Vér- és plazmakészitmények

A VER

A vérrendszerben keridgestfolyadék, amely oxigénnel és tapanyaggal Eitg sejte-
ket, elszallitia a bomlastermékeket és koZiedaik a szervezet védekezésében. Olyan sajatos
lazarostos kd@iszovetnek tekinthéf ahol a sejtek kozott nincs kapcsolat, a sejtkozdiya-
déekban lebegnek. Egy féltt embernek atlagosan 5-6 liter vére van. A véiotgatanak 42-
48%-at (ez a hematokrit érték) teszik ki a sejtemek (vorosversejtek, fehérvérsejtek, vérle-
mezkék), a tobbi a vérszérum. Androgén tdbbletrelenziik azt a jelenséget, hogy a férfiak
vérében 10-20%-kal tdbb vordsvérsejt van, miékében. Ez a szteroid tipusu férfihormonok
hatasa.

Az emberi vér egy szuszpenzid, melynek alkotoréazeazma és a benne lebeda-

kos elemek:

» a (sejtmag nelklli) vorosversejtek, vagy voros\atdke (erythrocytak), amelyek a
gaztranszportban és a sav-bazis egyensuly bealidasszerepelnek,

» a maggal rendelkéz kering fehérvérsejtek (leukocytak), azaz a granulocy#ak,
lymphocytak és a monocytak, amelyek a szervezetked, immunoldgiai rend-
szereinek részét képezik.

> a sejtmag nélkuli vérlemezkék (trombocitak), amklfenkcidja a vérzések elleni
védekezes, az érpalya épségének védelme és hilgsalazaz a haemostasis.

A levett vért tobbféle formaban vizsgaljak/haszalélj
> a levett vér allapotaban (teljes vér),
» centrifugalas utan (alakos elemek + szérum)
» alvadas utan (alvadék + plazma)
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A szérum és a plazma koz6tti kilonbség: a plazméi@amincsenek benne az alvadasi
faktorok, a fibrinogén.
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Oldott anyagok a vérben

A vér asvanyi anyag (s0) tartalma kb. 2%. lonostett gyakorlatiiag megegyezik a
sejtkzotti folyadék (intersticium) koncentracidivenig jelentsen eltér a sejtek belsejében
mérhettol. Ezt a kilonbséget az aktiv transzportok folyammagnergiaraforditassal tartjak
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A vérben 6-7% oldott fehérje van, ezek funkciéjakrint sokfélék, az albumin a folya-
deék fizikai-kémiai tulajdonségait stabilizalja, gal vannak szallité-, szabalyozo- és immunfe-
hérjék, valamint véralvadasi faktorok is (Id. alatlsejtek tapoldatanal is).



40 - 50 g/l Albumin

10- 254/ Immunoglobulinok
6-8% Protein 2-44¢l Fibrinogén
9-104g/l 6 nagy molsulyu fehérje (Transferrin pittaglobin,
NP Cs, az-Makroglobulin, a-Proteinase-Inhibitor,
» Apolipoprotein I)
Ui 8,5 gll kb. 110 kilénbdzplazmafehérje (t6bbek kozott
alvadési faktorok és enzim inhibitorok)

A Kklasszikus oldhatésagi kategoriak
Szérum fehérje elektroforézis szerint: a legtdbb az albumin (az 6sszes fe-
On agarose gel { Hydragel ) hérje kb. kétharmada) és globulinoi-Z,

-2, B-1, B-2, y). Elektroforézissel szétva-
lasztva, denzitométerrel kiértékelve ezek
mennyiségileg is meghatarozhatok.

[ ~N L] ~N i ﬁ
@ o« s g '
E o3 P
do§d B &g
« < <
Frakcibk % Normal % g/l
Albumin 62.1 59,4 - 73,9
Alpha 1 2.9 1,2 - 3,1
Alpha 2 11.0 7,0 - 12,2
Beta 1 9.4 4,9 -~ 9,4
Beta 2 2.8 1,6 - 5,6
Gamma 11.8 6,9 - 14,7
A/G = 1.64

Normuilis elektroforetikus mintdzat.

A VER ES KOMPONENSEINEK POTLASA

A vér egészeben is, elemeiben is nélkilbzhetetlereavezet életben maradasahoz. Ha
tehat ebBl/ezektdl hidny keletkezik, azt potolni kell.

Ha a teljes vér hianyzik (sérulésiitét), akkor vératomlesztésre van szikseg. (A fizio-
I6gias sooldat, vagy dextran oldat csak részlegfeseneti megoldas.)

Ha a vérnek csak egyes komponensei hianyoznaksg@igttett vagy szerzett betegség,
kulsé artalom), akkor a cél annak az dsszétek a poétlasa. Ez szarmazhat donoréiviagy
lehet mesterségeserballitott készitmény (rekombinans fehérje).



Transzfuziéra akkor van sziikség, amikor a betegldi allapota azt egyértefien indokolja.

Az indikacio felallitAsakor mindig mérlegelni kallkockazatat, illetve azda@lyét, mert ugyan
egyre biztonsagosabb vérkészitmények kerulngkllghsra, a transzfuzionak meégis van rizi-
koja. Napjainkban a transzfuzié nem csak a tel@satomlesztését jelenti, hanem célzott he-
moterapiat, vagyis csak a hianyzo, vagy funkciokkept véralkotorész poétlasat.

AZ ALAKOS ELEMEK POTLASA

A vorosveérsejtpotlas indikaciojat a hematokrit (Hés hemoglobin (Hb = a hemoglobin kon-
centracio a ver térfogatara szamitva, kb. a Htkhagyada) értéken tul a szévetek oxigénella-
tottsaga hatarozza meg. Kronikus anémia esetémilukrHb érték: < 6-8 g/dl, a kritikus Htk
erték: <23%, a normal értekek felénél is kevesdbbzovetek oxigénellatottsaganak mutatoi
az oxigenextrakcio és a vénas vér oxigénnyomasavefizhypoxia esetén az oxigénextrakciod
ertéke: >50%, a vénas ver pértéke: 20-22 Hgmm.

VOROSVERSEJT-KONCENTRATUMOK

A vérellatd szolgalatoktol beszerezihetdros vérsejt-készitményeket az 1. tablazat fglal
0ssze. Ezek mindegyike csokkentett fehér vérsgghal készitménynek tekintlietazaz a
vOros vérsejt-koncentratumban az fehér vérsejtéknazkevesebb, mint a kiindulasi érték
25%-a (az fehér vérsejtek eltavolitasanak hatadtmaabb 75%-0s).

Elssdleges voros vérsejt-készitmény a hatarréteg syegéenintartalmu oldatban reszusz-
pendalt vords vérsejt-koncentratumely a donortél levett teljes vér szétvalasztakkiizvet-
leniil keruil eballitasra. Fehérvérsejt-tartalma <1,2%H) az fehér vérsejt eltavolitas haté-
konysaga kb. 75%-0s. Az &lllitasi technologia (a buffy coat leszivasa) k&eetében a
komplement tényeék, plazmafehérje, immunglobulin-tartalom a kiindil&rték 1%-ara
csokken, &t a komplement a 4-5 napos készitményben mar nemtisthatd ki. ABO-antites-
teket csak minimalis mennyiségben tartalmaz, tebetivé, hogy nem csak vércsoport-
azonosan, hanem vércsoport-kompatibilisen is tfandalhaté (pl. A-vércsoportiu betegnek
0-csoporta voros versejt adhato).

Ha a recipiens betegsége nem teszi szikségesskésziemeny tisztitdsat, hipoxias allapot,
vérz beteg kezelésére ez a voros vérsejt-készitménihaja. Az elédleges voros vérsejt-
készitmény a vérellatd egységékbarmikor beszerezhit

Masodlagos vords vérsejt-készitméngelelédleges voros vérsejt-koncentratum tisztitasaval
nyerhebk. Az eballitashoz id kell, azt ebre meg kell rendelni, és nem mindegyik vérellatd
egység tudja elkésziteni. A tisztito eljarasok 2004jus 1-jé&il teljesen zart rendszerben tor-
ténnek, un. SCD (Sterile Connection Device) segégél. Ezzel a készitménygyartas soran
esetlegesen bekovetkekészitmény-felllfefizédés teljesen kivédhit

1. tAblazat: Vorosvérsejt-koncentratumok

Kéd | Megnevezeés Lejarati idd

4760 | Voros vérsejt-koncentratum, hatarréteg szegégnintartalma | 35 nap
oldatban reszuszpendalva, tarolas: + 4 °C

4767 | VOros vérsejt- koncentratum, hatarréteg saegisztott, adenin-| 0osztastol
tartalmu oldatban reszuszpendalva, tarolas: + 4 °C szamitott 15 nap

4850 | Voros vérsejt- koncentratum, mosott, fiz. soleszuszpendalva, 24 6ra




tarolas: + 4 °C

29160| Voros vérsejt-koncentratum, mosott, adenintartabhdatban re- | 48 éra
szuszpendalva, tarolas: + 4 °C

29167| Voros vérsejt-koncentratum, mosott, osztott, adenialimu ol- | 48 éra
datban reszuszpendalva, tarolas: + 4 °C

5360 | Voros vérsejt koncentratumiidz adenin tartalmu oldatban re- | 35 nap
szuszpendalva, tarolas: + 4 °C

5367 | VOrds vérsejt-koncentratumjisz osztott, adenintartalmu oldat: osztastol
ban reszuszpendalva, tarolas: + 4 °C, szamitott 15 nap

27150| Voros vérsejt- koncentratum, 8%, mosott, fiz. séban reszuszper4 éra
dalva, tarolas: + 4 °C

27160| Voros vérsejt- koncentratum, 8%, mosott, adenintartalmu oldat-48 éra
ban reszuszpendalva, tarolas: + 4 °C

27167| Voros versejt- koncentratum,isz, mosott, osztott, adenintartali 48 ora
mu oldatban reszuszpendalva, tarolas: + 4 °C

Mosott vérds vérsejt-koncentrdtum

A vérkészitmeények tisztitAsdnak egyik médja a vingisejt-koncentradtumban visszamarado
plazmafehérjék, antitestek, komplement téikea fehér vérsejtek altal termelt citokinek el-
tavolitdsa a voros vérsejt élettani sooldattalétrtmosasaval. A mosés a végtermék fehér
veérsejt szennyezettségét lényegesen nem csoKkelatinér vérsejt eltavolitas hatékonysaga
kozel 80%-0s). A mosott vords vérsejt reszuszpédraddlélettani séoldatban (lejaratbid24
ora), illetve adenines (SAGM) oldatban (lejaraté:idi8 ora). Ebnye, hogy gyakorlatilag
.plazmafehérje-mentesitett” készitmény (a plazméfehmennyisége <0,5 g/E, IgA <0,2
mg/E).

Szilirt véros vérsejt-koncentrdtum

A vOros veérsejt-tisztiths masik modja a készitmé&ngnnye& fehér vérsejtek eltavolitasa
(leukodeplécid). A fehér vérsejt-mentesitést ledbetdlo sirokkel végzik, emiatt az igy
eléallitott készitmeényt gt vorods versejt-koncentratumnak nevezzik.

TROMBOCITA-KESZITMENYEK

Trombocita-koncentratum adasa akkor indokolt, heombocitopénias beteg (= alacsony a
vérlemezkeszama) vérzik, vagy csondvelégtelenség all fenn. Nem vérxkis trombocita-
szammal rendelkézbeteg esetén (<5-10x%0) nem feltétleniil indokolt trombocita transzfi-
Zio adasa.

Manualisan diallitott, poolozott készitmény hasznalatakor a tronita transzfazié dézi-
sat altalaban 10 testsulykg-onként 1 E teljes &léskarmazo trombocita-koncentratumban
adjak meg (random donor), de a dozis meghataroaas@sznalhat6é az alabbi képlet is:

(kivant trombocitaszam — jelenlegi trombocitaszam) - BV
RF

minimalis dbzis =

ahol:
BV (beteg-vérvolumen) = testfeliilet’r 2,5
RF (Iépkorrekcids faktor) = 0,67



A trombocita-transzfaziét ABO csoportazonosan va@30 kompatibilisen kell adni
(amennyiben nincs csoportazonos készitmeény, az é@sdlani sdoldatban reszuszpendalva
adhat6 be), az Rh vércsoport figyelembe vétele szakképes koru 6knél ebirt.

A kulonboz trombocita-készitményeket a kovetkaablazat foglalja 6ssze.

2. tablazat. Trombocita-készitmények

Kéd: Megnevezes: Leigj%r'atl

Kézi technikaval teljes vé#h buffy coat modszerrel:

12000 Trombocita koncentratum 1 E, sajat plazméatdaolas: + 22 °C | 5 nap

12002 T,rom,b(')cna ki)ncentratum 1 E, fiz. s6ban reszuszglead 6 6ra
tarolas: + 22 °C

12091 (pool) | Trombocita koncentratum x E, sajazmiaban, tarolas: + 22 °CG 6 6ra
Trombocita koncentratum x E, fiz. S6ban reszuszakag .

12092 (pool) HATOIAS: + 22 °C 6 oOra

12391 (pool) ;’;oorrg:bocna koncentratum x E, 8%, sajat plazmaban, tarolas: +
* Imugard IlI-PL sir6 alkalmazasaval, 2-3,5x10tromb/zsék, ]

. 6 ora

5-6 E/zsék, 5 nap

12392 (pool) T,rom,b(')cna ki)ncentratum X E, 8%, fiz. s6ban reszuszpendalva,6 ora
tarolas: + 22 °C

Gépi aferezissel:

12211 Tr'qmbocna'konceptrafurn geploaferezjbu E, s#irt minéséd, 5 nap
sajat plazmaban, tarolas: + 22 °C

12912 Trombocita koncentratum gépi aferediklx E, s#irt minésédi, 6 6ra
fiz. S6ban reszuszpendalva, tarolas: + 22 °C

12311 Trpmboc[ta k'orTcentraztum gépi aferediklx E, s4irt, sajat plaz- 5 nap
maban, tarolas: + 22 °C

12312 Trombocita k(l)ncen'fratgrr? gépi zzlfererIsb< E, sdirt, fiz. sGban 6 6ra
reszuszpendalva, tarolas: + 22 °C

Els6dleges trombocita-készitmények
Teljes vérbdl elddllitott trombocita-készitmények

Trombocita-koncentratumot @llithatunk teljes védd az un. buffy coat technikaval.
Ezen elédleges trombocita-készitmény tarolasa razva, gdse-zsakban, 5 napig, + 22
°C-on, csakis tertleti vagy regionalis vérellatobagyedi formaban torténik. Transzfuzios
igény esetén azonban SCD (Sterile Connection Depwigalmazasaval tébb donor tromboci-
tajat egy gyjtézsakban egyesitik (sajat plazmaban tarolt pooldzothbocita). A poolozas
csak vérellatd egységben torténhet. Ez a készitrogaly 6 Orat tarolhatd, a féresveszély
miatt azonban célszenzonnal transzfundalni. Emiatt arra aggdntra kell igényelni, amikor
a beteg transzfundalasa esedékes.

A trombocita-készitmények tarolasa alapesetbert plaamaban (elglleges készitme-
nyek) torténik.

Kézegcserélt, fiziolégids séban reszuszpenddlt trombocitakoncentrdtum



Amennyiben a trombocita-koncentratum eredeti takdlbegét, a plazmat eltavolitjuk, és
élettani séoldattal helyettesitjuk, kozegcserétipfdgias soban reszuszpendalt trombocita-
koncentratumot kapunk. A plazma eltavolitasavalpmbocita-koncentratum mosaséaval a fe-
hérvérsejtek és vérlemezkéek mellékhatasokat okermdékei (citokinek, TNFa, IL-1, IL-6-
tromboglobulin, szerotonin, PF4), a komplement &xly és a plazmafehérjék tavolithatok
el. Fiziologias séban kell reszuszpendalni a nerosaport-azonos trombocita-készitmeényt is.

Szirt trombocita-koncentrdtum

A trombocita-koncentratum szenngesként mindig tartalmaz fehér vérsejteket
(<5x10/E), kivétel a sirt minésédi (fehér vérsejt szam <1-5x4Részitmény) aferezises ké-
szitmény. A készitményba fehér vérsejteket leukodepletaldigikkel lehet eltavolitani.

PLAZMAKESZITMENYEK

Az emberi vérplazma szaznal is tdbb kuldrtbéehérjét tartalmaz, melyek kdzul
szamos gyogyszerként is forgalomba kerll. Ezek lkdefianynak életmehtszerepe van
és szinte csak egyeduliként alkalmas az adott &égegyogyitasara.

Ezek az izolalt, specifikus fehérjét tartalmazégypszerek a plazmaderivatumok.

Technoldgidk kialakuldsa, fejlodése

A fehérjék fiziko-kémiai tulajdonsagainak megisnseréedlis lehéséget teremtett
fehérje koncentratumok vérpoétld szerként vald fethalasra. Az allati, €ldlegesen 10 és
marha plazmabdl &llitott albumin készitmények allergias reakcidtotéak ki, igy a ku-
tatok a human plazma felé fordultak. A plazmafrakélasi eljarasok kialakulasat az USA
haborus difeszitései segitették, igy a Harvard egyetemepitete laboratérium albumin
termékét mar felhasznaltak az 1941. decemberi Pador-i tamadas sértltjeinek a gyo-
gyitasara. 1942 januarjaban, az USA-ban dontéetettiilhogy a nagy gyégyszergyarak
plazmafrakciondld kapacitast épitsenek kibadisgesen a hadsereg igényeinek kielégitésé-
re. 1946-ban az addig mar szabadalmaztatott elj@t@Cohn hideg alkoholos eljarasa) tel-
jes részletességgel nyilvanossagra hoztak, anteiegaz eljarasok telepitését és modosita-
sat, fejlesztését.

A plazmafrakcionalasi technologia a 60-as évelé®lendult igazi fejbdésnek. A
hetvenes években elkezdtek telepiteni a kaibbeglvalasztas technikaiiiveleteket (ultra-
sZirés, kromatografia) amelyek leteé tettek az alvadasi faktoroksallitasat és az intra-
vénasan alkalmazhaté immunglobulin készitménygiaisra kertltek. A nyolcvanas évek-
ben a monoklonalis technika elterjedésével a mandlis ellenanyaggal tisztitott faktor ké-
szitményeket fejlesztettek ki, és ezzel parhuzamdasigt a rekombinans preparatumok
tesztelése is.

Magyarorszagon az 50-es évek masodik felében imaedt a plazmafrakciondlas a
Human Intézetben illetve az Orszagos Hematolégidiértranszflzios Intézetben 6&k6r a

gammaglobulint preparaltak, majd 1962-az albumin infuzid is torzskonyvezett készit-
ménykeént jelent meg. A Human Intézet gosidielephelyén 1966-ban kezdték meg az ipari
méreti plazmafrakcionalast. Albumin infazidkat és immuimllin injekcidt gyartottak hazai
onkéntes donorok vérplazmajabdl. 1986-ban jéteberuhdzassal kapacitas/ives tortént,
korszetibb lett a gyartas. 1994-re a hazai vértranszfi@iomasokon bekdvetkezett misegi
fejlédes leheive tette a friss fagyasztott plazméatiitasat, amely éfeltétele volt a veralva-
dasi faktorkoncentratumok gyartasanak. lgy 1994&%-a gyartolizem atépitése utan meg-



kezdsdott a nagy tisztasagu, virusinaktivalt faktor \AH faktor IX koncentratumokdglllita-

sa a magyarorszagi hemofilias betegek ellatagarduman Intézet azéta tdbbszor tulajdonost
€s nevet cserélt, volt a TEVA izraeli gydégyszergyzeme, Human Bioplazma Rt, jelenleg a
Kedrion Group-hoz tartozik.)

A humdn plazma, mint alapanyag

A human plazma két modon Allithatd® €6. abra). Az egyik esetben teljes vérvétel
torténik. A donoroktdl levett vért centrifugalaskamponenseire bontjak, alakos elemekre és
a plazmara. Az igy éllitott plazma a ,recovered” plazma.

& plazmafrakcionalas fazistermeke
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6. abra: A vérellatas és plazmafrakcionalas kaptsol

A plazmaferézissel éhllitott plazma a ,source” plazma. Plazmaferézigdman a
donorok visszakapjak a vér egyéb komponenseitdalalemek) igy kisebb a szervezetik
megterhelése és gyakrabban ismétélagilazma adasa.

A plazmaderivatumok alapanyaga egyedi plazméak k&eeAz egyedi plazmak szam-
talan paraméterben kilonbdznek egymastol és taxalanak olyan fefz6 agenseket, me-
lyek a termékkel a recipiens szervezetébe jutwédeést €és betegséget okozhatnak. Az ilyen
atvitelek elkerilése, a plazmaderivatumok biztoas@pjaink legfontosabb kérdése. A human
plazma adéllitdsara és missitésére a WHO és Ph. Eur. é8rékai a meghatarozok.bizton-
sag novelése érdekében a plazmafrakcionalok oljagdébiztonsagi rendszert (The Integra-
ted Safety System) alakitottak ki, amely lefediyartas teljes folyamatéat a plazméadlitas-
tol a végtermék felszabaditasaig.

Az Atfog6 Biztonsagi Rendszer elemei:
» alapanyag biztonsaga
» plazma midsitése, verifikalasa, pool-ok ndgitése



» hatékony virusinaktivald/eltavolito leépések
e végtermék ellefrzése, felszabaditasa.

A veszély csokkentése érdekében mind a donorokat] enlevett vért, illetve plazmét
szigoru vizsgalatnak és szelekcionak vetik Al&éradas éitt a donorok altalanos orvoés
laboratoriumi vizsgalaton vesznek részt, igy amlazsak egészséges donoroktél szarmazhat.
Magyarorszagon minden egyes levett vért a Vértfamsys Intézetek a magyar jogszabalyok-
ban is rogzitett eurépai irdnyelveknek megfidel ellerdriznek. Az OVSZ-8l (Orszagos Veér-
ellatd Szolgalat) atvett valamennyi plazma megfetealabbi kovetelményeknek:

HBs-antigénnegativ (A vizsgalat a B-tipusu majgyulladast (hepatitiseBpz0 virus
felszini fehérjéjének (HBsAg = hepatitis B surfardigen) jelenlétét mutatja ki.)
Anti-HIV1-2 (HIV virusok ellen termelt antitestiiegativ

Anti-HCV (hepatitis-C virus ellen termelt antitestegativ

Lues (szifilisz, vérbaj: TPHA Freponema pallidurhaemagglutination assaylegativ

Az emberi vérplazmabol &llitott készitményekkel torténviruséatvitel kockazatanak
csokkentésére a hazai és nemzetkdfiratok az alabbi feltételek egyuittes teljesulégék i
elo:

— aveéradok fentiek szerinti orvosi vizsgalatat &sras-antigének/ellenanyagok meghata-
rozasat,
— az alapanyag plazma feldolgozasételujbdli virusvizsgalatat, a HCV esetében NAT

(=PCR) technikaval,

— validalt virusinaktivalo, viruseltavolitd lépésdkaimazasat a gyartas soran.

A vérbsl eléallithatd plazmakészitmények az alabbiak:

Friss Fagyasztott Plazma (FFP)

Kéd Megnevezeés Lejaratidd
18200| FFP, 1 E, (-25 és - &« kozott) 1év
18307| FFP, 1 E, sejtszegény, osztott, (-25 és*@®oHzott) 1év
18211| FFP, gépi aferezigh E, (-25 €s-40C kozott) 1év

A friss fagyasztott plazma @llitasa teljes véed centrifugalassal (180-290 mi/dona-
cid) vagy nagyobb mennyiségben plazmaferezis satdkozel 800 ml/donacio) torténik. A
plazmat a vérvételt kouwet24 oran belll gyorsfagyasztoban —“4D alatti Fimérsékletre fa-
gyasztjak le. Ezzel az eljarassal a plazma valagiatkotorésze meigizhes. Mind a labilis,
mind a stabil véralvadasi faktorokat tartalmazzakészitmény megfeléségének feltétele a
70 %-nal nagyobb FVIII aktivitad) fagyasztas sebessége nagymértékben befolyasudiana
stabil alvadasi faktorok kinyerését. A minél gybitsdagyasztas a kivanatos, ugyanis lassu fa-
gyasztaskor a fehérje molekuldk hosszu ideig tatdigk nagy sdékoncentraciéju oldattal — a
fagyasztas kezdetén a viz kifagy, a sok pedig $eldak — és a nagy ioisseg kovetkezté-
ben a fehérje molekuldk elveszithetik aktivitasukati a kitermelést rontjaroldsa csakis
-25 °C-nél alacsonyabbdmérsékleten, fagyasztd szekrényben lehetséged. iierérecélszer
a korhazi osztalyosiitokben tarolni, mivel azok fagyaszt6 terébendéanbirséklet altalaban
csak —18C kordli.



A friss fagyasztott plazma az alapanyaga a kulérggbgyszergyari plazmakészitmé-
nyeknek: alvadasi faktorkoncentratumoknak, albun@s-immunglobulin készitményeknek.
Ezen hatéanyagokon kivil tartalmazza a véralvagasiszer inhibitorait (fibrinolitikus enzi-
mek, antitrombin-Ill, protein C, protein S stb.jikogént, fibronektint, proteaz inhibitorokat,
C1l-észteraz inhibitort, illetve a komplement rertdomponenseit, valamint a vér alvadasat
megakadalyozé citrat tartalmi alvadasgatlot (CPEagy ACD-A-t). WHO ajanlasa alap-
kovetelménynek a 8 oran bellli lefagyasztast @9 4C alatti tarolast tekinti.

Az friss fagyasztott plazmat ABO vércsoport azono@setleg ABO kompatibilisen) sza-
bad transzfundalni.

A készitmény az egyik legveszélyesebb vérkészitméeyt a plazmat nem virusmente-
sitik. A beadasra ker@lIFFP egy részét az Eurépai Uni6é egyes allamaibaiémieck-UV-A
vagy psoralen-UV-A kezelésnek vetik ala (az eljardzont cstkkenti a plazma Fl, FV és
FVIII aktivitdsat, novelve igy a plazma felhaszisflaAz USA-ban a solvens/detergens méd-
szert hasznaljak virusmentesitésre (ez az eljgsasnt a FVII, VWF, PS, antiplazmin aktivi-
tast csokkenti). Mivel a kdltségek a nem kezelt fieR képest kdzel kétszeresek, ezen orsza-
gokban sem minden FFP virusinaktivalt. A kezeleti¢iP-t viszont karanténban tartjak, és
csak akkor kerll sor terapias felhasznalasara,danar Ujra vért ad és ennek a donacionak a
virus- és lues-szeroldgiai eredményei is negatidak-FP-vel potencialisan lehetségesdert
zés atvitel kockazatat cstkkenthetjik az 6nkéenéegesmentes veradassal, a donorok orvosi
vizsgalataval (6nkizard nyilatkozat a rizikocsopeit donorok esetén), a levett vérekirgz
vizsgalataval (HBV, HCV, HIV, lues), de leginkabb BFP indikaciojanak pontos behatarola-
saval.

Krioprecipitatum

Fibrinogént, FVIII-t, Willebrand faktort, FXIll-aés fibronektint tartalmazé plazmaké-
szitmény, melyet a FFP tovabb feldolgozasavalaakik eb. A FFP-t léfokprogram szerint
lassan felolvasztjdk +4C-os Hmérsékletig. llyen kérulmények kozott a fehérjély egsze
csapadek formajaban oldhatatlan marad, ez a frakkrprecipitatum.

| vérvétel |

plazma

|
| Fagyasztas: 24 6ran belul-40°C ala |

]!
Lassu olvasztas
(4°C)
| krioprecipitatum | | feltluszé |
- Fibrinogén
- ,hidegben oldhatatlan globulinok”
- VIII. faktor

Nem virusinaktivalt készitmény. Alapesetben tovdbliiolgozasra kerdl, terapiara csak
rendkivali kérilmények kozott hasznaljak, ha nemréhdelkezésre véralvadési faktorkon-
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centratum. FI, vWF, FVIII, FXIII hidnyokban, illeevkomplex véralvadési zavarokban is
hasznalhat6. Adasa esetén fennall @fégatvitel (virus, baktérium), allergias, nem hétnol
kus transzflziés reakcio, FVIII ellenes ellenani&ejéttének kockézata.

A kriomentes plazma feldolgozasa

Edwin Cohn(1892-1953) amerikai biokémikus nevéhézotlik a vérplazma frakcionalasa
hideg etanolos eljardssal, melynek sordn a pH edkaholtartalom valtoztatasaval |épésr
lépésre csapjak ki az egyes frakciokat. A csapagjiddshez le kell csokkenteni a fehérjék
oldhatéségat. Az oldhatésag az izoelektromos pontorimdlis. Ezen a pH-n a molekulak
ered toltése nulla, igy a kozottik hatd taszitdkemegsiannek, konnyen dsszetapadnak.
Mésrészél az oldhatéosag cstkkentbiebz olddszer polaritdsanak megvaltoztatasaval. A
Cohn-féle eljarasban etanolt adnak a vizes kozedbgzsokken az olddszer polaritasa, eb-
ben a polaris jellegfehérjék oldhatésaga rosszabb, ezért kicsapddnak.

o Ww
Ethanol
40- Vo e - |- 4
F
m-
e+
+
201 Iv-1
+
m..
I
L L] T
5 6 7
pH

A pH és etanol koncentracio valtoztatasa a Colktilvadlas soran

A Cohn-féle eljaras 56ffrakciot eredményez (1, 11, 111, 1V, V). A kezdetizakaszban a
Frakcio-l-et csapjak ki, ez tartalmazza a F-Vlltalgadasi faktort, ami a velesziletett A tipu-
su verzeékenység kezeléseéhez sziikséges. Ha vistmitrologia a krioprecipitatum levalasz-
tasaval indul, akkor a F-VIII a kriocsapadékba keigy az el§ Cohn csapadék ezt mar nem
tartalmazza.
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PLAZMAOLYVASZTAS |—> Kri6 csapadék

k4

Kric mentes plazma pool

Mintavétel

ecetsav _-_'1 4

pH dllitas 7,2

96 %e-05 EtOH _'1 4

EtOH allitds & %-ra

L + Mintavetel

W

pH dllitds 7,2; kevertetés

!

Szepardlas

A Cohn frakcionalas efslépése

A kriocsapadék fellilusz6jabdl is végrehajthaté arCivakcionalas, a hideg etanolos
eljaras:

Vérplazma Fehérjek
8% EtOH, 7,2 pH, -3 °C l
-
Frakcio | Fibrinogén, Faktor VIII, Fibronectin
25 % EtOH, 6,9 pH, -5°C j
Frakcid lI-l11 | 1gG, IgA, IgM, Faktor I, VI, IX, X,
globulinok
18->40 % EtOH, 5,2->5,8 pH
Frakcio IV-1/IV-4 | a- és B-globulinok, AT-lI, transferrin
40% EtOH, 4,8 pH
Frakcio V. Albumin (a- és B-globulinok)

A Cohn frakcionalas Iépései és termékei

A Frakci6-| elvalasztasa utan a Frakci6 Il és tiyszerre valik ki. Ezt a csapadékot
visszaoldva két Iépésben kapjék a Il és Il csapdddkciokat. A [I+III csapadék fellluszoja-
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bol harom lépésben valasztjak |ékd a 1V/I csapadékot (melléktermék) majd a IV/4&bia
ot, végul az V frakcié az 6sszes fehérje kb. kétizatat kitew albumin.

A frakcionalas eredményeképpen a kovetkiezmeékcsoportokat allitjak &l

Albumin

A gyobgyszergyarakban nagy plazmapoolokbdl alligék Tisztitott, nagy fehérje tartal-
mu (az osszfehérje 95 %-a albumin) készitmény,sféribzés szempontjabol biztonsagos,
mivel ketts, kombinalt (fizikai és kémiai) virusinaktivalasesik at (a modszereket Id. ke-
s6bb).

5 %-0s, izoonkotikus és 20 %-o0s, hiperonkotikusialim oldat kertl éallitasra. (On-
kotikus nyomas = a fehérjék kolloid ozmotikus ny@md Az albumin vizkét kapacitasa
nagy (1 g albumin 18 ml vizet kot) és a tartozkoddeje a vérben viszonylag hosszu (4 6ra).
Az elvesztett vértérfogat potlasara alkalmas. Aunnnovel hatas kb. 48 oraig tart. A kol-
loid 0zmdzis nyomas 80 %-at visszadllitja.

Egésbetegségben azéelségy napban a plazma albumin tartalmanak kb. Bseevész el a
sebeken keresztil. llyen esetekben &tibl20 %-0s albumin adasa szikséges, bevitele infa-
zio formajaban torténik.

Immunglobulinok

Az immunglobulin készitmények nagyszamu, tobb edemor plazmajabdl (plazmapool)
eléallitott, fokomponensként antitesteket (immunglobulinokatatarazo virusmentesitett ké-
szitmények. Passziv immunizalassdiséik fel a szervezet védekezését assitek ellen. A
készitményben lévantitestek specifitdsa alapjan lehetnek polivalEmsnonovalens immun-
globulin készitmények.

a.) A polivalens immunglobulin készitmények az adépességbendtbrdulé gyakori
korokozok (virus-, baktérium antigének) ellen tan@znak sokféle ellenanyagot. Beadasuk
intramuszkularisan (= izomba), illetve a tisztitodiszitményeké intravénasan (intravénas im-
munglobulin, = IVIG terapia) térténhet. Hatasa ngpecifikus, nem 6nmagaban, hanem mas
kiegészib kezelésekkel egyitt hatasos. IVIG kezelésre alkahatdo magyar polivalens (sok-
féle baktérium és virus ellen hatékony), virusm&iteéet immunglobulin készitmény, a Huma-
globin (5 %-os immunglobulin készitmény). A fehégalom legalabb 95 %-a immunglobu-
lin, melynek legalabb 99 %-a IgG. Ezen belll valamg IgG alosztalyt tartalmazza.

b.) A monovalens (specifikusan egyféle datt agenssel szemben hatékony) immunglo-
bulin készitmények &éllitasa felépil betegekil, vagy immunizalt donoroktdl plazmaferé-
zissel nyert plazmabdl torténik. A tisztitott késmnyek intravénasan is alkalmazhatok, a ke-
véshé tisztitottak beadasa csak intramuszkulatis@@nhet. Példaul a tetanusz ellenanyagot
tartalmaz6 monovalens immunglobulin készitmény (Takkor alkalmazhato, ha a sérult
beteg nem részesult aktiv tetanusz immunizaciobdrepatitis B virus elleni antitestet tartal-
maz6 immunglobulin (Hepatect, gyartd: Biotest) hjgaB virussal tortéé kontaminaciot
kove 72 oran belll alkalmazhato.

Véralvadasi faktorkoncentratumok

Ezek targyalasahozddb célszel attekinteni az emberi szervezet véralvadasi, védele-
chanizmusat.
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A szervezet érpalyéi sérilékenyek. Mechanikai tri@ukovetkeztében a megnyilt ere-
ken keresztll vérvesztés kovetkezik be. Aitadly ezeket a traumakat csak abban az esetben
élheti tal, ha az érsérilést kdtetérzést csillapitani képes. Az erek sérilését t@vea vér-
zés megszuntetése harom fazisban megy végbe:

1. Helyi érreakciok: a sértlt erek 6sszehuzédassajalnak az érfal simaizmok kdzvet-
len reakcidjaként. Ez a folyamat csak rovid ideid.t

2. Trombocitak mkodése: a trombocitak aktivalédnak, majd aggreg@a&dEnnek ha-
tasara alakul ki az érsérulés helyéhez tapado woitanlugd, amely elzéarja a sérilt eret.

3. Véralvadéas vagy koagulacié: Ebben a kaszkadiwdyhan a vérplazmaban oldott al-
lapotban €% fibrinogéntdl egy oldhatatlan, stabil fibrinhalé lesz, amelyrambocitakkal
egydutt dugot képez.

A harom fazis idben atfedi egymast. Az alvadas befépzse, a biztonsagos zaras utan
indul meg lassan az eredeti allapot helyreallitagaglvadék feloldédasa, aminek végeredmé-
nye — kedveZ esetben — az érlumen helyreallitasa, a rekanalizac

A vérzéscsillapitas kétéfegyver, nemcsak hianya, de tdikddése is veszélyezteti az
életet. Ha az eredetileg nagyon pontosan kiegygosoit rendszer egyik tagja hianyzik, ak-
kor — a hianyzo6 tag tikddésének megfelé&n — vagy koros vérzékenység, vagy ennek az el-
lentéte, koros vérrogképdes, trombodzis allapota 1ép fel.

faktorhiany inhibitorhiany

VERZEKENYSEG TROMBOZISVESZELY

Egyensuly a véralvadasi faktorok és inhibitorok dtbz

A véralvadasban szeréplehérjék nagy részét a maj — vagy a maj is —stiadlja. Az
elsskent felfedezett faktorok, a fibrinogén/fibrin épm@trombin/trombin elnevezése altalano-
san elfogadotta valt. A késbiekben felismert faktorok elnevezését az Egésagég/ilag-
szervezet egysegesitette. A faktorokat romai sz&elpliz aktivalt faktort ,a” toldalékkal je-
16lik.

A fibrinhalé megjelenése tobblédssreakciésorozat végeredménye. Az egyes |épé-
sekben egy-egy proenzim (alvadasi faktor) aktivimmne alakul at. Az aktiv enzimek — a
Vllla és a Xllla faktor kivételével — szerin promk. Valamennyi proteaznak nagyoriilsa
szubsztratspecifitdsa, csak meghatarozott fehéegk vagy tobb alvadasi faktor) meghatéaro-
zott peptidkétéseit hasitjak: az aktivalt alvad&szim egy tovabbi proenzim peptidkétésének
hasitasaval alakitja ki a kovetkeaktiv enzimet. Minthogy az egymast kdvetroenzimek
koncentraciéja a vérben egyre magasabb, az emglédissan indulé folyamat egyre jobban
felgyorsul. A gyorsul6 folyamatot ,alvadasi kaszkdkaszkad = lépaszetes vizesés) néven
emlitik.

Az alvadasi folyamat sajatossagai kdzé tartozilgyhoéhany proenzim nagyon lassan
ugyan, de spontan is aktivalodik. Aktiv alvadasitéaok ezért rendszeresen talalhatok a vér-
plazméaban, de nagyon kis mennyiségik, valaminzaka semlegegitmechanizmusok ko-
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vetkeztében sérilés nélkil nem inditanak meg adtaddkeringésben jelen |é\aktiv protea-
zok viszont sérllés esetén helyben segitikagbvabbi enzimaktivalast.

A sérilés helyén az alvadési folyamatot a vér s @it szovet talalkozasa inditja meg.
Az in situ alvadashoz vezelepések aextrinsic kilss inditasu Ut elnevezést kaptak:

A sziveti sérilések, sebészeti beavatkozasok adikalha vér kozvetlenul érintkezik az
endothelium (=az érfal bélgétege) sérulése kovetkeztében hozzaféviéetalo anyagokkal.
A véralvadasi kaszkadxtrinsic Utjat a sztveti sejtekben talalhaté egyik memhdiemn, a
szoveti faktor (1ll), valamint a vérplazma Vlla taka egymasra hatasa inditja meg. A Vlla
faktor az inaktiv VII faktorbdl a vérplazmaban nymyn mennyiségben jelen I8v(spontan
aktivalodott) Xa faktor hatasara keletkezik. A Viaalléan rendkivil kevéssé hatasos, kelet-
kezésének kdvetkezménye nincs. A sebzett felliketéha a hozzaférhévé valt szoveti fak-
torhoz koédik. Az igy kialakult komplex mar aktiv; a kompléxvabbi VII. faktor molekula-
kat aktival Vlla-v4, és «it kezdve jelertis sebességgel alakul ki a szdveti faktor-Vlla-komp-
lex. A folyamat autokatalitikus, Ghmagat gyorsilatalizatora maga a reakcioban keletkezett
termék. A szoveti faktor-Vila-komplex kozvetleni@gyetlen Iépésben is &talakithatja a X.
faktort Xa faktorra, de az atalakulasnak egy magikis van.

Az intrinsic, bel$ inditasu a folyamatban csak a vér sajat anyagaepelnek, kil té-
nyezk - mint azextrinsicuton a szoveti faktor - nem. Az érfal séruléseneér alvadasat a
kotészoveti kollagénnel vald érintkezés inditja megeAkciésorozat soran ugyanugy Xa fak-
tor keletkezik, mint aextrinsicuton, de tébb |épésben és mas faktorok koikéesével. A
folyamat a kontakt fazissal kefdik. E fazisban a kollagén, a vérplazma fehérjaikkeét
- B. Blood clotting

1 Exogenous activation 2 Endogenous activation

(tissue injury) (contact with collagen)
Contact phase

Gz m HMK KK €<— PKK

Ble)

Xl ——— Xlla

—|

PL-Ca?*-Vlla
| Xla «<— Xl
PL  Phospholipids X IXa «—— IX

(mainly PLT factor 3)

Zymogen
s < PL-Ca?-IXa-Villa<—— VIl
Complex

——> Activates V

——> Converts to Xa >‘l,‘

PL-Ca?*-Xa-Va

3 Fibrin ‘l’

e o i e e e T e e e st o s e
Thrombm (Ila)) —>  PLT aggregation

F;bnnogen (1)
Xl
\ Xilla

Fnbrm monomer ———> ~Fibrin mesh-work

Prothrombin (I1)
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proenzim (a Xll. faktor és egy sokfunkcids proenzaprekallikrein), tovabba egy dfehér-
je, a nagy molekulaju kininogén szerepel. A kontakis megindulasakor a plazmaténjlea
fellleten talalkoznak. A XIllI. faktor az fellletektavalodik, és ezzel egy autokatalitikus akti-
valasi folyamat veszi kezdetét. A kialakult Xll&iainogénnel egyutt adszorbedalt prekallikre-
int, a keletkezett kallikrein pedig Ujabb XIl. miildakat alakit at Xlla-va. A Xlla-nak masik
szubsztratja az ugyancsak a kininogénhez adszorkedbaktor, amelyet Xla-va aktival. A
kialakult Xla kozvetlendl aktivalja a IX. faktoriXb-va. Az IXa pedig alternativ médon ak-
tivalja a X. faktort. Ez az alternativ Ut tobb témit igényel, mint az ébb leirt. Mind a 1Xa,
mind a X. faktor C& jelenlétében az aktivalt trombocitak foszfolipPlLj membranfeliileté-
hez kotdik. Egy regulatorfehérje, a Vllla faktor biztogithz enzim és szubsztratja megfelel
térbeli elrended&dését. A kialakuld aktivator-komplex (tenaz kompléshat a IXa, a Vllla,
faktorokbdl, a trombocita foszfolipidbés C&* ionokbdl all, amihez szubsztratként kapcsolo-
dik a X faktor. (A kémcsbe levett vér megalvadasa isedrinsicuton megy végbe. A kém-
csHbe levett vér alvadasat a kollagén helyett az Uvegativ toltes felllete valtja ki. Ha
azonban a kémédels fellletét néhany mikronos vastagsagu szilikongggévonjuk be, az
alvadas nem indul meg. Ennek oka, hogy a szilikdetikete hidroféb, a vér alkotéi csak ne-
hezen, vagy egyaltalan nem tudnak megtapadni)rajta.

A kialakult Xa faktor alakitja at protrombint trommm& (11— Ila). Az atalakulas résztve-
véi szintén aktivator komplexet képeznek, ez azortiddnbozik az éizéekben emlitett te-
naz komplexil. Ebben az dsszedllitdsban az aktiv enzim a Xaulbsztrat a protrombin; a re-
gulatorfehérje, ami az enzim-szubsztrat megieddlendezését biztositja, az Va faktor. Az ak-
tivator komplex C#& jelenlétében ez esetben is a trombocita-membréridiipid feliiletén
alakul ki. A létrehozott trombin a fibrinogésibkisebb ionos peptideket hasit le, ezaltal jon-
nek létre a reakcioképes fibrin monomerek. Ezekdiis kétegekbe rendétve rogzilnek
egymashoz. A masodik |épés a fibrin szalak térlidga keresztkdtések kialakitasaval. Az
aktiv trombin proteolizissel aktivalja az inaktivIX(Laki-Lorand) faktort, és a Xllla az
egyes fibrin szalak kdzo6tt stabil kovalens kotést Fétre, fibrinhaldva térhalésitja a lineéaris
polimereket.

Charged groups that
prevent aggregation

- .

N

Fibrinogen

molecule
Yy ‘.

Fibrin polymer

A trombinnak ezen kivil szerepe van a regulatorjékéktivalasaban: Mind a VIII.,
mind az V. csak éketes aktivalast kovétn vesz részt a megfalehktivator-komplex kiala-
kitasaban; mindkettaktivalasaban a trombin szerepel. Az atalakitégt&tben a vérplazma-
ban nyomnyi mennyiségben jelen d&vombin végzi, és a tovabbiakban az alvadasi fobia
ban keletke& trombin és a Xa faktor folytatja.
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A tobblépc$s, konszekutiv folyamat biologiai dsitoként nikodik. Egy paranyi kis
valtozasbdl a folyamat végéere komoly anyagmenngké&dalakulasa kévetkezik be. Ezt jol
szemlélteti a folyamat elején, kbzepén és végékonb fehérjék normalis koncentrcidja a
vérben:

XII faktor - 10 ppb
!

IX faktor - 3-5000 ppb
!

Fibrinogén - 4.000.000 ppb

Ez annak kdszonh&thogy a faktorok (nagyrészt) enzimek, és egy emamtekula sok
szubsztrat molekulat képes rovid idlatt atalakitani.

E rendkivul 6sszetett, hosszU evollciés folyamatkiatakult rendszerben egyetlen
elem hib4ja vagy hianya is életveszélyes allapdtthet eb (vérzékenység- trombozisve-
szely). A faktorhiany felismerése révén megnyilielaetiség, hogy a hianyzoé molekula bevi-
telével helyredllitsuk a rendszer normaliskddését és elhdrithassuk a veszélyeket. A kérdé-
ses fehérjék éhllitasara két ut adodik:

> lzolalas donorok vérplazmajabol
> Elsallitas rekombinans fehérjeként fermentacios uton
Ebben a fejezetben az &lgyartasi mddszerrel foglalkozunk.

A plazméabdl (FFP) virusinaktivalt véralvadasi fak&szitményeket allitanakéelEzek intra-
vénasan alkalmazhato, specialis vérzéscsillapgaatitbtt, liofilizalt szerek, melyeknek fak-
toraktivitdsa az FFP-vel szemben magas és pontssuaart. Virusbiztonsaguk egyrészt a do-
norok sfirésén, masrészt a végtermék virusinaktivalasatogkdizikai + kémiai modszerek
a burkos és nem burkos virusok ellen) és PCR mddsegtermék ellefrzésen alapul. He-
mofilia esetén a készitmények adagolasa a fakioyhigértékéil, a vérzés helyét és kiterje-
désétl flgg.

A faktorok kozil legnagyobb piaci sulya a F-VIllknas F-IX-nek van. Ezek képde-
sének velesziletett hianya (hemofilia A és B) @arélethosszig tartd rendszeres adagolast
tesz sziksegesse. Verzékeny betegek kezeléséhmatkato véralvadasi faktorkoncentratu-
mok:

F-VIIl koncentratumok:

Humafaktor 8 (Human Bioplazma, Godijll
Haemoctin SDH (Biotest)
Hemofil M (Baxter)
Immunate (Baxter)
Haemate P (Behring)
F-IX koncentratumok:
Humafaktor 9 (Human Bioplazma, Godill
Immunine (Baxter)

Tobbkomponeriskészitmények:
Prothromplex Total/STIM : Fll, FVII, FIX, FX (Immo)
Prothromplex TIM: FIlI, FIX, FX (Immuno)
Beriplex (Behring)
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FEIBA VH (Baxter)

Egyéb faktorkoncentratumok:

FI: Haemocomplettan (Behring)
FXI: Hemoleven (LFB) (hazankban nem all rendefisze)
FXIII: Fibrogammin (Behring)

Virusmentesitési eljarasok

Az eddigiek soran tobbszor emlitésre keriltek vivaistesitési, virusinaktivalasi tech-
nolégiak. Ezeknél az alapprobléma minden esetbspekektivitas, azaz a virusok anyagait
karositd beavatkozdsok ne inaktivaljak a hatéanymsgd nukleinsavak sokkal stabilabbak,
mint a fehérjék, mégis a virulenciat hordoz6 nuksavakat kell inaktivalni gy, hogy a jelen
lévé fehérje termék ne karosodjon.

A fert6z6 agensek szamanak alacsonyan tartasa minden teghfékios szempont, de
kiemelten kell kezelni a gyogyszeripari termékekmeelen belll is azoknél, amelyek gyartasa
soran potencialis virushordozékkal, human vagyosrskjtekkel, szovetekkel dolgoznak (al-
lati szovettenyésztés, vérkészitmények). igy eavalrattekintés sok technolégiaban hasznéa-
latos Iépéseket targyal, nem csak iéksen vett plazmafehérjékre érvényes. Avaletek az al-
kalmazott hatdsok szempontjabol csoportosithatok:

Fizikaimodszerek
Inaktivalas hokezeléssel Eltavolitas
UPasztorizalas UMembranszirés
USzaraz hékezelés UKromatografias médszerek
UGozoéles UKicsapas
Kémiai modszerek Fotokémiai modszerek
USolvens — Detergens eljaras UMetilénkék
Up-Propiolakton UPsoralen
UJéd UHypericin

Inaktivalas lekezeléssel

A hével végrehajtott sterilezés nagyon sok iparagbamm@ntacios ipar, élelmiszeri-
par) nagy meéretekben is altalanosan elterjetitetet. A virusok célzott eldlésénél viszont
erésen behatarolja a gyenge szelektivitas. A fehéjékélése érdekében csak pésirest
(maximum 100 °C-osdkezelést) alkalmaznak, de sokszor hosszabb idemikfobioldgiai
gyakorlathoz hasonléan megkulonboztetjik a szésazeélves bkezelést (§ztérben, illetve

forré levegben). Néhany konkrét példa:

Albumin nedves &, 10 6ra, 60 °C
F-VI szaraz 16, 72 ora, 80 °C
F-VII széraz 16, 30 perc, 100 °C
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Ezekkel a paraméterekkel a kiulonbadrusok szama 5-7 nagysagrenddel csokkent. A
hokezelésa lipidburok nélkuli és lipidburokkal rendelkezirusok széles csoportjara egyarant
hatékonyugyanakkor a tok nélkili RNS virusok ellenallobbak.

Virusok eltavolitasa

A virusok szuszpenziot alkotnak, leldegyilard részecskék a fehérjeoldatban. Megfe-
lelé pérusmérdi szirokkel kiszirhetk a folyadekbol. A méretaranyokat szemlélteti ahl
abra:

HIV EBV HCV HBV BVDV Polio HAV Parvo Filter

© ¢ © o o

8o-no nm >80 nm > 45 nm > 42 nm > 40 Nm 28-30nm 22-30 Nnm 18-22 nm 20 nm

£

A kis méret gondot okoz, hiszen a szokasos mikiogiai sterilszirék porusmérete
0,22 — 0,45 mikron, itt ennél egy nagysagrenddatiidbre van sziikség. Ezek érék mar at-
menetet jelentenek a mikrds#k és az ultraswok kozott. A shrést gyakran megneheziti a
fehérjeoldat nagy viszkozitasa.

Virusok elvalasztasara alkalmasak még a kromatagrafiiveletek is, igy a gélkro-
matografia (kizarasos kromatografia), amely ézd@khez hasonléan méret szerint valaszt el.
A virusokat megfelé tolteten végrehajtott adszorpcioval, esetleg kidsaal (PEG) is el-
tavolithatjuk.

Kémiai moédszerek

Szolvens-detergens eljaras

Valojaban nem jatszodik le kémiai reakcid, a vegryyagok leoldjak, ,leszappanoz-
zak” a virusok burkat. Szolvensként jellesiem TNBP-ot (tri-n-butil-foszfat, 0,3-1,0%), de-
tergenskeént Triton X-100-at vagy Tween-t (szintéf) lkalmaznak. Adagolas utan az ele-
gyet 30° C-on kevertetik 1-4 6ran keresztul. (Egyiessokra 2-10 perc is elegehilA keze-
lés utan a hozzaadott szerves anyagokat el igdkallitani az elegydl. Ezt extrakciéval old-
jak meg. Halogénezett, vagydajszarmazék oldoszerek nem johetnek szamitazbe, tesz-
titott, steril névényi olajat (szojaolaj, ricinuafl hasznalnak egy vagy két extrakcios |épcs
ben. Végul a maradék apolaris molekuldkat hidraédteti oszlopon (C18) kétik meg. Sajnos
ez a nagy hatékonysag nem érvényesil a burok nefkigoknal.

-Propiolakton

Feszitett giriils szerkezét erds alkilediszer, mind a fehérjékkel, mind a nukleinsa-
vakkal reakciéba lép. Ennek dacara széles korberinahzzak, mert a fehérjék aktivitdscsok-
kenése sokkal kisebb mértgkmint a virusok inaktivalédasa. dalye, hogy bar kozvetlendl
veszélyes, rakkdithatasu, de vizes kézegben fél-egy nap alatt @lliedt €s artalmatlan hid-
roxi-propionsav lesz béle.

Fotokémiai médszerek
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Az ultraibolya fény 6nmagéban is mutagén hatdgiN&-en a funkciora karos kémiai
valtozasokat idéz él Ez a hatas fokozhat6, ha olyan gerjes#thatlekulakat visziink be a
rendszerbe, amelyek az elnyelt energia atvitelédaisitjak a DNS-t. llyen célokra metilén-
kéket, Psoralent vagy Hypericint alkalmaznak. E&tkigyelembe kel venni, hogy a kezelés
utan szennyedzszermaradvanyok és bomlastermékek maradhatnakegbén.

Hangsulyozni kell, hogy a célzott virusszam csokkeniveletek mellett a kompo-
nensek elvalasztasra alkalmazoftweleteknek is van szamottehatasa. Az alkoholos kicsa-
pas, a pH-valtoztatas és a kromatografias lépésett maktivaljak, vagy eltavolitjak a viru-
sok egy részet.

A virusmentesités hatékonysagat log-ban fejezilekiaz Negs/Nriindulasi €rték tizes
alapu logaritmusa. Egy log azéé¥iruskoncentracio egy tizedére valé csokkenégérifdi
(Id. a konzervek sterilezésénél hasznalatos tigsdalh fogalmat). 5-6 log-nyi csdkkenés te-
hat 5-6 nagysagrendnyi virusszam redukciot jelemtegymast kovét technolbgiai l€épések
log értékei 6sszeadddnak. A szigoru szabalyozamszeteljes niveletsor ered log éertéke-
nek 10 — 20 kozott kell lennie.

A koztes és végsmintak virusszamat legérzékenyebben PCR-rel Iefegihatarozni,
de nehézséget okozhat az életképes és az inakfingtDNS megkilonbdztetése.

A gyartasi technolOgia egyes lépéseinek virusszsiRkend hatasat validacios vizs-
galatokkal bizonyitjdk. Ez azt jelenti, hogy egyntdt szandékosan megferhek ismert fajta-
ju és szamu virussal, majd az adotivelet végrehajtasa utan visszameérik a megmaradit akt
virusokat.

e HIV-1

e BVDV

o—e HSV-1

oo Polio-1

Virus titre {10919} CCIDso/mL

0 1 2 3 4 S 6 7 8 9 10
Heating time {hours)

Beriplex P/N (F-1X) pasztorizacios virusinaktivéask kinetikaja
A F-IX ES EIOALLITASA VERPLAZMABOL

A veralvadasi kaszkad egyik tagjdaktor IXfeherje, amelyre a véralvadas folyamata-
hoz minden embernek sziiksége van. Orokletes halytpusi hemofilia betegség, ami a
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IX-es faktor teljes, vagy részleges hidnyat jelddézelésére nagy tisztasdgu IX-es véralvada-
si faktort kell adagolni a paciensnek — ennek @&t targyaljuk esettanulmanykeént.

A IX-es véralvadasi faktor sok vérfehérjéhez hadanla majban szintetizalddik, egy-
lancu glikoprotein, molekulasulya 56 000 D. Norrk@hcentracioja a plazmaban 3-5 pg/ml.

A IX-es faktor 415 aminosavbal all, az aminosavakendje ismert. A fehérje kb. 20%
szénhidratot tartalmaz. A fehérje tobb jol elkitbet szakaszbol, doméaball. Biokémiai
aktivitdsara nézve ez egy tripszin tipusu szeritgdz, funkciondlis része a C termindlison ta-
lalhato tripszin domén. Az N-terminalison elhelyedk Gla-domén egyéb aminosavak mel-
lett 12y-karboxi-glutaminsav (Gla) egységet tartalmaz. & @yokok intramolekularis kalci-
um-hidakat képeznek, amelyek nélkil6zhetetlenedha@rie konformacio kialakulasahoz és a
membranfelszinekhez val6 kdeshez. A két EGF (Epidermal Growth Factor) domépn
masik szokatlan aminosav, hidroxi-aszparaginsaMhalo. A véralvadasban szerepet jatszo
ll-es, VIll-es és IX-es véralvadasi faktor, valamangatlé C és S protein homoldg szerkézet
ek. Felépitésukben kdzos a 45 aminosavbol alloriditglis Gla-domeén.

N —@-(EGI)—(EGF)—( Trypsin C

A plazmafehérjék ezen csoportjanak teljes szingékmz K-vitaminra van szikség, ezért
nevezik ezeket K-vitamin fuggfehérjéknek. A Gla doménben a glutaminsav gyokakieb-
rai transzlacié soran egy K-vitamin fitggpecialis enzim gamma-karboxilezi. K-vitamin-hi-
anyban ennek elmaradasa miatt alvadasi zavar kégiktke. A K-vitamin zsirban oldodo vi-
tamin, felszivadsahoz epesavas sok jelenlétére zighs€g: ha az epetermelés zavart, vagy az
epesavas soknak a bélbe Urllése akadalyozottivietissi K-vitamin-hiany jon létre.

A IX-es faktor alapallapotban az egyik legstabilalvalvadasi faktor. Féléletideje a
vérkeringésben 18-24 ora. In vitro a normal plakdzegében vagy koncentralt terapias szer
form4jaban szobdmérsékleten 6rdkig megtartja aktivitasat. Ez arjehé ebanyag (proen-
zim, zimogén) formaban kéfdik, csak akkor aktivalodik, ha beindul a véralvadaktivala-
sa szelektiv proteolizissel torténik, a Xl faktdndsit beble egy kis peptidet. A fehérje ketté-
valik egy konnyi és egy nehéz lancra, ame-
lyeket egy diszulfid kotés tart dssze. Ez
aktivalt forma pH 7 és 9 kozoétt viszonylal
stabil, de redukalé kdzegben, példaul diti
treitol hatasara a diszulfid-kétés felbomlil
amitsl az enzim elveszti az aktivitasat.

145:146 180-181

_Factor IX

A hemofilia-B betegség l Factor XI

A IX-es faktort nevezik Christmas fak
.tornalf, vglamint aqtihemofiliés qutor-B-ne 6.8 +
is. Utobbi elnevezések a faktor részleges
vagy teljes hianya esetén kialakuld betegst
re utalnak. A 1X-es faktor a normal plazma:
ban viszonylag &llandé mennyiségben van
jelen. A normal populacio nagy részében a IX-esoflagzintje az atlagos szint 80-120%-a.
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Hianya vérzékenységi hajlamot okoz, a betegség mevmfilia B vagy Christmas betegség.

A B beti a IX faktor hianyara utal. (Remofilia Aa VIlI-as faktor hianyat jelenti.) A klinikai
tinetek visszatikrozik a faktor koncentraciojatlyBsi hemofilia esetén a plazma véralvadasi
IX faktor tartalma kevesebb, mint 1%-a a normalisk&zepesen sulyos esetben 1-4%-a, mig
enyhe hemofilia esetén 5-25%-a.

A hemofilia Bnemhez kototten orékdic betegseg. A IX-es faktor szintéziséeért fésel
gén, melyhemofilia Besetén hibés, az Xdn kromoszéman helyezkedik el. A B tipusu he-
mofilia recessziv jelldg tehat a betegség nem expresszalddik, ha a neraii is jelen van.
Emiatt ahemofilia Bcsak férfiakat betegit meg, egy hemofilias féKirgy hibas X és egy
egészséges Y kromoszémaja van. Ha egy hemofélifindk és egy két normal X kromoszé6-
maval rendelkez nének utddai sziletnek, minden lanyuk hemofilia hadtesz ¢k egy hi-
bas X kromoszomat 6rokdlnek az apatol és egy eggszsK kromoszomat az anyatoél), mig a
fiaik egy Y kromoszomét 6rokolnek az apatdl és eggszséges X kromoszémat az anyéatdl
igy a betegséget nem is orokitik tovabb. Tehatregwofilias férfi gyerekei kézil a fiuk 100
%-0s biztonsaggal egészségesek, mig a lanyok 1@0Btztonsaggal hemofilia hordozok. A
hordozo wknél altalaban nincsenek vérzékenysegi tiinetelettnek hemofilias filgyerme-
keik. Ha egy hemofilia hordoz&nek - akinek tehat egy beteg és egy egészségesmxokr
szOmaja van — és egy egészseges férfinak gyerrapllgtnek, a fiaik 50-50%-ban egészsé-
gesek vagy hemofiliasak, a lanyaik pedig ugyanilgegmyban hordozék, vagy nem hordo-
zok.

Ritkan, az ugynevezett sporadikus esetekben, amiprlj mutécio fellépése okozza a
betegséget, a hemofilianak nincs csaladi térténete.

. Inheritance of Hemophilia . Inheritance of Hemophilia
Carrier” Mother and Father Without Hemophilia Father With Hemophilia and Mother Who Is Not a Carrier
Parents Parents
&
+
Father Mother
(without (carrier for Father Mother
hemophlha) hemophilia gene) (with hemophilia) (not a carrier)
XY XX XY XX
Son Daughter Son Daughter Q Q
(without (carrier for (has (does not carry Son Daughter Son Daughter
hemophilia)  hemophilia gene) hemophilia)  hemophiia gene)|(Without hemophilia)  (carrier) ~(Without hemophilia)  (carrier)
XY XX XY XX XY XX XY XX
Children Children

A genetikai eredétvérzékenység oroétiése

A betegség kezelése intravénés plazma vagy I)é#&erban gazdag plazmafehérje

Ve
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ként is. Ma mar a biotechnoldgiai utowdlitott rekombinans faktor IX preparatum szamot-
tevd mennyiségben van jelen a piacon.

Izolalas vérplazmabal

A Humafactor-9-et egészséges donorok HBsAg-, a@tifHanti-HIV-1- és anti-HIV-2-
negativ plazmajabdl nyerik. A gyartasra csak aldaviilhet sor, ha a poolbdl vett minta a vi-
rusvizsgalatokkal negativ eredményt ad.

A gyéartas egy 1500 literes plazmapoolbdl indul, &g zart rendszerben zajlo, hosszu
folyamat, amelynek elslépése a felszabaditott (= a vizsgalatok alapgéimagznalhaténak
mindsitett) fagyasztott plazma olvasztasaval kelkd Ha a megfagyasztott vérplazmat
lassan melegitik fel +4°C-ra, akkor a plazmafeh&gkcio egy része csapadék alakjaban
marad, ez az un. ,krioprecipitatum”. A csapadélaittdfugalassal valasztjak el. A kilences
faktor a kriocsapadék feltliszojaban talalhato, edk fehérjével egyiitt. A feladat tiszta IX-
es faktor izolalasa, azaz a jelendéagyéb fehérjék elvalasztasa. Ezek biolégiailaivadd
akar gyogyszerként is hasznalhato értékes anyagodlyeket nem lenne helyes szennyezés-
nek nevezni, viszont ebben a készitményben felesétg 6t karosak is lehetnek.

Az el Iépés egy gélkromatografia, ami a molekulakat th&ténbségik alapjan va-
lasztja el. Ennek egy frakciojat viszik tovabb isee kromatografiara. A DEAE-Sephadex
A50 oszlopral a ll-es, VIlI-es, 1X-es, X-es faktorefyitt elualédnak, és ez a frakcio még prote-
in C-t, protein S-t is tartalmaz. Ezek egyuttesétazik Protrombin Komplex Koncentratum-
nak (PCC). A kovetkeikben a Il, VII, X faktorokat és ezek aktivalt foringavolitjak el. A
megfeleben ellerdrzott tisztitasnak azért van nagy jelis#ége, mivel a maradék faktorok és
azok aktivalt formainak jelenléte nem eléggé k@&kihto alkalmazas esetén tromboembolias
szowdmeények kialakulasahoz vezethet. E faktorok sziat hemofilidsok vérében norma-
lis, és ha a IX-es faktor készitménnyel egylttekbd tovabbi mennyiséget juttatunk be, ak-
mot és verrogkéimléshez vezethet.

Stabilizalé anyagok hozzaadasa utan keril sorusmientesitésre. A célzott virusszam-
csokkend eljaras (10 érasdkezelés 60C-on) a lipid burok nélkuli és lipid burokkal rerde
kez virusok széles csoportjara egyarant hatékony. d&tggi technoldgia egyes Iépéseinek
virusszam csokketithatasat validacios vizsgalatokkal bizonyitottak.

Ezt koveben tobb fehérje kicsapasi l1épés kovetkezik, ametgik a szennyézkompo-
nensek eltavolitasa a 1X-es faktor réelA csapadékot lecentrifugéljak, majd a felllusalita-
sZir6 berendezésen didsik €s koncentraljak. Az oldat mar csak kékbmponest, 1X-es és X-es
faktort tartalmaz. Ezek elvalasztasa affinkromattigval torténik. A Na-heparin Fractogel
tolteten a IX-es faktor szelektiven és nagy afizsal megkdtik, a X-es faktor viszont nem, igy
a moso pufferrel tavozik az oszlopral.

Affinkromatografia soran az aktiv célmolekula &dik a tolteten rogzitett ligandumhoz.
A IX-es faktor gyartasi folyamataban hasznalt ggamdkéent heparint tartalmaz. A kotés so-
ran a gélen l& heparin magahoz koéti a 1X-es faktort, a céltermékeheparin egy lineéris és
sok szulfatcsoportot tartalmazé glikoz-aminoglikae)ynek antikoagulans (véralvadasgatlo)
tulajdonsagai vannak. Alaplancaban D-glik6zamib@giikuronsav kapcsolédik egyméshoz
1-4 glikozidos kotésekkel. Sok hidroxil- és aminepgortja szulfonalt. Kis mennyiségben
egyéb cukrokat (galaktéz, xil6z) és aminosavakhtsgerint) is tartalmaz. A kotott heparint
széles korben alkalmazzak a biologiai anyagok laffimatografias tisztitasahoz. A folyamat-
ban haromféle puffert hasznalnak, egyockdagy moso és egy eluald puffert. Az elucional a
puffer ionebségét, vagyis sékoncentracidjat névelik. Ebberpédben citrat puffert (pH=7,4)
hasznalnak, amit ki lehet egésziteni argininne{-ed faktor aktivitasanak méggése érdeke-
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ben. Stabilizatorként heparint, antitrombint, ietegyéb segédanyagokat, pl. a masik bazikus
aminosavat, lizint is lehet hasznalni.

Az eluciot koveben a IX-es faktor hatdanyagot tartalmazé oldatbasdiré berendezés-
ben diasiiréssel lecserélik a puffert, majd bekoncentrafakatoanyag tartalom alapjan beallit-
jak a kivant végskoncentraciot. MikrobiolOgiai tartositészer nerkadinazhato. A fajlagos ak-
tiviths — a stabilizal6 fehérje esetleges hozzameétt — legaldbb 50 NE IX. faktor az 6sszes
fehérje 1 mg-jara szamitva.

Az oldatot baktériumgzon bocsatjak at, majd aszeptikusan letoltik a gdgszerelés-
be (ampullazzak), majd azonnal lefagyasztjak. BErtagyasztva szaritjk (liofilizaljak) és az
ampullakat vakuumban vagy inert gaz alatt zarjalAlbatéanyagot nagy tisztasagban tartal-
mazo6 termék Humafactor-9 néven keril forgalombaHémafactor-9 faktorkoncentratum
intravénasan alkalmazhat6 verzeéscsillapitd szeofiBaaB kezelésére.

A késritmény hatdanyaga: plazma eredet human 130 véralvadas faltor
Humafactor-2 hofilizétum 300 HE 600 NE 1200 NE
Osszfehére tatalom 1,25 -500 mg 25-100 mg 50-20,0 mg
[F-es faldor altivitas 300 NE a0 NE 1200 HNE
Matrum-heparin Max 62,5 NE Max 125 NE Max 250 HE
Huméan Antitrombin 111 0,25-075 HE 05—15% NE 1-3 HNE
loncentratum
Oldds zer:

Injekcidhoz vald viz 25 ml 5.0 ml 10,0 tml
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A terméket a kovetkézanalitikai vizsgalatokkal missitik:
— a IX. faktor tartalmi meghatarozasa,
— az aktivalt véralvadasi faktorok meghatarozasa,
— all, VII. és X. faktorok aktivitasdnak meghatéaea; ezek aktivitasa bizonyitottan
nem lehet t6bb, mint a IX. faktor aktivitasanak 2%o-
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