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Sposob otrzymywania czystego Srodka antyhemofilowego
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Przedmiotem wynalazku jest spos6b otrzymy-
wania czystego Srodka antyhemofilowego znanego
w skrécie jako AHF.

Przy schorzeniach hemofilii stosuje sie $§rodek
antyhemofilowy otrzymywany =z ludzkiej krwi.
Srodek ten przy stosowaniu dozylnym powoduje
uzupehlienie czynnika VIII niezbednego do zaha-
mowania krwawienia powstalego w wyniku hemo-
filii.

Dotychczas §rodek ten otrzymywano w czystej
postaci zwlaszcza sposobem Cohn’a, Hoorweg’a
i Blomback’a. Sposoby te polegaly na ekstrakeji
osocza Téznymi roztworami buforowymi w ukla-
dach otwartych. Wedlug sposobu Cohn’a stosuje
sie na przykitad alkohol etylowy do otrzymania
szeregu frakcji osocza oznaczonych od I—VI. Jest
to jednak sposéb bardzo klopotliwy wymagajgcy
stosowania specjalnej drogiej aparatury chtodni-
czej a nawet chtodzonych pomieszczenn produkcyj-
nych. Wedlug innych sposobéw, do frakcjonowania
prébowano stosowaé poza alkoholem etylowym
réwniez alkohol metylowy, eter etylowy, elektro-
foreze preparatywng ma bibule. Wszystkie te spo-
soby uniemozliwiajg prowadzenie procesu w wa-
runkach aseptycznych i uniemozliwtiaja otrzyma-
nie czystego preparatu, co wyklucza zastosowanie
tych preparatéow do celéw leczmiczych zwlaszcza
do stosowania dozylnego. Poza tym sposoby te
pozwalajq na otrzymanie z osocza ludzkiego tylko
jednego preparatu na przyklad snodka antyhemo-
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filowego, albo tylko fibrynogenu, przy czym pozo-
stala .z procesu reszta stanowi zawsze |meuzy|teez-
ny odpad.

Wychodzac z zal.ozenia, ze surowcem do produk-
cji tych Srodk6w jest drogie ludzkie osocze, brak
mozliwo§ci wykorzystania w calosci tego surowca
do produkeji preparatéw osoczowo-pochodnych
jest powazng wspbélng wada wszystkich znanych
dotychczas sposobéw.

Powyisze znane sposoby wymagaja poza tym
stosowania drogich i skomplikowanych odeczyn-
nikéw i aparatury, co uniemozliwia podjecie pro-
dukcji tych $Srodkéw na skale umnzlwwaaja,ca za-
spokojenie potrzeb lecznictwa.

Oprécz powyzszych trudno$ci i wad wymikajg-
cych z prowadzenia skomplikowanego procesu,
czysty $rodek antyhemofilowy wyprodukowany
jednym ze zmanych sposob6w wykazuje jeszcze
te powaing wade, Ze wymaga przestrzegania
specjalnych warunkéw podczas przechowywania
(np. temperatury okolo — 20°) od chwili wyprodu-
kowamia do chwili zastosowania w lecznictwie.

Z powyaszych powodéw w lecznictwie powszech-
nie stosuje sie tak zwang I frakcje Cohn’a otrzy-
mang z krwi ludzkiej, ktéra zawiera zaréwno
czynnik antyhemofilowy, jak rémmiez fibrynogen
stosowany przy afibrynogememii. I frakcje Cohn’a
mozna uzyskaé w spos6b stosunkowo latwy i tami,
nie znane 'sa‘ jednak sposoby réwmnoczesnego wy-
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odrebnienia Z niej AHF i fibrynogenu bez znisz-
czenia jednego ze sktadnikow.

Spos6b wedlug wynalazku, umozliwia otrzyma-
nie z I frakcji Cohn’a w spos6b tani i powszech-
nie dostepny czysty $rodek antyhemofilowy i jed-
noczeénie pelnowarto$ciowy osad z ktérego moz-
na otrzymaé czysty fibrynogen. Poza tym spos6b
wedlug wymalazku nie wymaga stosowania kosz-
townej i skomplikowanej aparatury, gdyz jest sto-
sunkowo prosty i umozliwia wykonanie wszyst-
kich czynnoSci w jednym ukladzie zamknietym,
gwarantujgcym utrzymanie bezwzglednych warun-
kéw aseptycznych. .

Spos6b wedlug wymnalazku polega ma termicznej
obrébce I frakcji Cohn’a, w wymiku czego uzysku-
je sie wyodrebnienie fazy stalej z ktérej otrzymuje
sie przy dalszej obrébce czysty fibrynogen, oraz
fazy cieklej z ktorej nastepnie otrzymuje sie czy-
sty §rodek antyhemofilowy AHF. '

Sposobem wedlug wynalazku czysty Srodek
antyhemofilowy AHF otrzymuje sie nastepujaco:
osad I frakecji Cohn’a rozpuszcza sie w czasie
1—2 minut w temperaturze 30°C w roztworze wod-
nym zawierajgcym 0,9%, NaCl i 1% glukozy wzie-
tym w iloSci odpowiadajgcej 1/5 objetosci osocza
wyjSciowego, po czym otrzymany roztwér poddaje
sie inkubacji w temperaturze 0°C w czasie 45 mi-
nut, a nastepnie poddaje sie odwirowaniu w tem-
peraturze 0°C przez 15 minut. Ta cze§¢ procesu
przy Scistym zachowaniu temperatur i czasu trwa-
nia odbywa sie w jednym zamknietym naczyniu
gwarantujgcym bezwzgledne warunki aseptyczne.
Po odwirowaniu roztworu, zawiesine saczy sfie
w temperaturze 0°C. Przesgcz poddaje sie szyb-
kiemu zamrozeniu do —40°C oraz liofilizowaniu.
Otrzymany produkt jest czystym $§rodkiem anty-
hemofilowym, ktéry gwarantuje szybki efekt lecz-
niczy. Z pozostalego po odwirowaniu osadu, PO
dalszej obrébce mozna uzyskaé cenny lek znany
pod nazwa fibrynogenu.

Przyklad. Materialem wyjsciowym jest krew
konserwowana pobierana na piyn konserwujacy
ACD — B. Zaraz po pobraniu, krew wiruje sie
w temperaturze +4°C przez okres 15 minut i przy
2000 obrotach na minute i odprowadza w warun-
kach jalowych osocze, ktére poddaje sie powtér-
nemu wirowaniu przez 10—15. minut w tempera-
turze 0°C. Otrzymane osocze w ilo§ci 400—450 mil
ochladza sie natychmiast do temperatury 0°C. Po
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tym osocze stale i powoli mieszajac zadaje sig
alkoholem etylowym uprzednio saczonym przez
filtr Seitza oraz wymrozonym do temperatury
—20°C w ilosci 9 ml na 100 ml osocza otrzymujgc
koficowe stezemie 8o objetosciowych alkoholu.
Calo§é odstawia sie na okres 24 godzin w tem-
.peraturze —3°C. Po 24 godzinnym okresie prze-
chowywania w tej temperaturze, calo§é poddaje
sie wirowaniu przez okres 10 minut przy 2000
obrotach na minute w temperaturze —3°C, otrzy-
mujgc w ten spos6b osad pierwszej frakeji Cohn’a
zawierajacy §rodek amtyhemofilowy AHF oraz fi-
brynogen jak i supernatant (S) z kt6érego mozna
otrzymaé przy dalszej obrébce trombine to jest
§rodek hemostatyczny do stosowania zewmetrzne-
go. Otrzymany osad I frakcji Cohn’a najpierw
rozpuszcza sie w temperaturze +30°C w ciagu
1—2 minut w wodnym roztworze zawierajagcym
0,9%, NaCl i 1% glikozy wzietym w ilo§ci 1/5 oso-
cza wyjsciowego. Otrzymany lekko opalizujacy
roztwér (AHF + fibrynogen) jako material wyjs-
ciowy do dalszego frakcjonowania termicznego,
poddaje sie najpierw inkubacji w temperaturze
0°C. przez okres 45 minut, a nastepnie odwirowa-
niu w temperaturze 0°C przez 15 minut i przy
1800—2000 obrotach na minute, po czym sgczeniu
w temperaturze 0°C przez zestawy silikonowe.
Przesgcz poddaje sie natychmiast zamrozeniu do
temperatury —40°C i liofilizowaniu, w wyniku
czego otrzymuje sie czysty $nodek antyhemofilo-
wy AHF.

Zastrzezenie patentowe

Spos6b otrzymywania czystego S$rodka anty-
hemofilowego (AHF) z osadu I frakcji Cohn’a
uzyskiwanego przez frakcjonowanie osocza zna-
mienny tym, Zze osad I frakcji Cohn’a rozpuszcza
sie w czasie 1—2 miinut w temperaturze 30° w roz-
tworze wodnym zawierajgcym 0,9%/0 NaCl i 19/, gli-
kozy wzietym w iloSci odpowiadajacej 1/5 obje-
toSci osocza wyjsciowego, po czym otrzymany roz-
twér poddaje sie inkubacji w temperaturze 0°C
przez okres 45 minut, a nastepnie odwirowaniu
w temperaturze 0°C przez 15 minut, po czym po
oddzieleniu osadu pozostala ciecz stanowigca Sro-
dek antyhemofilowy poddaje sie szybkiemu za-
mrozeniu do temperatury —40° oraz liofilizowaniu.
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