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I3radimas apima kompozicija, leidZiandia stabilizuoti
kraujo plazmg pasterizacijos metu, pasterizacijos bida,
naudojant minéta kompozicijg ir tuo blGdu gautus plazmos

tirpalus skirtus, ypatingai, plazmos perpylimui bei

kraujo kresSéjimo faktoriaus terapijai.

Visa Zmogaus plazma ar plazma be krioproteiny iki 3iol
yra naudojama" perpylimo terapijoje" asmenims, kencian-
tiems nuo sunkiu nudegimy ar rimty suZeidimy arba
patyrusiems dideles chirurgines intervencijas, bendrai
- visalis atvejais, kaili pacientai netenka didelio

skysé¢io kiekio.

Bendrai Sio tipo gydymui yra naudojama plazma, gauta 18
atskiry sveiky asmeny, pried tai patikrinty, siekiant
uzkirsti kelig bet kokiai rizikai perduoti virusines
ligas. Tacdiau 381 procedlira neuZtikrina visi8ko rizikos
uzter8ti virusais prieSserologinéje stadijoje paZali-

nimo, ypatingai, jvairiais hepatito bei AIDS virusais.

Todel yra svarbu testi virusy inaktyvacijos metody ir
stabilizavimo kompozicijy, kurios apsaugoty svarbiau-

sias biologines plazmos funkcijas, paie3ka.

Buvo parodyta, 3jog hepatito B wvirusas yra pilnai
inaktyvuojamas, kaitinant 10 val. 60°C temperatdroje
esanti 0.5 M natrio citrato (Tabor et al. Thrombosis
Res. 22, 1981, 233-238). Tac¢iau $Sis apdorojimas
sglygoja kai kuriy plazmos baltymy biologinio aktyvumo
praradimg (Tabor et al. and Barrowcliffe et al. Fr. J.
Haemotology 55, 1983, 37-46).

Irodyta, jog galima jvairius, turindius terapine verte
proteinus, i3valytus 18 kraujo plazmos, pasterizuoti
iprastu badu - 10 val. 60°C temperatiroje, esant
Lvairiems stabilizuojantiems agentams. Tadiau paZyméta,

jog kompozicijos, stabilizuojandios  vienos risies
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biologini aktyvumg, gali netureti jokio poveikio kitos

rtiSies biologiniam aktyvumui.

Sios skirtingos eksperimentiniy duomenuy ijvados sudaro
ispadi, jog visos plazmos (3viezios plazmos ar
uzSaldytos SvieZios plazmos) ar plazmos be krioproteiny
virusine inaktyvacija negali buti pasiekta

pasterizavimo badu.

Nezidrint to, kadangi yra medicininis poreikis visos
plazmos, pareiskeéjas ieskojo kompozicijy, kurios
uztikrinty vienalaike visy plazmos faktoriy, turin&iy
terapine verte, biologinio aktyvumo apsauga nuo

denaturacijos pasterizavimo metu.

Tokiu budu, Prancizijos patento parais8koje Nr. 90 08
375 pareiskéjas parodé, Jjog misSinys, susidedantis i3
sorbito, heparino, lizino ir CaCl,, efektyviai
stabilizavo plazmos faktoriy biologinj aktyvumg

pasterizavimo metu.

Ta¢iau dél heparino buvimo Siame stabilizuojan&iame
misinyje ir tuo paciu galutiniame procdukte pacientai,

jau gydyti heparinu, negali buti injekuoti $ia plazma.

Stai kodél pareiskéjas iedkojo kitos kompozicijos,

atliekancios tg pacig stabilizavimo funkcija.

IS anksto pastebéjes, jog sorbitas tam tikru mastu
sustiprina apsaugg nuo terminés denat@racijos, bet
rezultatai kinta tarp plazmos pavyzdZiy ir efektyvumas
néra aukstas, pareiskéjas ieSkojo ivairiy priedy,
kurie, sumaisyti su sorbitu, padidinty midinio
stabilizuojancia galig; ypa¢ gerus rezultatus gavo,
pridéjus i mi3ini sacharozés toki kieki, kuris atitinka

apytiksliai 50% sorbito kiekio.
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IS kitos pusés, pastebéjus, jog CaCl, néra stabilus
ilgai kaitinant, jis buvo pakeistas kalcio gliukonatu,
pasiZyminéiu geru rezistentidkumu pasterizavimo saly-

gose.

Be to, trinatrio citrato pridéjimas sustiprino midinio
apsaugini efekta, jei jo koncentracija buvo tiksliai
reguliuojama: pernelyg mazZa dozé salygoja spontanidka
plazmos koaguliacijg, tuo tarpu pernelyg didelé jo dozé
sumazina velesni koaguliavimo faktoriy aktyvumg plazmos

terapinio naudojimo metu.

Pagaliau, maZiausiai dvi amino radgstys, pageidautina

lizinas ir argininas, yra dedamos i miSinij.
Tokiu bUdu stabilizavimo kompozicija pagal &i i3radima
susideda 13 sorbito, sacharozés, kalcio gliukonato,
trinatrio citrato, 1lizino ir arginino mi$inio. Yra
naudojamos jvairiy priedy, skirty plazmai pasterizuoti,
Sios koncentracijos (1 litrui pradinés plazmos):

- sorbitas, 800-1.400 g, pageidautina 1.300 g

- sacharoze, 400-600 g, pageidautina 514 g

- kalcio gliukonatas, 3-5 mM, pageidautina 4 mM

- trinatrio citratas, 8-25 mM, pageidautina 15 mM

- lizinas, 1-10 g, pageidautina 5 g

- argininas, 1-10 g, pageidautina 5 g.
Kompozicija pagal §i i8radimg yra dedama i 3vieZig

plazmg arba i uZSaldytg ir at3ildytg SvieZia plazma,

arba i plazmg, neturindiag krioprecipitato proteiny,
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prie8 minétos plazmos ©pasterizacijag, Jjg kaitinant

skystame blvyje 10 wval. 60°c+1°C temperatiroje.

Po pasterizacijos temperatira palaipsniui maZinama iki
20°C  ir tirpalas dializuojamas, norint ©pa8alinti
sorbitg ir sacharoze. Dializés tirpalo pH yra 7.5 ir jj
sudaro 10 mM trinatrio citrato, 4 mM kalcio gliukonato,
0.1 M natrio chlorido, 10 g/ltr 1lizino ir 3 g/ltr
arginino. Pagal pareikalavimg gali btti taip pat naudo-
jami ijvairiy sudéciy dializés buferiai. Tada tirpalas
koncentruojamas norint atstatyti plazmos proteiny
fiziologine normg. Gautas tirpalas filtruojamas ir tada

paskirstomas ir laikomas uZSaldytas ar liofilizuotas.

ISradimas taip pat liec¢ia plazmos pasterizacijos budg,
kuris apima kompozicijos pagal 8§i i3radimg idéjimg i
plazmg prie$ jos kaitinimag, po to pasterizuotos plazmos

dialize pries$ auks$ciau aprasSyta buferi.

Sis bidas ypatingai naudingas, kadangi Jjis gali bati
pritaikytas dideléms plazmos, gautos i3 keleto atskiry
Saltiniy, partijoms ir gali svyruoti nuo 1 litro iki
keleto Simty litry. 60 ir daugiau 1litry partijy
pasterizacija gali bOti atliekama po atitinkamos
kontrolés, taip jgalinant garantuoti produkto

atitinkamg biochemine kokybe.

I3radimas taip pat apima pasterizuotus plazmos tirpa-
lus, gautus isSradimo bidu, minétus tirpalus, iskaitant
visa plazmg ar plazmg be kai kuriy proteiny (tokiy,
kaip krioprecipitato proteinai), skirtus terapiniam
naudojimui, taip pat skirtus pakeisti visg plazmg arba

kompensuoti atskiro kraujo faktoriaus nepakankamums.

Kompozicija ir blUdas pagal 8i iSradimg taip pat gali
biti pritaikyti gyvulinés kilmés plazmai. Jie gali biti

naudingai pritaikyti, pav., fetaliniam verseliy
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serumui, naudojamam kaip priedas lasteliy kultdroms,

daugiausia skirtoms terapiniy produkty paruodimui.

Sekantis pavyzdys pateikia 8io i8radimo igyvendinimo

formg, neapribojant jo apimties.
Pavyzdys:

Sekantis miSinys yra dedamas i 60 1ltr at$ildytos

plazmos, Jja nestipriai maiSant:

kiekis pradinés plazmos litrui

sorbitas 1.300 g
sacharoze 514 gv
kalcio gliukonatas 4 mM
trinatrio citratas 15 mM
lizinas 5 g
argininas 5g

Pasterizacija yra atliekama termostatuotame inde,

kaitinant 10 val. 60°C temperatiroje.
Po pasterizacijos temperatiira palaipsniui sumaZinama
iki 20°C ir tada tirpalas dializuojamas, siekiant

pasalinti sorbita ir sacharoze.

Dialize atliekama, pav., naudojant kasetine

ultrafiltracijos sistemg (Pellicon®).

Dializes buferio kompozicija yra tokia:

- trinatrio citratas 10 mM

- lizinas 10 g/1ltr
- argininas 3 g/ltr
- kalcio gliukonatas 4 mM

- natrio chloridas 0.1 M



10

15

20

25

LT 3226 B
6

Sorbito pa3alinimas kontroliuojamas kolorimetriskai, o
sacharozeées - fermentinés analizés bidu, tiriant

galutini produktsy.

Po dializeés gali sekti, jei tai reikalinga,
koncentravimas, naudojant ta padia iranga, norint
atstatyti koaguliavimo faktoriaus kieki apytiksliai iki
1 V/ml, kaip yra geros kokybés terapinéje plazmoje.
Produktas yra dializuojamas, esant 370 mosmol/1

osmosiniam slégiui ir pH 7-7.5.

Po to produktas sterilizuojamas filtracijos biddu, pav.,
naudojant Millipack® 40, Millipore® su 0.22 pn dydzio
poromis. Tada produktas iSpilstomas 1 plastmasinius

maiselius arba butelius ir uZsSaldomas arba liofilinamas.

Virusinés inaktyvacijos efektyvumas pasterizuojant buvo
vertinamas, pasirenkant virusus, rekomenduojamus Euro-
pos specialisty eksperty grupés Dbiotechnologijos/
farmacijos srityje biologiniy produkty virusy
eliminavimo ir 1inaktyvavimo ©procesams ratifikuoti.

Rezultatai pateikti I lenteléje.

I lentele
Virusas Genas | Struk- | InfektiSkumo | Trukme
tira sumazéjimas
(log 10)

Zv RNR E >5 <10 min.
POLTIO SABIN 1 RNR NE >6.23 <5 val.
VAKCINA DNR E >4.30 <1l val.
HERPES-AUJESZKY DNR E >4.1¢% <5 val.
PARA gripo 3 tipas RNR E >6.2° <2 val.
REOVIRUSO 3 tipas RNR NE >3.28 <10 val.
SINDBIS RNR E >5.74 <5 wval.

E - su apvalkaléliu
NE - be apvalkalélio
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Kokybés kontrolés rezultatai, gauti 6 sekandiose viena

paskui kitg reguliuojamose partijose, pateikti

sekancdiose lentelése.

II lentele.

Kraujo faktoriy atstatymas

KONCENTRACIJA, U/ml | ISEIGA, %
Proteinai (g/ltr) 60.0410.6 9312
Faktorius VIII:C (IU/ml 1.1010.26 94+7
Faktorius VIII:C (chromogeninis) 0.70+£0.09 83113
Faktorius V:C 1.12+£0.25 8314
Faktorius XI:C 0.98+0.06 8817
Faktorius IX:C 0.64+0.10 5917
Faktorius VII:C 0.651£0.05 6716
Fibrinogenas Ag (g/ltr) 3.10+0.28 92+5
Kre$éjantis fibrinogenas (g/ltr) 2.50%0.17 9213
Antitrombino III aktyvumas (g/ltr) 0.99+0.04 9213
Alfa-l-antitripsino aktywumas (g/1tr) 0.96+0.10 92+3
APTT 35-38 sekundeés -
III lentele.
Kokybés  kontrolé: proteazés ir skilimo produkty
nebuvimas

KONCENTRACIJA (U/1)

Trombinas <0.01
PKA (%) <2
Kalikreinas (%) 3
Faktorius IXa (U/ml) <0.1
Faktorius Xa (U/ml) <0.1
Faktorius VIIb/F VIIa 0.97
Proteolitinis aktyvumas (S. 2288 - OD/mn) 0.03
Fibrinogeno skilimo produktai (ng/ml) <250
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IV lentele.
Kokybés kontrolé in vivo
Testas su Ziurkémis:
- Kraujo spaudimas < -2%
- Pulsas nepakites

- Toksi8kumas (intraveniné injek-
cija - 25 ml/kg toksiskumo néra

Testas su triusSiais:

- pirogeniskumas nepirogeniskas
Plazma, pasterizuota esant anksé&iau aprasytai
stabilizavimo kompozicijai, atitinka standartus,

nustatytus terapiniam naudojimui.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Kompozicija kraujo plazmai stabilizuoti pasteri-
zacljos metu, b e s 1 s ki riant i tuo, kad ji
susideda i§ sorbitolio, sacharozeés, kalcio gliukonato,

trinatrio citrato, lizino ir arginino mi&inio.

2. Kompozicija pagal 1 punkta, b e s i sk ir ian -
t 1 tuo, kad sorbitolio koncentracija yra 800-1400 g/l

pirmines plazmos, o geriausiai 1300 g/l.

3. Kompozicija pagal 1 arba 2 punkta, b e s i s k i -
rianti tuo, kad sacharozes koncentracija yra 400-

600 g/1, o geriausiai 514 g/1.

4. Kompozicija pagal bet kuri i% 1-3 punkty, b e -
s i s k1iriant i tuo, kad kalcio gliukonato

koncentracija yra 3-5 mM, o geriausiai 4 mM.

5. Kompozicija pagal bet kuri 1% 1-4 punkty, b e -
s i s kiriant i tuo, kad trinatrio citrato

koncentracija yra 8-25 mM, o geriausiai 15 mM.

6. Kompozicija pagal bet kuri i% 1-5 punkty, b e -
s 1 s k1 riant i tuo, kad lizino ir arginino

koncentracijos yra 1-10 g/1, o geriausiai 5 g/l.

7. Kraujo plazmos pasterizacijos bidas, b e s i s k i -
riantis tuo, kad prie$ $ildymo stadijag i plazma
iveda kompozicija pagal bet kuri i3 1-6 punkty, o po
Sildymo stadijos cukrus i% kompozicijos paSalina
dializés badu prie$ buferi, turinti trinatrio citrata,

kalcio gliukonatg, natrio chlorida, lizing ir argining.

8. Budas pagal 7 punkta, b e s i s kiriantis

tuo, kad buferis dializei turi 10 mM trinatrio citrato,
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4 mM kalcio gliukonato, 0,1 M natrio chlorido, 10 g/l

lizino ir 3 g/l arginino.

9. Bldas pagal 7 punkta arba 8 punkta, b e s is ki -
riant i s tuo, kad jis taikomas plazmos tiriams

nuo 1 1 iki keliy &imty litry.

10. Visa plazma, skirta terapiniam naudojimui, b e -
s is kiriantdii tuo, kad buvo pasterizuota,

naudojant bida pagal bet kuri i3 7-9 punkty.

11. Nusodintos, veikiant 8alciui, plazmos supernatan-
tas, skirtas terapiniam naudojimui, b e s 1 s k 1 -
riant i s tuo, kad buvo pasterizuotas, naudojant

bida pagal bet kuri i35 7-9 punkty.

12. Plazma arba gyvulinés kilmés serumas, b e s i s -
k 1i r i a n t y s tuo, kad buvo pasterizuoti,

naudojant bida pagal bet kuri i% 7-9 punkty.
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