .

Obsah fibrinogenu se m&¥il testem doby srdZlivosti,

zatimco obsah plasmin(ogenu) se mé¥il chromogennim testem.

Vypodtend mnoZstvi plasmin(ogenu) a fibrinogenu
izolovand z lysinovych geld slouZila jako zlaty standard
pro vSechny dalZ3i pouZité gelové ligandy. Vysledky obsaZené
v tabulce 2 naznaduji, ¥e pouze TEA 1ligandy s epoxy
distan®nim ¢lenem poskyﬁly vynikajici  vysledky p¥i
odstrafiovani plasmin(ogenu) a p¥i izolaci fibrinogenu (viz

tabulka 3).

Vysokéa koncentrace imobilizované TEA poskytla
vynikajici vysledky p¥i odstrané&ni plasmin (ogenu) a podobné
dobré vysledky p¥i izolaci fibrinogenu jako ligand navazany
na lysin: 89 % vs. 92 % pro izolaci fibrinogenu a 89 % vs.
56 $§ pro odstran&ni plasmin(ogenu) . U&innost  v8ech
ostatnich prysky¥ic, jak p¥i odstraiiovani plasmin (ogenu)

tak p¥i izolaci fibrinogenu byla mnohem niZsi.
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Tabulka 3: Souhrn dat ziskanych pro izolaci fibrinogenu a
odstranéni plasmin (ogenu) v navazaném materidlu

pouivajicim rizné imobilizované ligandy BN1 pufrem

Odstranéni
Imobilizované ligandy plasmin (ogenu) 1zolace
(%) fibrinogenu (%)
py81n Pouziyaqlgl epoxy . g%
jako distanéni clen
TEA pouZivajici DADP jako 49 84

distandni &len

TEA (nizkad konc.)
poufivajici epoxy Jjako 44,35 88,62
distandni &len

TEA (vysoka konc.)
pouZivajici epoxy jako 89 89
distanni &len

Arginin (vysoka konc.)
pouZivajici CNBr jako 91,26 49
distandni &len

* Tato hodnota je prim&rem t¥i méfeni

P¥iklad 3

vliv pufrového fosfdtu a BNI na profil afinitni

chromatografie lysinem a TEA-imobilizované pryskytice

Kryoprecipitit se oBet¥il hydroxidem hlinitym s cilem
adsorbovat faktory sré¥livosti z&vislé na vitaminu K a
nédsledné se 4 h  inkuboval se sm&si  detergentnich
rozpoust&del (SD-1 % Tri (n-butyl) fosfét, 1 % Triton X-100)
p¥i 30 °C, &¢im% se inaktivovaly viry s lipidovou obalkou.
oD Reak®ni &inidla se odstranila extrakci ricinovym olejem
a hydrofobni interakéni chromatogfafii a pripravek se
nisledn® pasterizoval (10 h p¥i 60 °oC) v p¥itomnosti

sacharézy a glycinu jako stabilizéatoru.
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Po pasterizaci se sacharéza a glycin odstranily
diafiltraci. P¥ed sterilni filtraci se ptfidala kyselina
tranexamovad (TEA) a arginin hydrochlorid jako stabilizadni
%inidla. Alikvotni podily stabilizovaného produktu se

udr¥ovaly a¥ do svého pouZiti p¥i -30 °C.

Alikvotni podily zamrazeného viroveé inaktivovaného
kryoprecipitdtu se nechaly roztdt p¥i 37 °C a dialyzovaly
proti pufru BNl (pufr byl tvo¥en 0,12 M NacCl, 0,01 M Tri
Na-citrdt, 1 mM CaCl; p¥i pH hodnot& 7,0) nebo alternativné
proti 25 mM fosfatového pufru. Druhy zmillovany roztok se
ptefiltroval ptes filtr s hloubkou 5 pm a poskytl <J&iry

roztok.

Kolona o prum&ru 10 mm (Biorad, USA) se naplnila 6 ml
(objem za mokra) imobilizované TEA (TEA sefardza 6B) nebo
imobilizovaného 1lysinu (Ceramic Hyper DF/sefardza 4B) a
proplachla &ty¥mi objemy kaZdého z nasledujicich roztokl v
daném po¥adi: i) purifikovand voda, ii) 1M Nacl, iii)
purifikovand voda, iv) TLN 0,1 pufr (0,1 M NaCl, lysin
0,02 M, Tris 0,05 M p¥i pH hodnot& 9,0), v) TLN 1 pufr (1 M
NaCl, lysin 0,02 M, Tris 0,05 M p¥i pH hodnoté& 9) a vi)
purifikovand voda. Rovnovéhy se dogdhlo pouZitim d&ty¥
objemi BN1 nebo alternativné fosfatového pufru.
prefiltrovany kryoprecipitat se zavadél do kolony rychlosti
100 pl/min.

Vzorky nenavéazaného materidlu se jimaly do
um&lohmotnych zkumavek a pryskyfice se proplédchla 16 objemy
kolony BN1 pufru nebo fosfatového pufru. Eluce
plasmin(ogenu) se provdd&la za pouziti TLN 1 pufru a za
nisledného propléchnuti &ty¥mi objemy 3M roztoku NaCl,
ty¥mi objemy purifikované vody a Gty¥mi objemy 25% roztoku

ethanolu obohaceného 1 M NaCl.



01-2465-03-Ce .

26

Tabulka 4 ilustruje G¢innost pri odstrafiovani

plasmin(ogenu) rlznymi druhy pryskyfic a Gd&innost pfi

izolaci fibrinogenu. Obsah fibrinogenu se m&€Fil testem doby

sréd¥livosti (Clausstv test), zatimco obsah plasmin(ogenu)

se m&¥il chromogennim testem.

Porovnani raznych prysky¥ic naznalilo, Ze pokud se
pou¥ije BN1 pufr, potom dochdzi k zachyceni 95,4 % aZ
96,4 % obsahu fibrinogenu v nenavédzaném piku. Naopak, pokud
se pouZije fosfatovy pufr, potom je mnoZstvi izolovaného
fibrinogenu nizké. P¥ekvapivé se zjistilo, Ze pouze
imobilizovand TEA prysky¥ice umo¥ftuje jak vysoké odstranéni

plasmin(ogenu), tak vysokou izolaci fibrinogenu.

Vysledky ziskané p¥i pouZiti lysinové prysky¥ice
rovn&¥ demonstruji zvySeni G&innosti p¥i pouZiti BN1 pufru

v porovnédni s fosfatovym pufrem.

Tabulka 4: Souhrn dat ziskanych p¥i testovédni izolace
fibrinogenu a plasmin(ogenu) =za pouZziti imobilizovanych

prysky¥ic a bud BN1 pufru, nebo fosfatového pufru

Imobilizované ligandy Odstraneni Izolace

plasmin(ogenu) (%) |fibrinogenu (%)

TEA (vysok& konc.) epoxy + BN1

bufr 77,1 96,4
Lysin-epoxy + BNl pufr 68,87 95,4
Lysin-epoxy + fosfatovy pufr 100 66,9
Lysin CNBr + BN1 pufr 62,5 121,8

ysin CNBr + fosféatovy pufr 100 62,2
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P¥iklad 4

Alikvotni podily zamrazeného +virové inaktivovaného
kryoprecipitédtu se nechaly roztdt p¥i 37 °C a dialyzovaly
proti pufru BN1 (0,12 M NaCl, 0,01 M Tri Na-citrét, 1 mM
CaCl, p¥i pH hodnot& 7,0) nebo alternativné& proti 25 mM
fosfatového pufru. Druhy jmenovany roztok se p¥efiltroval
p¥es filtr o hloubce 5 um, s cilem odstranit nerozpustné

latky.

Kolona o praméru 26 mm (Pharmacia, Svédsko) se
naplnila 50 ml (objem =za mokra) imobilizované TEA (TEA
sefaréza 6B) a propléchla &ty¥mi objemy purifikované vody a
stejnym objemem TLN 0,1 pufru (0,1 M NaCl, 1lysin 0,02 M,
Tris 0,05 M p¥i pH hodnot& 9,0), TLN 1 pufru (1 M NaCl,
lysin 0,02 M, Tris 0,05 M p¥i pH hodnot& 9) a purifikované
vody. Rovnovdhy se dosdhlo &tyfmi objemy BN1 pufru (NaCl,
Tri Na-citrat, CaCl, p¥i pH hodnot& 7,0) a p¥efiltrovany
BAC se vedl kolonou rychlosti 700 pl/ml.

Vzorky nenavadzaného materidlu se jimaly do umé&lohmotné
nédoby a prysky¥ice se propldchla alespoil t¥emi objemy BN1
pufru, vztaZeno k objemu gelu. Eluce plasmin (ogenu) se
provdd&la za pouZiti TLN 1 pufru a nésledného proplachnuti

3 M NaCl.

Nenavazané frakce ziskané ve dvou b&zich se sloulily a
udr¥ovaly p¥i 4 °C aZ do zahuSté&ni. Nakonec se BAC zahustil
p¥ibli¥n& na svij plvodni objem diafiltraci =za pouziti
membrany 100 ,cut-off“ a proti pufru Bl (glycin, NaCl, Tri
Na-citrdt, CaCl, p¥i pH hodnoté& 7) a néslednou filtraci

[+)

p¥es 0,45um filtr. Do filtrédtu se pridala 2 % argininu.
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Pro d%ely stabilizadnich testd se vysledny produkt

sterilnd p¥efiltroval p¥es 0,2um filtr.

Jak naznaduje tabulka 5, pouZiti vé&t3i a delZi kolony
zvy$ilo G&innost TEA ligandu tak, Ye sge izolovalo 100 %
fibrinogenu a mnoZstvi odstran&ného plasmin (ogenu) bylo
ni%si neZ mnoZstvi plasmin (ogenu) detekovatelné

chromogennim testem.

Porovnadni produktu p¥ed a po diafiltraci odhalilo
strdtu 33 % obsahu fibrinogenu. Tento jev lze vysvétlit
technickymi problémy, které se objevuji pouze v
laboratornim m&¥itku. Imobilizovand TEA prysky¥ice poskytla
nepochybn& vynikajici vysledky Jjak p¥i odstraifiovani

plasmin (ogenu) , tak p¥i izolaci fibrinogenu.

Tabulka 5: Souhrn dat ziskanych p¥i testovani fibrinogenu a
plasmin(ogenu) izolovanych v nenavazaném piku (kaZda

hodnota je prim&rem dvou m&¥eni)

eosece

(X

Vzorek Izolace Izolace
fibrinogenu (%) |plasmin(cgenu) (%)
Po naplnéni 100 0
Po napln&ni a diafiltraci 66,2 0*
* Izolace plasmin(ogehu) Po 3, 7Tndsobném zahusdténi

slou&enych vzorkl

¥4dna reziduidlni TEA nebyla nalezena ani v eluovaném
proteinovém roztoku ani Vv zahudt&ném ultrafiltrovaném
produktu. Analyza rezidudlni koncentrace kyseliny

tranexamové se provaddéla pomoci HPLC.

Za pouZiti stejné prysky¥ice a vy&e popsanych podminek

(p¥iklad 4) se provedly <Cty¥i dalgi b&hy odstratiovani

plasmin(ogenu) . Obecné lze ¥ici, Ye vysledky dosaZené u

XY ]
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véech testovanych vzorkt byly podobné prvnim ziskanym a

vySe diskutovanym vysledkum.

¥4dnd reziduidlni TEA nebyla nalezena ani v eluovaném
proteinovém roztoku ani v zahu&té&ném ultrafiltrovaném
produktu. Analyza rezidudlni koncentrace kyseliny

tranexamové se provad&la pomoci HPLC.

P¥i testovani na krysim modelu nebyly u prouzki p¥ed
odstran&nim plasmin(ogenu) ani po jeho odstranéni

pozorovany zadné adheze.

U kryoprecipitatu se p¥ed a po odstranéni
plasmin(ogenu) ur&ovala degradace za inkubace p¥i teploté
mistnosti. Udaje uvad&jici procenta sraZlivych proteind

(pomoci UV absorbance) na ruznych vzorcich uvadi tabulka 6.

Tabulka 6: Procento sra¥livého proteinu po inkubaci dvojité
virové inaktivovaného zahuft&ného kryoprecipitétu p¥ed a po
odstran&ni plasmin(ogenu) epoxy sefardzou 6B ligovanou na

kyselin& tranexamové p¥i teplot& mistnosti

Inkubadni doba (tydny)

0 1 2 3 4 5 6

P¥ed o8et¥enim 62,91 0 0 0 0 0 0

Po ofet¥eni 73,44 70,80 68,24 65,69 63,69 63,84 62,46

Testy stability se provadély za pouZiti prouzkl
p¥ipravenych 2z kryoprecipitatu pted a po odstranéni
plasmin (ogenu), které se inkubovaly p¥i 37 °C v p¥itomnosti
pufru. Tyto prouZfky se oSetfily p¥iddnim nebo vypusténim
glycinu a/nebo argininu. Vysledky jsou shrnuty v niZe

uvedené tabulce 7.
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doba u prou¥ktl p¥ed a po odstranéni

Formulace Degradadni doba prouZku (dny)

0 1 2 3 4 5 6
P¥ed oSet¥enim +++
P¥ed ofet¥enim +4+ - - - - - -
+ 2% arginin
Pted oBet¥enim
+ 2% arginin +4++ - - - - - -
+ 1% glycin
Po oSet¥eni 44+ 4+ +4+ F4++ | A+ | +++ -
Po oSet¥eni
+ 2°% arginin +++ +++ +++ +4+ +4++ +++ -
+ 1 % glycin

+++ Tato data znamenaji existenci prouzku

- Tato data znamenaji

1. Studie popsané v

degradaci prouZku

nasledujicich p¥ikladech se provadély

na kryo-deficitni sloulené Cerstvé zamraZené plasmé

odebrané normélnim zdravym darcim. V disledku vysoké

koncentrace antiplasminu a malého mnoZstvi plasminu u

normalnich zdravych dérct (1) nelze plasmin detekovat

pomoci funk&niho (chromogenniho) testu (Schreiber

A.D., Kaplan A.P., Austen K.F. Plasma inhibitors of

the components of the fibrinolytic pathway, man. J.

Clin. Invest b52:

atr. 1394 a¥ 1401, 1973). Je moZné

demonstrovat odstrandni, purifikaci a izolaci plasminu

vzork® plasmy zdravého dérce z TEA prysky¥fice. Nicméné

komer&ni ELISA kit pro detekci velmi nizkych mnoZstvi

Glu-plasmin(ogenu) a, jak se zjistilo v p¥edchaze-

jicich studiich,

i TEA prysky¥ice mé& stejnou afinitu

pro ob& formy plasmin(ogenu), a stejn& tak pro plasmin

(XX X2
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(Fredenburgh J.P., Nesheim M.E. Lys-plasmin(ogen) is a
significant itermediate in the activation of Glu-
plasmin(ogen) during fibrinolysis in vitro, J. Biol.
Chem. 267, str. 26150 aZ 26156, 1992 a Miyashita C.,
Wenzel E., Heiden M. Plasmin (ogen) : a Dbrief
introduction into ist Dbiochemistry and function,

Haemostasis 1: str. 7 aZ 13, 1988.)

2. M&¥eni Glu-plasmin(ogenu) lze tedy pouZit jako

indikator celkového mno¥stvi plasmin(ogenu) v plasmé.

P¥iklad 5
Chromatograficky krok

Tyto studie se provadély ve snaze stanovit uGd¢innost
imobilizované TEA na sefardze 4FF p¥i  odstrafiovéni
plasmin(ogenu) 2z kryo-deficitni Cerstvé zamraZené plasmy
(FFP) obsahujici 1 IU/ml plasmin(ogenu) . Alikvotni podily
kryo-deficitni Zerstvé zamraZené plasmy se nechaly roztéat
p¥i 37 °C a filtrovaly p¥es filtr majici hloubku 3 pm ve

snaze odstranit nerozpustné proteiny.

Kolona o prim&ru 10 mm (Pharmacia, Svédsko) se
naplnila 2 ml (objem =za mokra) imobilizované TEA a
proplachla <&ty¥mi objemy purifikované vody a stejnym
objemem TLN-0,1 pufru (0,1M NaCl, lysin 0,02M, Tris 0,05M
p¥i pH hodnoté 9,0), TLN-1 pufru (1M NaCl, lysin 0,02M,
Trigs 0,05M p¥i pH hodnot& 9,0) a purifikované wvody.
Rovnovdha se vytvorila pouZitim d&ty¥ objem BN1 pufru
(0,12M NaCl, 0,01M Tri Na-citradt, 1mM CaCl, p¥i pH hodnoté

7,0) a p¥efiltrovana plasma (p¥ibliZné 20 IU




01-2465-03-Ce s et e

32

plasmin(ogenu)) se vedla skrze kolonu p¥i rychlosti

1 ml/min.

Protékajici materidl se jimal a zamrazil v umé&lohmotné
lahvi a prysky¥ice se proplachla alespoti t¥emi objemy BN1
pufru, vztaZeno k objemu kolony. K eluci plasmin(ogenu) se
pou¥il TILN-1 pufr a néasledny priplach p¥ibliZn& t¥emi
objemy 3M NaCl-roztoku, dvé&ma objemy purifikované vody a
dv&ma objemy 20 % ethanolu + 1 M NaCl (metoda 1). U druhé
metody (metoda 2)se pou¥il stejny postup jako v pI¥ipadé&
metody 1, ale doplnil se dal$im pruplachem 3 M NaCl, ktery

predchéazel eluci plasmin(ogenu) .

Analytické testy

Test detekce Glu-plasmin(ogenu)

Imunclone Glu-plasmin(ogen) ELISA kit (American
Diagnostica, Greenwich, CT, UsAa) , pouzity v téchto
experimentech, je enzym véZici sendvidovy imunotest

specificky pro detekci p¥irozenych hladin  lidského
Glu-plasmin(ogenu) . Kvantitativni mezni hodnota tohoto
testu (podle nejnizsi standardni kalibradni k¥ivky) v

plasm& nebo v derivatech plasmy je 0,063 pg/ml.

Aktivita plasminu

Fibrinolyticky test se provaddél s cilem semi-
kvantifikovat aktivitu plasminu v eludtech. Struén& ¥edeno,
plasmin(ogenu) prosty fibrinogen (Enzyme Research) se
inkuboval & ruznymi koncentracemi normélni odebrané plasmy

(Unicalibrator, Stago) nebo purifikovaného plasmin(ogenu)
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eluovaného =z afinitnich kolon v p¥itomnosti p¥ebytku
streptokindzy. Cas, po kterém byla degradace sraZeniny
kompletni, se =zaznamenal a porovnal s dasem kompletni

degradace sraZeniny vzorku.

Ureni proteinu

Celkovy protein se testoval za pouZiti Bradfordovy
metody (Bradford M.M. A rapid and sensitive method for
quantitation of microgram quantities of protein utilizing
the principle of protein-dye binding, Anal. Biochem. 72:
str. 248 aZ 254, 1976). Tabulky 8a a 8b ukazuji vysledky
chromatografického odstranéni a purifikace
Glu-plasmin(ogenu) TEA ligandem. Tabulka 8a shrnuje ziskané
vysledky tykajici se purifikace plasmin(ogenu). Tato
tabulka ukazuje, ¥e metoda 2 m& o n&co lep8i vysledky p¥i
purifikaci plasmin(ogenu) neZ metoda 1 p¥i 567nésobné
purifikaci a vyt&%ku 91,6 %. Tabulka 8b ukazuje, Ze se z
nenavazané frakce odstranilo pramérné 99,5 %
plasmin (ogenu), co¥ v&tZinou odpovidad mnoZstvi izolovanému

v eluatu (tabulka 8a).
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Tabulka 8a: Vliv daldiho pruplachu TEA pryskyY¥ice 3M
chloridem sodnym (metoda 1 vs. metoda 2) na specifickou

aktivitu, purifikaci a izolaci plasmin(ogenu) z plasmy

Metoda 1 |Metoda 1|Metoda 2 | Metoda 2
Frakce vychozi | b ae | WOROZL | by ae

materidl material
Objem (ml) 40 13,2 40 20
Protein (n‘g/ml) 46,96 0,291 55,41 0,180
Glu-plasmin (ogen) 65,4 18,2 78,0 142,09
Plasmin(ogen) (IU/ml) neprovadéno ~0,5 ~1
Specifickd aktivitalmg 0,0014 | 0,625 | 0,0014| 0,794
plasmin (ogenu) /mg proteinu)

Purifikadni faktor 446 567

Izolace plasmin (ogenu) 91,8 91,6

Tabulka 8b: Odstran&ni plasmin(ogenu) 2z plasmy (primér

vysledkd pro dvé metody) *

Chromato- . . Odstranéni
. . |Glu-plasmin (ogen) Objem .
Metoda graficka (ortmir Jril) (ortmdr, ml) plasmin (ogenu)
frakce prumer, Hg prumer, (%)
1 & 2* | Plasma 71,7 40,0
Nenavazana 0,18 83,5 99,5
frakce

* Metody 1 a 2 jsou identické a zahrnuji jima&ni nenavéazané
(protékajici) frakce.
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P¥iklad 6

Vliv chromatografickych podminek na G¢innost imo-
bilizovaného-lysinového 1ligandu p¥i afinitni purifikaci

plasmin (ogenu)
Chromatograficky krok

Afinitni purifikace pouZivajici prysky¥ici s
imobilizovanym-lysinovym ligandem se testovala za pouZiti
dvou komer&n& dostupnych lysinovych pryskyfic. PouZila se
chromatografickd metoda zdokumentovana v literatu¥e (viz
Robbins K.C., Summaria L. Plasmin(ogen) and Plasmin.
Methods Enzymol. 45: str. 257 aZ 273, 1976., Dro nizZe
popsanou metodu 2) a rovnéZ metoda, kterd byla vyvinuta v

laborato¥i vyndlezct (ni%e popsand metoda 1).

Do kolon o pram&ru 10 mm (Pharmacia, Svédsko) se
umistily dv& imobilizované lysinové prysky¥ice (Ceramic
Hyper DF vyrédbé&na spolednosti Biosepra a sefardza 4B
vyrab&nd spolelnosti Pharmacia). Ka¥dad kolona obsahovala

2 ml (objem za mokra) pryskyFfice.

Alikvotni podily kryo-deficitni derstvé zamrazené
plasmy se nechaly roztdt p¥i 37 °C a prefiltrovaly pfes

filtr majici hloubku 3 um za vzniku &irého roztoku.

Chromatograficky krok se provad&€l za pouZiti jedné z

nésledujicich metod.

Metoda 1

Kolona se proplachla d&tyfmi objemy kazdého z

nédsledujicich roztokl: 1) purifikovanou  vodou, 2)
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TLN-0,1, 3) TLN-1 a 4) purifikovanou vodou. Rovniovdha se
vytvo¥ila pomoci &ty¥ objemd BNL1. Prefiltrovand plasma
(40 ml) se do kolony zavad&la rychlosti 1 ml/min. Vzorky
protékajiciho materidlu se jimaly do um&lohmotnych lahvi a
prysky¥ice se propléchla BNl pufrem. Eluce plasmin (ogenu)
se provad&la pomoci TLN-1 pufru a pomoci nésledného
priplachu 3 M NaCl roztokem, dvéma objemy purifikované vody

a dv&ma objemy 20 % ethanol + 1 M NaCl.

Metoda 2 (ref. 5)

Alikvotni podily kryo-deficitni <&erstvé zamrazené
plasmy (40 ml) se p¥efiltrovaly pres filtr majici hloubku
3 um. Do 40 ml p¥efiltrované plasmy se p¥idaly 4 ml 0,5M
Tris, 0,2M lysinu, 1M NaCl pufru p¥i pH hodnoté 9.

Kolona se proplachla &Sty¥mi objemy purifikované vody a
rovnovéhy se dosédhlo p¥idénim 0,1 M fosfatového pufru pfi
pH hodnot& 7,4. Nafedénd plasma protékala pryskytici
rychlosti 1 ml/min. Vzorky nenavizaného materidlu se jimaly
v um&lohmotnych lahvich a pryskyfice se proplachovala 0,1M
fosfatovym pufrem p¥i pH hodnoté& 7,4 aZ do okamZiku, kdy
absorbance vytékajiciho proudu p¥i 280 nm doséhla zdkladni
linie. Plasmin(ogen) se nésledn& eluoval 0,2M kyselinou
¢ -aminokapronovou rozpuit&nou v 0,1M fosfatovém pufru p¥i
pH hodnot& 7,4 a jimal do um&lohmotné nédoby. Po eluci
nédsledoval prtplach p¥ibliZn& dv&ma objemy 3M NaCl roztoku

a purifikované vody.

Tabulky 9a a 9b porovnédvaji odstranéni a purifikaci
plasmin(ogenu) pomoci dvou rlznych komer&n& dostupnych
imobilizovanych-lysinovych  pryskyfic a dvou riznych

purifikadnich metod. Adkoliv byl zjist&n relativné maly
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rozdil p¥i izolaci plasmin(ogenu) z eludtd (tabulka 9a), Jje
patrné, Ze p¥i pouZiti metody 2 a prysky¥ice Ceramic Hyper

v

DF se dosahlo mnohem vy33i purifikace plasmin(ogenu) .

Vysledky ukazuji, ze pouZiti prysky¥ice
Lys-Ceramic Hyper DF a chromatografické metody 2 poskytuje
444ndsobnou purifikaci. Navic vét&ina plasmin (ogenu) se
izolovala v pikovych frakcich (76,5 % v nenavazané frakci +
10,9 $ v eludtu a pouze p¥ibliZn€ 10 % zavedeného
plasmin(ogenu) nebylo =zapolteno). Nicmén& z nenavazané

. frakce se odstranilo pouze 23,5 % plasmin(ogenu) .

Tabulka 9a: Specifickd aktivita, purifika&ni faktor a
izolace plasmin(ogenu) z plasmy za pouZiti dvou raznych
komer&n& dostupnych imobilizovanych-lysinovych prysky¥ic a

dvou ruznych chromatografickych metod

Metoda 1 Metoda 2
Frakce Naplil Eluat N&plii Eluat
Ceramic | Sefardza Ceramic | Sefardza

Hyper DF 4B Hyper DF 4B
Objem (ml) 40 8,1 7,2 40 8,2 9,8
Protein (Ir‘g/ml) 55,94 0,347 0,345 | 60,05 0,0719 0,672
Glu-
~plasmin(ogen) 65,4 40,3 41,9 60,8 32,2 19,9
(pg/ml)
Specificka
aktivita (mg

, 0,0012| 0,116 0,121 | 0,001 0,444 0,030
plasmin (ogenu) /|

mg proteinu)

Purifikadni

faktor 97 101 444 30

Izolace (%) 12,5 11,6 10,9 8,2

LE X X J
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Tabulka 9b: Odstran&ni plasmin(ogenu) 2z nenavazanych pikl
pro obé& metody
Glu- Celkem | istransni
iz Chromato- . . Glu- .
Pouzita . 1. |Objem| -plasmin . plasmin
Metoda o graficka -plasmin
pryskytice (ml) (ogen) (ogenu)
frakce pg/ml (ogen) (%) *
(ng)
Ceramic | Plasma 40 65,4 2616
2 2 54,6
Hyper DF | Nenavazana| 72 16,5 1188 (45, 4)
7
1 Sefardza | Plasma 40 65,4 2616
P z 58,0
4B Nenavazana| 82 13,4 1099 (42,0)
7
Ceramic | Plasma 40 60,8 2432
2 £ 23,5
Hyper DF | Nenavazana| 89 20,9 1860 (76,5)
14
2 Sefardza | Plasma 40 60,8 2432
2 = 33,0
4B Nenavazana| 91 17,9 1629 (67.,0)
* Hodnoty v zavorkdch reprezentuji plasmin(ogen) izolovany

z nenavazaného piku
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob specifického odstratiovani nebo izolace
plasmin (ogenu) nebo plasminu Vv pritomnosti fibrinogenu ze
sm¥si obsahujici plasmin(ogen) nebo plasmin, vyznadujici se
tim, Ze se sm&s uvede do kontaktu s rigidni aminokyselinou,
kde jsou aminoskupina aminokyseliny a karboxylovad skupina
aminokyseliny od sebe odsazeny o 0,6 nm a%¥ 0,8 nm, vyhodné
o 0,7 nm, a rigidni aminokyselina je kovalentné& navézana na

nosid p¥es aminoskupinu aminokyseliny.

2. Zpusob podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze smis
se zvoli z mno¥iny sestédvajici z t&lnich tekutin, jakymi
jsou nap¥iklad krev, krevni frakce, kryoprecipitdt, buné&lné
kultury, extrakty %ivo&i¥nych tkéni, jakymi Jjsou nap¥iklad
bovinni plice, bovinni st¥eva nebo Zelatina extrahovanad ze
zvitecich kosti, albumin bovinniho séra, a stejné tak
¥ivodi%né s vodou misitelné tuky, Jjakym Jje mnap¥iklad

lanolin (PC-fosfatidylcholin).

3. Zplsob podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze

nosi¥em je chromatograficky material.

4, Zptsob podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze na
nosi¥ Jje navézéna rigidni aminokyselina, kde jsou
aminoskupina aminokyseliny a karboxylova skupina
aminokyseliny vzédjemné& odsazeny o 0,6 nm a%¥ 0,8 nm, vyhodné

o 0,7 nm.



¢ ocve LR
L

sees
sesse
.
seve
L X2 X ]

01-2465-03-Ce

*e
*0 0
L
2600
L J

(X ] .0

40

5. Zplsob podle néroku 3, vyznadujici se tim, Ze
chromatografickym materidlem je hydrofilni materidl, jakym
jsou nap¥iklad agarbza, celuldza, sklo s kontrolovanymi
péry, silikagely, dextrany nebo organicky uméle pYipraveny

polymer, nap¥iklad na bazi polyakrylamidt polystyrent.

6. Zptusob podle naroku 3, vyznadujici se tim, Ze

chromatografickym materidlem je agardza nebo gsefardza.

-

7. Zpusob podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze
chromatografickym materidlem je dasticovy materidl nebo

materidl ve form& monolitického bloku.

8. Zplsob podle n&roku 1, vyznadujici se tim, Ze
rigidni aminokyselina Jje navazéana na nosi& p¥es 1linker

nosidem a kyselinou tranexamovou.

-

9. Zptsob podle naroku 8, vyznadujici se tim, Ze

linkerem je bifunkéni linker.

10. Zptusob podle nédroku 9, vyznadujici se tim, Ze se
bifunk&ni linker zvoli 2z mno%iny sestévajici z nosice
aktivovaného N-hydroxysukcinimidem, DAPA, CNBr, epoxy, di-
aminodipropylaminem (DADPA), 1, 6-diaminchexanem, kyselinou
sukcinovou, 1,3-diamino-2-propanolem, ethylendiaminem
(EDA), TNB, pyridyldisulfidem, jodacetamidem, maleimidem

nebo jejich kombinaci.

L X2 2]
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11. Zptsob podle nédroku 1, vyznadujici se tim, Ze
nosi& je modifikovén zbytkem, ktery reaguje s primdrni nebo

sekundédrni aminoskupinou.

12. Zptsob podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze po
uvedeni sm&si do kontaktu s nosidem, na kterém je navazéna
kyselina tranexamové, se sm&s inkubuje s nosidem po Casovou
periodu dostatenou pro navéazani plasmin(ogenu) nebo
plasminu a eluuje neutrdlnim vodnym roztokem obsahujicim

sodné soli, vépenaté soli a pufrové soli.

13. Zplsob podle nédroku 1, vyznadujici se tim, Ze po
kontaktovani sm&si se plasmin nebo plasmin(ogen) eluuje
vodnym roztokem obsahujicim dostatedné mnoZstvi ligandu
konkurujiciho plasmin(ogenovym) vazebnym mistim na rigidni

aminokyselin& navdzané na nosici.

14. Zpusob podle néroku 13, vyznalujici se tim, Ze

ligandem je lysin.

15. Sm&s odvozend z prirodnich zdrojl, ktera je v

podstat& prostéd plasmin(ogenu) .

16. Sm&s podle naroku 15, vyznadujici se tim, Ze je
krevnim derivéatem, krvi nebo krevni frakei nebo

kryoprecipitatem.
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17. Sm&s podle néroku 16, vyznadujici se tim, Ze
krevnim derivitem je z plasmy odvozeny faktor gsraZlivosti
krve nebo smés faktort sréZlivosti krve, albumin,
imunoglobulin, fibrinogen, fibronektin, q;-antitrypsin,

anti-thrombin III a von Willebrandiv faktor.

18. Frakce obsahujici plasmin(ogen) a/nebo plasmin

ziskatelnd zpisobem podle kteréhokoliv z nérokld 1 aZ 14.

- ~

19. Nosi&, vyznadujici se tim, e md na sobé
kovalentn®& navazanou rigidni aminokyselinu, kde jsou
aminoskupina aminokyseliny a karboxylovad skupina amino-
kyseliny od sebe vzdaleny o 0,6 nm a¥% 0,8 nm, vyhodné o

0,7 nm.

20. Nosi& podle néroku 19, vyznadujici se tim, Ze se
aminokyselina zvoli 2z mnoZiny sestidvajici z kyseliny
tranexamové a kyseliny 4-aminomethylbicyklo{2.2.2]oktan-1-

-karboxylové.

21. Nosi& podle naroku 19 nebo 20, vyznadujici se tim,

%Ye je vyroben z chromatografického materidlu.

22. Nosi& podle naroku 19, vyznadujici se tim, Ze
chromatografickym materidlem je hydrofilni materidl, jakym

je nap¥iklad agardza, celuldza, sklo s Yizenymi pbry,
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silikagely, dextrany nebo organicky uméle p¥ipraveny

polymer, nap¥iklad na badzi polyakrylamidl polystyrenu.

23. Nosi& podle néroku 19, vyznadujici se tim, Ze

chromatografickym materidlem je agardza nebo sefardza.

-

24. Nosi& podle néroku 19, vyznadujici se tim, Ze
chromatografickym materidlem je Jdasticovy materidl nebo

materidl ve form& monolitického bloku.

25. Nosi& podle néroku 19, vyznadujici se tim, Ze
kyselina tranexamovd je navadzana na nosi& p¥es linker mezi

nosifem a kyselinou tranexamovou.

26. Nosi& podle néroku 25, vyznadujici se tim, Ze

linkerem je bifunkéni linker.

»

27. Nosi& podle naroku 26, vyznadujici se tim, Ze
bifunk®ni linker se zvoli z mnoZiny sestévajici 2z nosice
aktivovaného N-hydroxysukcinimidem, DAPA, CNBr, epoxyY,
diaminodipropylaminem (DADPA), 1,6-diaminohexanem, kyseli-
nou sukcinovou, 1,3-diamino-2-propanolem, ethylendiaminem
(EDA), TNB, pyridyldisulfidem, jodacetamidem, maleimidem

nebo jejich kombinaci.
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28. Nogi& podle néroku 19, vyznadujici se tim, Ze je
modifikovdn zbytkem, ktery reaguje s primdrni nebo

sekunddrni aminoskupinou.

29. Sm&s odvozend z prirodnich zdrojl, vyznadujici se

tim, ¥e je v podstat& prostd plasmin(ogenu) a plasminu.

30. Sm& podle néroku 29, vyznadujici se tim, Ze
p¥irodnim zdrojem je krev, krevni derivat nebo krevni
frakce, kryoprecipitat, buné&né kultury, extrakty
Yivo&iBnych tk&ni, jakymi jsou nap¥iklad bovinni plice,
bovinni stYeva nebo ¥elatina extrahovand ze zvifecich
kosti, albumin bovinniho séra, a stejn& tak ZivoliBné s
vodou migitelné tuky, jakym je nap¥iklad lanolin (PC-fosfa-
tidylcholin) .

31. Sm& podle néroku 30, vyznafujici se tim, Ze
krevnim derivdtem je zejména z plasmy odvozeny faktor
sra¥livosti krve nebo sm&s faktorll sré&Zlivosti krve, jako
nap¥iklad FVIII, FIX, £fibrinogen, fibronektin, ao;-anti-
trypsin, anti-thrombin IIT, von Willebranduv faktor,

albumin a imunoglobulin.

Zastupuje:
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