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s49 Procedeu pentru prepararea plasmei sanguine, neinfectioase

57y Rezumat: Procedeul conform inventiei consti
in aceea ci plasma sanguini, congelati, se
dezgheati la 20 ... 30°C, se aduce la pH= 7,0 ...
7,4 si se trateazi cu amestec de #ri-N-
butilfosfat:triton:apa, se adaugi 10%, din volum,
lipide compatibile biologic alese dintre ulei de soia
si/sau ulei de ricin, se centrifugheazi, se filtreazi

prin materiale hidrofobe, micronizate gi apoi se
cromatografiazi cu fazii inversatd, pe un derivat de
octadecil Cyq cu verificarea pH-ului care trebuie si
fie 7,0 .... 7,4, se. filtreazi steril §i apoi se
liofilizeaza in mod cunosgut. ' "
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Prezenta invengie se referd la un
procedeu pentru prepararea plasmei sanguine
neinfectioase, folositi in medicina umand si
avind o multitudine de indicatii.

Este cunoscut ci plasma sanguind este
obfinuti, prin separarea celulelor sanguine, din
masa de sange, care a fost preluatd de la
donatori. Pentru a evita infectiile pacientilor,
cu agenfi patogeni, cum ar fi virusul de
hepatitd si HIV, plasma a fost obfinutd de la
donatori individuali, care au putut fi
considerati ca fiind sindtosi din punct de
vedere al absenfei virusurilor, si in urma unei
perioade de observagie de lungd durati. Un
amestec de plasmd de la mai mulfi donatori a
fost exclus.

Dezavantajul acestui procedeu este
cheltuiala enorma, ce trebuie ficuti, ca urmare
a preparatelor individuale. Un mod de lucru
continuu nu este posibil cu tehnicile de lucru,
din prezent. in acest mod conditionat de
aceasta, intrd in consideratie un dezavantaj
suplimentar. Este posibild doar cu o cheltuiald
mare, aproape prohibitivi, si se obfind
preparate de plasmai, care si fie standardizate.
In situatia ci este condifionat prin pregitirea
singulard, acesta variazd, de exemplu, prin
continutul de proteine din fracfiunea donatd.
De aceea, este necesar si se ia in consideratie,
la intrebuinfarea plasmelor preparate prin

prelucrarea singulari, de fiecare dati,
continutul actual de proteine, al sarjei
respective.

Este posibil si se inactiveze virusurile
prin adaosuri de substanfe chimice. O mare
problema o pune indepdrtarea mediilor utilizate
pentru inactivarea  agentilor infecfiosi.
Conform unor procedee cunoscute din stadiul
tehnicii, se utilizeazd pentru inactivarea
virusurilor, substanfe care sunt detergente. O
problem mare consti, insd, in a extrage acesti
detergenti, dupd o inactivare reusitdi a
virusurilor din plasmd. S-a incercat ca
preparatele tratate cu detergenti si fie eliberate
de acestia, cu ajutorul unei cromatografii
hidrofobe, cu inversare materiald de faze.

Este cunoscut un procedeu pentru
purificarea plasmelor din singe, ce constd in
extracfia acesteia, cu un ulei natural de plante,
cum ar fi uleiul de soia. Astfel, acest procedeu
prevede aducerea materialelor biologice, care

contin produse chimice solubile in lipide, in
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contact cu o cantitate suficientd de ulei
mineral, care este extras dintr-o plantd sau
animal sau cu un compus sintetic similar, dupd
care se agitd amestecul rezultat, cind se separd
o fazi superioari si o fazd inferioard, urménd
sedimentarea si decantarea fazei superioare.
Metoda este utild pentru obtinerea unei plasme
biologice, care este lipsitd de virus.

Problema tehnici, care sti la baza
acestei inventii, este gisirea unui procedeu
continuu, pentru obtinerea unor plasme de
sange neinfectioase. Problemele ce rezultd din
aceasta se referd, printre altele, la un mod de
lucru sigur pentru indepdrtarea detergentilor
care inactiveazi virusurile. Pentru aceasta, este
de dorit, ca, incd de la prepararea lor, si se
obtind asemenea preparate de plasmd cu un
continut de proteind, standardizat.

Se mai cunoaste un procedeu pentru
indepidrtarea detergentilor din plasma sanguind,
prin cromatografiere hidrofobd, cu inversiune
de faze, folosind o retea de silicagel stratificatid
cu octadecil.

O altd problemd tehnicd rezultd din
faptul cd substantele purtitoare, alcituite din
silicat, folosite la cromatografiere cu inversare
de faze, in timpul procesului de extractie,
pierd, intr-o micid mdsuri, stratificatia lor.
Pirtile mici de silicat, nestratificate, astfel
rezultatele, activeazd totusi factorii de
coagulare prezenfi in plasma sanguind si
conduc la perturbarea nedoritd a acestora.

Procedeul conform inventiei constd in
aceea cid plasma sanguini congelatd se
dezgheatd 1a 20 ... 30°C, se aduce la pH 7,0
... 7,4 si se trateazi cu amestec de Tri-N-
butilfosfat: Triton: apd, se adaugd 10%, din
volum, lipide compatibile, biologic alese dintre
ulei de soia si/sau ulei de ricin, se
centrifugheaz3, se filtreazd prin materiale
hidrofobe micronizate s§i apoi se
cromatografiazd cu fazd inversati, pe un
derivat de octadecil C,; cu verificarea pH-ului

. care trebuie si fie 7,0 ... 7,4, se filtreazd steril

§i apoi se liofilizeazd, in mod cunoscut.

Ca urmare, problemele tehnice care
stau la baza inventiei sunt rezolvate cu ajutorul
unui procedeu combinat, pentru prepararea
plasmei sanguine, neinfectioase, in care plasma
este tratatdi cu tenside neionice, se adaugd
lipide compatibile biologic inainte de separarea
stratului de lipide, se separi faza de lipide si
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tensidul neionic se indeparteazi, prin extractie
in fazd solidi, pe materiale hidrofobe.
Plasma sanguini poate proveni atit din
preparate de plasmd proaspiti, cait si din
fracfiuni congelate la temperaturi foarte
scizute. In acest caz, plasma congelati este
dezghetatd intr-o baie de api. indati ce s-a
atins o anumitd temperaturd, care este de
preferintd 25°C, plasma este filtrati (daci este
cazul) si se controleazi pH-ul solutiei.
Operagia de dezghefare este condusi, de
preferinid, la o temperaturi de 25°C, dupi
care plasma este filtratd, iar operafia de
dezghetare se face pe o perioadi de timp de 1
... 2'h, laun pH, de preferini, de 7,0 ... 7,4.
Plasma sanguind, astfel obginuti, este tratati,
in continuare, cu un amestec de tenside
neionice si api distilatii, la o temperaturi de
pand la 20 ... 40°C, de preferingi 30°C. Ca
tenside neionice, intrd in consideratie in mod
special Tri-N-butilfosfat (TNBF) si/sau Triton
X - 100. Este avantajos si se trateze amestecul
sub o ugoard agitare a amestecului, pe o
anumitd perioadd de timp si la o anumiti
temperaturd ridicati. Inainte de faza de
centrifugare, fracfiunea de lipide este
imbogditd cu alte lipide compatibile din punct
de vedere biologic, cum ar fi, de exemplu,
uleiurile obtinute din plante si, in mod
special, uleiul de soia gi/sau uleiul de ricin. in
faza urmdtoare, fracfiunea de lipide este
indepdrtatd prin centrifugare. Este, insi, de
asemenea, posibil ca fracfia lipidici si fie
separatd de plasma sanguini, prin filtrare pe
un filtru hidrofob. Intr-o form3 de executie
preferatd, a procedeului ce face obiectul
prezentei inventii, se adaugi circa 10% ulei
obfinut din plante. Dupi centrifugare, se
separd straturile de lipide §i de plasmi.
Preferabil, aceasta se poate realiza cu ajutorul
unui sifon sau a unei centrifuge cu functionare
continud §i cu separare automati a fazelor.
Stratul de plasmi este colectat, in timp ce
stratul lipidic se indepirteazi din amestec.
Apoi, dacd este cazul, urmeazi o fazi de
filtrare, in care restul de detergenti neionici,
tratafi, se indepirteazi din plasmi prin
extracfie in fazi solidi. De preferini,
materialul hidrofob pentru extractia in faza
solidd, este materialul cunoscut din
cromatografia cu inversiune de fazi. Pentru
aceasta, se foloseste, de preferini, materiale
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purtdtoare stratificate ca C,q, care isi gisesc
utilizarea, de asemenea, in cromatografia
lichidi la presiuni ridicate. Ca material
purtitor, este utilizat printre altele, silicagelul
care are totusi dezavantajul ci intrerupe
activarea factorilor in plasma sanguini, in lipsa
unei stratificiri, si astfel si conduci la
distrugerea acestor factori. Acest efect nedorit
poate fi preintimpinat, prin alegerea unor
materiale purtitoare, care si corespundi
scopului, cum ar fi, de exemplu, Sephacryl,
Superose sau Fractogel ®, TSK. Intr-o fazi de
execufie, preferabili, extracfia in faza solidi
poate fi realizatd sub forma unei cromatografii.
Raportul dintre volumul stratului si volumul
plasmei ce se prelucreazi este de preferingi
1:6 pand la 1:20, si in mod preferabil in
raportul de 1:10. Dupi faza de extractie, daci
este cazul, se face un control al valorii pH-
ului, si aceasta va fi ajustati la un pH de 7,0
pand la 7,4. Urmeazi, apoi, o fazi de filtrare
solidd. In cazul in care se doreste, plasma
sanguind este congelatd si uscatd, in prezenta
unui material ajutdtor de liofilizare, obisnuit si
Cunoscut, cum ar fi, de exemplu, lizina sau
glicina.

Avantajul procedeului care face
obiectul prezentei inventii este ci permitre si
se renunfe la o prelucrare singulari, obisnuiti,
a plasmei. Procedeul este usor de realizat la
scard industriald si, in mod special, se poate
realiza un mod de lucru continuu. Un avantaj
suplimentar al procedeului ce face obiectul
prezentei inventii, constd in aceea ci, pe baza
procedeului de fazi cbntinuﬁ, conditiile pot fi
astfel alese, incdt produsul final s3 posede, de
fiecare datd, concetratii de proteine identice
sau cel putin foarte asemanitoare. Acest fapt
conduce la aplicarea clinici a preparatelor de
plasmi sanguini, firi a pune probleme, in
special, in cazul dozelor multiple, intrucét
cantitatea de proteine schimbitoare, care
rezultd ia preparatele singulare, lipseste.

Se d4, in continuare, un exemplu de
realizare a invenfiei: o cantitate de 20 1 de
plasmd sanguind (80 x 250 ml) este dezghefati
in baia de ap, la o temperatur3 de 25°C si pe
0 perioadd de timp de 1,5 h. Daci se doreste,
dupd dezghetare, plasma este filtrati pe filtre
de gaze sau pe cartuge filtrante, dupi care
plasma se toarni intr-un vas de otel inoxidabil,
de 50 1, la temperatura de 30°C. Pentru
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operatia de agitare, se foloseste un agitator cu
alice. Valoarea pH-ului plasmei dezghetate se
va controla mereu §i se va stabili la o valoare
de 7,0 pani la 7,4, utilizind un acid clorhidric
0,5 N. Se prepard un amestec de TNBF,
Triton X-100 si apd distilatd, in limite de
asociere, de preferinti, de 0,5 pani la 2: 0,5
pénd la 2: 2 pani la 4. Pentru valorile aritate
mai sus, s-au utilizat in mod _special
(preferential) 200 ml TNBF, 200 ml Triton X-
100 si 800 ml apa distilati. Amestecul este
incdlzit, de asemenea, la temperatura de 30°C,
dupd care se adaugi, la plasmi, amestecul de
tenside neionice. Amestecul se agiti la
temperatura de 30°C cu atentie, si dupd 4 h,
se termind centrifugarea plasmei.
Centrifugarea, de preferinti, se face la 4000
rot/min, la temperatura de 12°C i pe o
perioadd de timp de o ori. Pentru a creste
unitatea de fazd lipidicd, se adaugd, la
amestecul de reactie si inainte de centrifugare,
circa 10°(v/v) ulei de soia sau ulei de ricin.
Dupi centrifugare, se separd stratul de lipide
si stratul de plasmi. Aceastd separare se poate
realiza cu ajutorul unui sifon sau prin filtrare
pe un material hidrofob micronizat. Straturile
de plasma sunt colectate si apoi filtrate pe
membrane filtrante §i inerte la proteine. Se
obfin 19 1 de plasmi. Aceasta este preparati,
folosind un adsorbant Prep C,3 sau adsorbant
Pro RPC/HR 5/5. Cantitatea ce se obtine se
spald cu apd, de preferinti 1,2 kg in 2,4 1 de
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apd. Cromatografia se realizeazd pe o coloani
ce are un diametru de 15 cm, iar debitul de
curgere eate de 300 litri/minut. Eluentul
obfinut este controlat cu ajutorul unui motor cu
raze UV. Fracfiunea de plasmi care rezulti
este colectatd §i adusd la o valoare a pH-ului
de 7,0 pani la 7,4 cu hidroxid de sodiu 0,5N.
in continuare, plasma este filtratd pe un filtru
cu membrand (0,22 m) steril i apoi congelati
si uscatd dupd care se toarned in flacoane de
capacitate de 250 ml.

Revendicare

Procedeu pentru prepararea plasmei
sanguine, neinfectioase, prin tratare cu un
detergent si un ulei natural, caracterizat prin
aceea cd plasma sanguind, congelatd, se
dezgheatd 1a 20 ... 30°C, se aduce lapH= 7,0
... 1,4 si se trateazd cu amestec de Tri-N-
butilfosfat: Triton X-100:ap3 in rapoarte de 0,5
... 2:0,5 ... 2:2 ... 4, se adaugi 10%, din
volum, lipide compatibile biologic, alese dintre

ulei de soia sgi/sau ulei de ricin, se
centrifugheazd, se filtreazi pe materiale
hidrofobe, micronizate si apoi se

cromatografiazi cu fazd inversati, pe un
derivat de octadecil C,s cu verificarea pH-ului
care trebuie sd fie 7,0 ... 7.4, se filtreazi steril
si apoi se liofilizeazd, in mod cunoscut.
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