Pécs Miklés: Biotermék technoldgia 2. 14. A vér, mint alapanyac

A VER OSSZETETELE

VERKESZITMENYEK,
A Osszes szaraza- et o
PLAZMADERIVATUMOK nyag: 17 %, de ’ iy
térfogatra az ala-
kos elemek 45-
50 %-ot tesznek
Dr. Pécs Mikl6s Ki.

Budapesti Miszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem,
Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomany Tanszék
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A VER BIOKEMIAJA VERKESZITMENYEK

Araml6 folyadék, amely anyagokat és hét szallit a szerve-
zeten belll, és bedllitja az alland6 bels6é kornyezetet a sej-
tek szamara. A sejtkozotti folyadékban diffizios transzport
mikaodik, a vér viszont aramlik = konvekcios transzport.
Kétiranyu: a sejtekhez viszi a tapanyagokat és az oxigént, Folyékony plazma - FFP — Ipari foldolgozas

elszéllitja az anyagcseretermékeket, a szén-dioxidot és a Buffy coat [+ Trombocita konc - Fehérvérsejt mentes

hét. .
Lazarostos kotészovet. ) 55? Fagyasztva tarolt

Mennyisége kb. 5 liter.
Vér = vérplazma + sejtes elemek
Vér = szérum + vérlepény

Friss teljes vér  ——— Friss vér, buffy coat eltavolitva

Place intube #

Fehérvérsejt koncentratum

oot Sziirt, mosott VVT

— \/orosveérsejt koncentratum E Mosott VVT
fagyasztva tarolt VVT
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A VER BIOKEMIAJA VERKESZITMENYEK
Place in tube p K ; _fﬁ N Vérkészitmény B|olog|E| hatast kifejt 6 | Tarolas | Lejarat
1 omponens

;:'I Centrifugeg::‘—.

CPD-s (alvadasgatolt)
teljes vér

CPD-A(denine)-s teljes vér| VVT, plazmafehérjék +4°C | 28 nap

VVT, plazmafehérjék +4°C | 28 nap

Vorosvérsejt készitmények
. VVT plazméban vagy adenin o

Wg:::;‘:w Plasma tartalmu oldatban szuszpendalva wr G || A
Mosott VVT VT +4°C 24 6ra

=Buffy Coat - -
] EoRhad Eleianes Szlrt, mosott VVT wWT +4°C | 24 6ra

Erythrocytes Fagyasztva tarolt, glicerin

) o .

mentesre mosott VVT Wy e Zls
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14. A vér, mint alapanyac

VERKESZITMENYEK

Vérkészitmény Biologiai hatast kifejt 6| Tarolas Lejarat
komponens
Trombocita készitmények
Trombocita koncentratum trombocitak 20 -24°C | 5nap
FEENESE]: iSilfEse trombocitak 20 - 24°C |1-5 nap
szlrt tromb. koncentratum

Fagyasztott, felolvasztott, .
X trombociték
mosott trombocita konc. azonnal

Az elkészités utan

Fehérvérsejt konc.

granulocitak 20 - 24°C | 24 6ra

Plazmakészitmények

Plazmafehérjék és labilis

Friss fagyasztott plazma S

-25°C alatt | 1 év

Friss fagyasztott plazma | Plazmafehérjék

VW faktor, faktor VIII, Xl
fibrinogén, fibronectin

Krioprecipitatum

-25°C alatt | 1 év

-25°C alatt | 1 év

it ;
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VERFEHERJEK

Tobb frakcio: Szérum f‘?hérjf ‘elek‘trjpf’orézis
Albumin: pufferol, beallitja az oz-

mozisnyomast, N tartalék, apola- /\
ros hordozé. ’\

Globulinok (a; a, B1 B,) Gliko- és ’
lipoproteinek, szallité funkcio I

y_globulin: immunfehérjék, anti- i
testek, a fehér vérsejtek terme- ... .
lik w4
Véralvadasi faktorok: fibrinogén  ==: 2

MG = 1,60

Normitis eleltroforetikus mintizat.

” s

A kriopecipitatum eléallitasa

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

Lassu olvasztas
(4°C)

- Fibrinogén
- ,hidegben oldhatatlan globulinok”
- VIII. faktor

i

g ;
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Szérum fehérje elektroforézis

LN\ |
5 e g
s 8 s s
3
Poiiit g
4 2 Z
Frakciék %
Albumin 62.1
Alpha 1 2.9
Alpha 2 1.0
Beta 1 9.4
Beta 2 2.8
Gamma 11.8
A/G = 1.64

Normilis elektroforetikus mintdzat.

et ;
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1n

PLAZMAFEHERJEK

40 -50 g/l Albumin

A VERPLAZMA FRAKCIONALASA

A plazmafrakciondlas fazistermekei

10 - 25 g/l
2-44qll

Immunoglobulinok
Fibrinogén

9-10g/l 6 nagy molsulya fehérje
92 - 94% viz (Transferrin, Haptoglobin,
(s6,szénhidrét, C;, a,-Makroglobulin, a;-
E Proteinase-Inhibitor, Apoli-
poprotein 1)
8,59/l kb. 110 kilénb6z6 plazmafe-

hérje (tobbek kozott alvadasi
faktorok és enzim inhibitorok)

it ;
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VYT
Wradd

Albumin

Immuniglabulin

Alvadssi

Plazmaferezis ‘ ‘ Telieswér
Seftes elemek
SOURCE RECOVERED
PLAZMA PLAZMA

Plazma
frakcionaldsra

e

faktorok

Enzim
inhibitorok
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PLAZMADERIVATUMOK
Albumin Alvadasi Immun- _ E.n,Zim Eqyéb
faktorok globulinok inhibitorok
Faktor VIII, IX, |16 %-os im.lgG
Faktor X, XIll | |ntravénas 1gG
Fibrinogen Fl | Anti-tetanusz Antitrombinlll
5% és 20 |PCC (protrom- | Anti-D 19G 'Cllé,szteréz
%-0s bin komplex Anti-CMV 1gG inhibitor . Fibrin
infuziés koncentratum) Alfal-protei- |ragaszto
oldatok | (FuviLIx,x, |HePBIgG naz inhibitor
prot S,C) Veszettség ell.
VW faktor Anti varicella
Aktivalt PCC | IgM gazdag
13
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3. HEMOSZTATIKUMOK

Termék Indikéacio Molsuly Plazma | Kihozatal

Dalton |konc. g/l %

Faktor VIII A" hemofilidsok kezelése 300.000| 3x10 18-22

FVIIl + vW vWillebrand betegek kezelése 1-4M 15

fakt.

Faktor IX B hemofilidsok kezelése 57.000 | 5x103 12-18

F ILVILIX,X | Orélisan alvadasgatolt betegek | 72.000 0,1

PCC kezelése 50.000 | 5x10% | 15-25

59.000 | 10x10-

IAktivalt PCC | Inhibitoros ,A” hemofilidsok
kezelése

Fibrinogén hiany
szubsztitcidja

Faktor XIII Sebgyo6gyulas gyorsitasa
Trombin=Flla | Fibrin aktivalé enzim 72.000 0,1

Fibrinogén FI 340.000| 2,5-4,5 10

320.000| 5x10°% 20
500 NE/ml
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1. ALBUMIN KESZITMENYEK

Termék Indikacio Molekul |Plazma | Kihoz
asuly | konc. | atal
Dalton g/l g/l
ALBUMIN Ozm06zis nyomas
20% emelése

Plazma volumen p6t-

ALBUMIN 5% (las
Nem fehérje potszer!

66.000 | 30-35 | 22-27

PPS, Plazma |Plazma volumen p6t-

Protein Oldat |las 66.000 | 33-38 | 30-32

14
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Ml AZ EGYES FEHERJEK SZEREPE A
VERALAVADASBAN?

Egyensuly a faktorok
¢és az inhibitorok kézott

faktorhiany inhibitorhiany
/ \
VERZEKENYSEG TROMBOZISVESZELY
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2. IMMUNGLOBULINOK

Termék Indikéacio olsuly | Plazma |Kihozat
D konc. al g/l
g/l

Szubsztiticiés kezelésre primer im-

munhianyos (PID)szindrémakban:

IgG subcutan |- valtozé immunhiany

- sllyos kombinalt immunhiany

— 1gG alosztaly hiany esetén is-
métlédéd infekcidkban

169.000| 12 4

19G iv. PID, SID, ITP 169.000| 12 3-4

Tetanusz IgG | Tetanusz fert6zés megelézése 169.000
/Anti D IgG Rh negativ sziilé nék 169.000
/Anti CMV CMV fertézés megelézése 169.000

IgG (transplantacioknal)

Hepatitisz B, rubeola, veszettség, kullancs enc.

15
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ALVADASI OLDAL: FAKTOROK

Contact Factor Pathway ‘Tissue Factor Pataway

"M" reakCiésor: az egye/s Kallikrein = Prckallikrcin Tissue Damage
Iépesekben a faktorok szelektiv *  fi« o
és részleges proteolizissel akti- ™ W 2 x»
véljak a kdvetkez6 enzimet. .

Két inditasi lehet6ség:

Kilsé (extrinsic) ut: a sérilés
kovetkeztében kivulrél a vérbe
kertil6 anyagok valtjak ki

Belsé (intrinsic) Ut:

,Szokatlan”, negativ toltést fe-
lulet valtja ki, csak a vér bels6é Sof i ot
anyagai vesznek részt. “"‘*‘"*”‘"T’l

Fibrinogen  Fibrin Monomer

Hard Fibrin Clot

18
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Contact Factor Pathway Tissue Factor Pathway

/Kallil:rein 44— Prekallikrein

HK
HK
Xl —p Xlla
Vila

Tissue Damage

Tissue Factor

Xa
s
X1 Xla Vila g——VII

vir

1a

Fibrinogen Fibrin Monomer

Soft Fibrin Clot
PO F R —
Ca

HhfihingY Mard Fibrin Clot

TROMBOCITA AGGREGACIO

Ha az érrendszer valahol megsértl, akkor a sériilés helyén
a vérlemezkék a sérilt érfalhoz tapadnak, és az odatapad-
tak kdzé mindig Ujabbak rakédnak le. Ha a sértlés kicsi, ez
onmagaban is elég lehet a lezarashoz. Ha viszont a séru-
|és nagyobb, akkor a plazmatikus véralvadas is megindul,
és a fibrin tartja 6ssze a lemezkéket.

VER @ ’0 von WILLEBRAND FAKTOR
e[ ] v ) S SR Ry, e e Jumn

{OLLAGEN!

VERALVADAS 2.

Biologiai erésités: paranyi kis valtozasbél komoly anyag-
mennyiség atalakulasa lesz:

XII faktor - 10 ppb
!

IX faktor - 3-5000 ppb
!

Fibrinogén — 4.000.000 ppb

A kétféle alvadasi reakciésor a X (Stuart) faktor aktivala-

saval kdzosen folytatodik.

Az X, faktor a lll, IV és V faktorokkal (foszfolipid, kalcium,
akcelerin) katalizalja a protrombin - trombin (Il - II,)
atalakulast.

4. INHIBITOR OLDAL

Inhibitor Gatolt fehérje
Antithrombin 111 Thrombin
(+heparin) E Xa

F Xlla, F Xla, F Vlla
Protein C és F Vllla
Protein S FVa
A véralvadas gatlasa:

- Ca megkotése, oxalattal vagy citrattal

- heparin (poliszacharid, allati szervekbdl)

- hirudin (pi6ca, rec-fehérje)

- kumarin-szarmazékok (ragcsaloirt6 szer,
antidotum: K-vitamin)

EE BME Alkal mazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomény Tanszék

VERALVADAS 3.

A trombin a fibrinogén - fibrin (I - 1,) folyamatot katali-
zélja. A fibrin ezutan linearis kdtegekké polimerizalodik,
majd a XIlI, (Laki-L6érand) faktor térhalésitja.

Charged groups that
prevent aggregation
,ﬁﬁ ’_f 1

Fibrinogen

molecule
vl o

s ‘

e

|
il /
L \ SUptigll

R Fibrin polymer

TECHNOLOGIAK

Technologiék kialakulasa, fejlédése

1940 USA Hadugyminisztérium kutato csoport
1941 Pilot Plant laboratérium (Harvard)

1946 COHN 6. Method (E.J. Cohn and co-workers
J.Am.Chem. Soc. 68. 459-475 1946)

1962 KISTLER & NITSHMANN Method
1960-70 egyéb kicsapdszerek

1970- Kromatografias technologia,

1970- Alvadasi faktorok iv IgG

1980- Nagy tisztasagu faktor készitmények
1990- Rekombinans készitmények
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TAlbumin [ IVIG ] ImIgG ] FVIIT [ FIX_] PCC
Plazma pool mi#sités
Plazmamisités Verifikalas + + | + | + | + +
PCR vizsgalat + + + + + +
Fehérje elvéalasztas
Kicsapas Alkoholos kicsapas + + +
Kioldas Csapadék oldasa + + + + + +
Folyadék/szilard Centrifugalas + + + +
elvalasztas Siirés i + + + + +
adszorptiv sirés + + +
Adszorpci6 loncsere (G) (G) ) + + +
kromatogréfia Immunaffinitas (+) (+) (+)
Virusinaktivalas/eltavolitas
Hékezelés Pasztorizalas +) [©) (&) +) [©) [©)
Kémiai médszer SID eljaras ) *+) ) )
Sdirés Nanos#rés (+)
Formulalas, kiszerelés
Adszorpcio adszorptiv sirés + + +
Membrénsirés Dializis/koncentralag + i + + + +
Steril s#irés i + + + + +
Stabilizalas Kémiai adalékok + i + + + +
Toltés Aszeptikus toltés + + + + + +
Széritas Liofilizalas ) *) + + +
Végy inaktivalas
Hékezelés Pasztérizalas + | | | |
Szérazh (+) (+) (+)
Végtermékmimisités
Végtermékminsités| + + |+ | + | + ] +

ﬁ?ﬁﬂ +: alkalmazott rvelet, (+): alkalmazhatd iwvelet
et

Virusinaktivalas / eltavolitas

Fizikai médszerek

Inaktivalas h 6kezeléssel Eltavolitas
QPasztorizalas ONanosziirés
QSzaraz hékezelés QOKromatogréafias madszerek

QGozolés OKicsapas

Kémiai médszerek Fotokémiai modszerek

QSolvens — Detergens eljaras QOMetilénkék

Qp-Propiolakton QPsoralen

QJéd QHypericin
e i . *
i Hitkiaty  BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomény Tanszék

ETANOLOS KICSAPASI ELJARASOK

2w
Ethanol s
404 V 4 s 4- V.- 4. ithanol
0.
30-
wem
+
20
V-1 20
+ =
0 10
\I

H 6 7

Cohn 6 (1946)

%m‘wﬁm@ et 2
JELLS L

i .
Ei| BME Alkalmazott Biotechnologia és Flelmiszertudomany Tanszék

Kistler/ Nitschmann (1962)

Virusinaktivalas / eltavolitas

PASZTORIZALAS

‘ Fehérje oldat ‘

Iy

‘ Stabilizal6szer adagolas ‘
ags

Hokezelés 10 6ra 60°C (vizfurd 6 v.duplikator)

| Stabilizalészer eltavolitas

o

| Tovabbi tisztitas

Pt o

A B8 BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomény Tanszék

COHN 6 PLAZMA FRAKCIOK

Etanol
Frakci6 pH Fehérjék
%
| 8 72 Fibrinogén, Faktor VIII, Fibronectin,

Komplement komponensek

1-111 25 |[6.9| 1gG, IgA, IgM, Faktor II, VII, IX, X, gl obulinok

V-1 18 |5,2| a-és B-globulinok, AT-Ill, al-antitrypsin, IgM

a- és B-globulinok, transferrin, ceruloplasmin,

e e haptoglobin

\% 40 (4,8 Albumin ( a- és B-globulinok)

e 7

i .
i Hitiaigay  BME Alkad mazott Biotechnolégia és Flelmiszertudomany Tanszék

Virusinaktivalas / eltavolitas

SD (SOLVENT-DETERGENT) KEZELES

Solvent: 1 % TNBP tri-n-butil-foszfat
Detergens: 1 % detergens (Triton X-100, Tween)

4 6ra 30° C-os hékezelés

Extrakci6é névényi olajjal (pl. steril széjaolaj)
Kromatografias tisztitas (C18 tolteten)
Ultrasziirés

e A o
| ERE ol g
R it BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék
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Beriplex P/N® pasztorizacios
virusinaktivalas kinetikaja

29 e BVDV

e HSV-1

e Polio-1

0 1 2 3 4 5 8 7 8 9 10
Heating time {hours)

31
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A IX-es faktor a szervezetben

A majban szintetizalodik.

Szintéziséhez K-vitaminra van sziikség, a vitamin
hianyéban funkciondlisan inaktiv — alvadési zavar

Koncentracidja a plazmaban 3-5 pg/ml.
Az egyik legstabilabb véralvadasi faktor.
A vérkeringésben féléletideje 18-24 o6ra.

BME Alkal mazott Biotechnolégia és Elelmiszertudominy Tanszék

Beriplex P/N virusmentesitésének
validaciés eredménye

Modellvirusok HIV HSV BVDV Polio

env.,RNA env.,DNA Mod.f.Hep.C n.env.,RNA
Pasteurization (log 10) >6,6 >6,0 >85 >79
Nanofiltration (log 10) >7.1 >7.2 4,0 (0,3)
Total reduction (log 10) > 21,1 19,9 (585 (585
HBV: Nanofiltration reduction of 4 log

Remaining steps > 6,5 log (chimpanzees)
Total reduction: >10log

32
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A IX-es faktor fehérjeszerkezete

Egylancu glikoprotein, molekulasulya 56 000 Dalton.
415 aminosavbol all, az aminosavak sorrendje ismert.
A fehérje kb. 20% szénhidratot tartalmaz.

BME Alkal mazott Biotechnolégia és Elelmiszertudominy Tanszék

Tiszta faktorok gyartasa:

IX-es faktor = antihemofilias faktor B
= Christmas faktor

Humafactor 9: ‘_ﬁ___

:
human koagulacios IX-es il w

faktor koncentratum, spe- S =i
cidlis intravénasan alkal- L
mazhaté vérzéscsillapitd

szer hemofilia-B kezelé-

sére

BME Alkal mazott Biotechnolégia és Elelmiszertudominy Tanszék

A IX-es faktor fehérjeszerkezete

Domének:

Gla-domén: az N-terminalis szakaszon 12 gamma-karboxi-
glutaminsavat (Gla) tartalmaz.

EGF (Epidermal Growth Factor) domén: itt egy masik szo-
katlan aminosav, hidroxi-aszparaginsav talalhato.

Ser-protedz domén: anal6g a tripszinnel és a tébbi alvadasi
proteazzal.

BME Alkal mazott Biotechnolégia és Elelmiszertudominy Tanszék

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomaranszék




Pécs Miklés: Biotermék technoldgia 2. 14. A vér, mint alapanyac

A IX-es faktor hianya A IX-es faktor izolaldsa
|
» o i ) » fellliszo Heparin fractogél
Hianya vérzéses hajlamot okoz, a betegség neve Hemofilia kromatografia.
B, vagy Christmas betegség. l
L . L d
A vérzéses tiinetek szoros korrelaciéban vannak a faktor- i
hiany mértékével. stabilizalas ulgaf,ﬁrés,
- - lalizis,
Ha a plazma IX-es faktor tartalma a normalhoz képest: ! Bltés
<1% sulyos hskezelés, I
L. P kicsapasi
1-4% kozepesen sulyos ,épézek
5-25% enyhe i l
ultras4irés,
dializis Humafactor 9
]
el sy fgi BME Alkelmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomény Tanszék i s %l BME Alkelmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomény Tanszék

A IX-es faktor genetikaja Az izolalas kulcslépése:
HO__ o
A IX-es faktor gén az X kromoszoma hosszu AFFINKROMATOGRAFIA
karjan helyezkedik el.
OH HN, O
N . o ud o
A hemofilia recessziv jelleggel 6roklédik, te- o HO
hat a betegség nem expresszalédik, ha a )é”;o ) ) )
normaélis allél is jelen van > nemhez kotott HA A ligandum a tolteten: heparin
betegség, csak férfiakat betegit meg, a nék
tinetmentes hordozok. 6505 o 0504 080y
o * o o =0 o
oH JSeH oK _osos 0@0 OH ]
NHR aH NHSOy 0505 NHS0;
b ) . e & ) .
% BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomény Tanszék i %l BME Alkelmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomény Tanszék

| Heparinhoz kétédik a IX-es faktor |

A I1X-es faktor izolalasa

1

Lassu olvasztas IX-es faktor eludlasa pH7,4-es citrét pufferrel (+ Arg az aktivitas megérzéséhez) |

(4°C) \
IX. faktor oldatdba adnak még: heparint (antikoagulans), antitrombint, lizint

(stabilizator), mikrobiolégiai tartésitészert viszont nem

| Szennyezdék kimoshatok melléle |

ﬂ fajlagos aktivitas legalabb 50 NE/mg &sszfehérje
FIL VI, IX, X | sterilsz{irés |
Protein S, C
ﬂ | Aszeptikus toltés |
Humafactor 9 [ liofilizalas |
e A ) , Humafactor 9
e st o fgi BME Alkelmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomény Tanszék i BMEmTRErmEzOTDTOTmroTOpT e Tremhisz ertudomén y Tanszék
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Pécs Miklés: Biotermék technoldgia 2. 14. A vér, mint alapanyac

ALVADASIFAKTOR-TERMELO UZEM
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