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(54) Zphsob zpracovayani krevni plazmy na jeji frakce

ReSen{ se tykd zpisobu zpracovéni
1idské nebo zviY¥eci krevn{ plazmy nebo je-
jich frakci{ na koncentréty antitrombinu
1II, proteinu C, koagulaénich faktord a
dalgfich bflkovin, a to afinitnf{ sorpci na
ekvilibrovaném polymernim nosi&i s imobi-
lizovanym heparinem a ndsledujic{ selektiv-
ni desorpci, p¥i&emZ sorpce z vychozi suro-
viny se provédi na makroporéznim sférickém
sorbentu na bazi kopolymert hydroxyalkyl-
akrylétd nebo hydroxyalkylmetakryldtd se
2 a¥ 4 atomy uhliku v alkylovém zbytku.
Refeni vSestranné zlepSuje a ekonomizuje
spolefensky vyznamnou vyrobu derivétd krev-
ni plazmy.
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Vyndlez se tyk& zplsobu zpracovdni lidské nebo zvi¥eci krevn{ plasmy nebo jejich frakci
na koncentrity antitrombinu III, proteinu C, koaguladnich faktort a dalifch bilkovin, afinit-
ni sorpci na ekvilibrovaném polymernim nosi¢i s imobilizovanym heparinem a ndsledujici selek-
tivn{ desorpci. Tyto sloZky krevni plasmy v podob& vice &i méné& &istych koncentrétd jsou
dileZité p¥i laboratornf{ diagnostice hemokoagula&nich poruch, slouZf k p¥ipravé prepardti
pro klinickou aplikaci a slouZf k p¥iprav& antigend za ddelem produkce antisér, proto jejich
separace a purifikace md znadny vyknam.

VyuZitf{ lidsk§ch krevnich bilkovin: pro klinické G&ely je znesnadn&no nebezpedim p¥enosu
sérové hepatitidy, p¥ipadné& i choroby AIDS, pokud bflkovinu nelze zah¥fvat 10 h na teplotu
60 °c, ddle pak komplikovanosti a nizkou efektivnosti konvendnich prepara&énich metod. ReSeni
t&chto problémd se nabfzf{ v pouZitf separalnich postupl na bdzi afinitn{ sorpce a desorpce.
Tato cesta je jednoduchd, vysoce selektivni a hospoddrnd a umoZfiuje vychédzet i z malgch
objemll a poufivat jén plasmy s negativnim nédlezem antigenu sérové hepatitidy, coZ redukuje
nebezped{ p¥enosu viru na minimum. Vzhledem k pom&rné stabilité& antitrombinu III v p¥ftom-
nosti stabilizdtord je déna moZnost, aby byl zah¥{ividn 10 h na teplotu 60 °¢ pez podstatné
ztrdty aktivity. Stupefl urdéité purifikace je v3ak podminkou. Separaci uvedenych bilkovin
lze zatadit p¥ed schéma b&Zné primyslové frakcionace krevnf{ plasmy, aniZ by tim byl n&jak
porusen frakcionadni postup a vytéZky albuminu auminoglobulint.

Antitrombin III je inhibitor trombinu,koagula&nich faktoru Xa, XIIa, XIa a dalSich
proteindz krevni plasmy a t&lnfch tekutin. V krevnim ob&hu cirkuluje ve své neaktivni formé
a je aktivovén d&inkem heparinu a l&tek heparinu podobnych. Separovany a koncentrovany anti-
trombin III, at ji%Z ve své proform& nebo v podob& aktivnfho komplexu s heparinem, upraveny
do vhodné aplika&nf formy, miZe byt léfebnd& a preventivné& pouZit p¥i substituci d&di&ného
&i ziskaného nedostatku antitrombinu III a p¥i mnoha dal¥ich indikacich. Antitrombin III
je ddle pot¥ebny pro stanoveni hladiny heparinu a proteinu C v krevni plasm&, p¥i monitoro-
véni{ heparinu b&hem mimot&lniho ob&hu apod.

Protein C je jedna z plasmatickych proteindz p¥{itomnd v plasmé& v neaktivnim stavu a
aktivovand trombinem za spoluidasti endotelidlufho trombomodulinu. Jeho fyziologicky vyznam
spo¥ivd v tom, %e inaktivuje koaguia®ni faktory V a VIII a aktivuje fibrinolyzu, &im¥ ovliviuje
proces krevni koagulace. Koncentrdty proteinu C jsou potencidlni antitrombotika s podobnou
indikacf jako antitrombin III (hyperkoagulalni stavy).

Je zndma p¥iprava antitrombinu III s pouZitfm afinitnf{ sorpce na polysacharidovych
nosi&ich. Tyto nosife v3ak majf ¥adu nedostatkl, nap¥fklad ndchylnost k bakteriélni konta-
minaci s n4dslednou produkc{ endotoxin8-pyrogenil, ke zm&n& vlastnosti noside a zhorXeni prichod-
nosti sloupce, ddle ¥patnou odolnost proti fyzik&ln&-chemickym podminkdm, malou Zivotnost
apod.

Bylo zji%t&no, %e sorbenty na bédzi syntetickych polymerl hydroxyalkylakryldtd a hydroxy-
alkylmetakryldtd uvedené nedostatky odstranujf. Na.zdklad¥ té&chto novfch poznatkd byl vypra-
covén zptsob zpracovadni lidské nebo zvifecf krevn{ plasmy na koncentrity antitrombinu III,
proteinu C, koaguladnich faktorl a dal$ich bilkovin, afinitn{ sorpci na ekvilibrovaném poly-
mernim nosidi s imobilizovanym heparinem a nédsledujic{ selektivni. desorpci, podle vynédlezu,
jeho¥ podstata spodfvd v tom, Ze se sorpce vychoz{ suroviny provdd{ na makroporéznim sférickém
sorbentu na b&zi kopolymerd hydroxyalkylakrylédtl a hydroxyalkylmetakryldti se 2 a%Z 4 atomy
uhliku v alkylovém zbytku, obsahujfcim imobilizovany heparin.

Podle potfeby nebo podle mo¥nost{ lze sorpci vychozi suroviny na sorbent provddét bud
na sloupci nebo vsddkové. Pro dosa¥eni optimdlnfho G&inku je vyhodné pouZivat sorbent s veli-
kosti &&stic od 50 do 300 e

V¢hodné fyzik4lnd-chemické vlastnosti sorbentd na bdzi hydroxyalkylakryldtl a hydroxy-
alkylmetakryldtd podstatné zlepsuji moZnost komplexnfho zpracovéni lidské nebo zvifeci plasmy
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nebo plasmatickych frakci na Z&dané produkty. Odolnost sorbentu proti vysokym tlakém dovoluje
~ pracovat rychle a standardn&, s pfesnou reprodukci pracovnich postupl a s moZnosti automati-
zace celého procesu. Charakter noside umoZhuje uskutednit priitok tekutin tlakové, dodrfovat
Zasovy limit operacif a optimalizovat jednotlivé operace. Stdlost a trvanlivost sorbentu
pouZitého p¥i zplisobu podle vyndlezu je nesrovnateln& vy38{ neZ u kterychkoliv dosud znémych
a pro tyto Glely uZivanych materidlt, coZ m& i p¥iznivé ekonomické dusledky. Zivotnost sor-
bentu p¥i opakovaném pouZivdni (2 aZ 3 cykly tydn&) je ndkolik rokt. ZpGsob podle vyndlezu
tedy podstatné zdokonaluje a ekonomizuje spoledensky dlleZitou vyrobu vyznamnych deriviti
krevni plasmy a zlep3uje tim i 1léCebnou a diagnostickou praxi.

V nésledujicich p¥fkladech provedeni je uvedeno nékolik moZnost{ zpracovéni krevni
plasmy zptsobem podle vyndlezu. Tyto p¥iklady viak vyndlez pouze ilustruji, ale nijak neo-

mezuj{ na podminky v nich uvedené.
P¥{klad 1
Separace hrubé frakce plasmatickych bilkovin s afinitou k heparinu

Sloupec (6x35 cm) se p¥edem promyje pufrem, ktery obsahuje 0,005 mol/l citrédtu sodného
a 0,1 mol/l chloridu sodného; 8 aZ 10 1 lidské krevn{ plasmy (nebo tzv. K-plasmy) s hodnotou
PH 6,0 a%¥ 6,4 se protladuje peristaltickym &erpadlem rychlosti 50 aZ 60 ml/min. Sorbent
s primérnou velikosti zrna 100 aZ% 200 um byl pfed naplnénim do sloupce ponechédn 24 h botnat
ve vodé. Protekld plasma, ochuzend o sorbovany podil, se zpracuje oddélen& samostatnou frak-
cionac{ na imunoglobuliny a albumin. Na sloupci je za té&chto podminek zachyceno 80 aZ 90 %
antitrombinu III. Sloupec sorbentu se potom promyje vychozim pufrem a sorbované bilkoviny
se z vazby na sorbent eluuji jako jediny podfl pomoci citrdtového pufru (0,005 mol/1l) pH 7,5,
ktery obsahuje 2 mol/l chloridu sodného. Ziskand hrubd frakce obsahuje antitrombin III,
protein C, plasminogen, koagula&ni faktory a dal8{i bilkoviny. Tato frakce se po dialyze .
déle frakcionuje. Proces sorpce a eluce je kontrolovdn sledovénim koncentrace bflkovin
(A285)'

P¥i{iklagd 2
P¥iprava koncentrdtu antitrombinu III

Postupuje se jako v p¥ikladu 1. Po sorpci a promyti sloupce se nejprve uvolni bilkoviny
sorbované slab®{ vazbou, a to plsobenim acetdtového pufru (0,4 mol/l ve vodé&) s hodnotou
pH 7,5. Z promyvac{ tekutiny je ziskén protein C, plasminogen, koagulaéni faktory ev. dalsi
biflkoviny. Tato frakce se zpracuje oddélen&. Po promyti sloupce nadbytkem acetétového pufru
se ze sloupce eluuje zkoncentrovany antitrombin III roztokem s vy83{ iontovou silou, s vyhodou
citrdtovym pufrem 0,005 mol/l pH 7,5 s obsahem 2 mol/l chloridu sodného. Eludt se odsoli
a zahustf ultrafiltraci na obsah 0,1 aZ 0,3 % hmot. a po p¥idédnf natrium citrdtu (0,6 mol/l)
a tpravé pH na 7,5 se roztok zah¥{ivd 10 h na 60 °c, aby se inaktivoval pop¥ipadé p¥itomny
virus sérové hepatitidy. Potom se roztok zbavi citrdtu diafiltracif, zahusti na koncentraci
cca 50 IU/ml, p¥id4 se 1 % hmot. sorbitolu jako stabilizdtoru a lyofilizuje se, &imZ se zisk&
preparét koncentrdtu antitrombinu III urcéeny pro klinickou aplikaci.

P¥{iklad 3
P¥{prava proteinu C a koncentrédtu koagula&nich faktord vedle antitrombinu IIX

Postupuje se jako v p¥ikladu 1 a 2. Po sorpci a promyti sloupce vychozim pufrem se

sorbované bilkoviny postupné eluuji t&mito pufry:

1. 0,22 mol/l octanem sodnym se odstrani balastni bilkoviny;
2. 0,32 mol/l octanem sodnym se ziskd koncentrdt proteinu C, ktery se potom zpracuje

podle zdméru pouZiti;
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3. 0,4 mol/l octanem sodnym se ziskd frakce bohatd na koaguladni faktor X a plasminogen,
kteréd se zpracuje podle zdméru pouZiti; pH ve vSech p¥ipadech je 7,5.

4. 2 mol/l chloridem sodnym v citrdtovém pufru (0,005 mol/l, pH 7,5) se ze sloupce
vyt&sni antitrombin III.

P¥fLfklad 4
P¥iprava komplexu antitrombinu III s heparinem

Postupuje se jako v p¥ikladu 1, 2 nebo 3, p¥idemZ antitrombin III je eluovdn heparinem
(0,005 mol/1 citrdtovy pufr pH 7,5 obsahujic{ 100 mg heparinu v litru). Podil obsahujici anti-
trombin III - heparinovy komplex se pro klinickou aplikaci zpracuje podle p¥ikladu 2. P¥itom-
nost tohoto komplexu je prokazovédna na zédkladé Asgs spektrofotometricky.

P¥{klad 5
Vséddkovy zplsob zpracovédni plasmy

Ve 2litrové sklen&né néddobd& se smichd 1 000 ml lidské krevni plasmy s hodnotou pH 6,0 aZ
6,4 se 100 ml vlihkého sorbentu ekvilibrovaného stejnd jako v p¥fkladu 1 a mfchd se 1 h.
Po usazeni sorbentu se supernatant odtdhne nebo odstfedi, naleZ se sorbent promyvd a eluuje
p¥iddvénim eludnich roztokl podle p¥fkladld 1 a%Z 4. Ziskané frakce se zpracujf podle z&méru
pouZiti. PouZ{vd se sorbent o zrné&nf 200 aZ 300 e

P¥ELfklaad 6
P¥{prava antigenu antitrombinu III (vysoce purifikovaného antitrombinu III)

Sorpce plasmatickych bflkovin na sloupec s imobilizovanym heparinem je provedena podle
p¥ikladu 1. Odstrandni voln&ji vAzanych bilkovin je provedeno promyvacim roztokem (0,8 mol/l
natrium acetét pH 7,5). Antitrombin III je ze sloupce eluovdn citr&tovym pufrem 0,005 mol/1,
pH 7,5 8 pfidavkem 2 mol/l chloridu sodného. Ziskany eludt je odsolen a koncentrovén na
1/50 objemu vychozi plasmy. Dal¥{ purifikace je provedena molekuldrnf filtracf. Jako antigenu
je pouZito podfll s maxim&lni specifickou aktivitou antitrombinu III. Zi{sk& se produkt vhodny
k produkci monospecifickych polyklondlnfich i monoklonélnich protildtek. Oba typy protilédtek
slouZi v diagnostice.

Regenerace sorbentu

Regenerace sorbentu se provdd{ citrdtovym pufrem (0,005 mol/l) pH 7,5 s obsahem 2 mol/l
chloridu sodného. Tento pufr je pak vymyt vodou a sloupec je napln&n citrétovym pufrem
(0,005 mol/l) pH 6,0 a% 6,5, &im¥ je sloupec p¥ipraven k dal¥fmu pouZfitf. Pokud neni sloupec
del#{ dobu pouZivén je uchovdvén v citrétovém pufru (0,005 mol/l) pH 6,0 a%Z 6,5 obsahujicim
bakteriostatikum. P#ed pouZitim sloupce je nutné tento pufr nahradit pufrem vychozim.

PREDMET VYNALEZU

1. Zpisob zpracovéni lidské nebo zvi¥eci krevni plasmy nebo jejich frakc{ na koncentrédty
antitrombinu IIX, proteinu C, koagulainich faktord a daldfch bilkevin, afinitnf{ sorpci vychozi
suroviny na ekvilibrovaném polymernim nosi&i s imobilizovanym heparinem a nédsledujici selek-
tivn{ desorpcf, vyznadujfcf{ se tim, %e se sorpce vychozl suroviny provédi na makroporéznim
sférickém sorbentu na b&zi kopolymerd hydroxyalkylakryldtd nebo hydroxyalkylmetakryldtid
se 2 a%Z 4 atomy uhliku v alkylovém zbytku. '
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2. Zplisob podle bodu 1, vyznaldujici se tim, Ze se sorpce bilkovin v§choz{ suroviny

na sorbent provaddfl na sloupci nebo vsédkové.

3. zplisob podle bodu 1 a 2, vyznadujici se tim, Ze se pouZivd sorbentu s velikosti
84stic od 50 do 300 pm.
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