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(57) Referatas:

ISradimas apima mogaus ar gyvuliy plazmos baltymy atskyrimo bdda,

Pagal §] budg krioprecipituotos plazmos soliubilizuota frakcija yra vienastadiskal chromatografuojama ant
silpnos joninés jégos anijony mainy dervos, uftikrinangios hidrofobines sgveikas, kuri neadsorbuoja vieny
bﬁlltqu. bet fiksuoja kitus baltymus, kurie Po to eliuucjami didéjangios jonines jégos buferiu, pridéjus natrio
chlorido.

Budas leidZia gauti ypatingai auksto valymo laipsnio VIl faktoriaus koncentrata, kuris gali bati naudojamas
lr(1emofilijos A gydymui. Bidas jgalina taip pat gauti fibrinogeno, von Willebrand’o faktoriaus ir fibronektino

oncentratus.
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ISradimas apima Zmogaus ar gyvuliy plazmos baltymy
atskyrimg anijony mainy chromatografijos pagalba,
naudojant metodiksa, jigalinandia per viena valymo
stadija gauti auk3to valymo laipsnio VIII faktoriy,
fibrinogena ir von Willebrand'o faktoriy.

Plazmos baltymy naudojimas terapiniams tikslams
reikalauja tokios valymo technikos, kuri leisty gauti
auk$to valymo produktus, neturin&ius jokiy priemaisy,
ypa¢ kity baltymy ar svetimos kilmes komponenty, pav.,

antikiniy.

Taip, pavyzdZiui, gydant hemofilijg A, svarbu tureti
labai auk3to valymo VIII faktoriaus koncentratus; $iais
atvejais pacientai gauna daugkartines pakartotines VIII
faktoriaus koncentraty injekcijas ir tuo pa&iu metu
didelius fibrinogeno ir imunoglobuliny kiekius, kurie
gali i33aukti nepageidaujamas imunines reakcijas.
Ry3ium su tuo nepakankamai isvalyto VIII faktoriaus
pakartotinés injekcijos gali biti atliekamos tiktai
naudojant vienos kraujo grupés plazmos koncentratus,
kad iSvengti tipisky kraujo perpylimo komplikaciijy,
priklausandiy nuo skirtingy kraujo grupiy ir
imunoglobuliny buvimo.

DaZniausiai VIII faktoriaus koncentratai yra gaunami i3
krioprecipituotos Zmogaus plazmos. Valymo laipsnis VIII
faktoriaus koncentraty, paprastai gaunamy pramoniniuose
Zmogaus plazmos perdirbimo centruose, daZnai yra 1
tarptautinio vieneto/mg (TV/mg) 1lygyje ir paprastai
nevir3ija 10-20 TV/mg. Iprastine gavimo technologija
naudoja nusodinimo stadijas, siekian&ias eliminuoti,
daZnai nepakankamai, tokias baltymy priemai$as, kaip
fibrinogenas, fibronektinas ir imunoglobulinai. §i
technologija gali naudoti ar derinti nusodinimg prie
Zemos temperatiros (10°C) ir baltymus nusodinanéiy
agenty naudojimg, pav., hidrofiliniy polimery, kaip PEG
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(Newman et. al., Br.J. Haematol 21:1-20, 1971; Hao et
al., in Methods of Plazma protein Fractionation,
Academic Press 1980, PP. 57-74), polivinil-pirolidonas
(Casillas and Simonetti, Br.J. Haemato, 50:665-672,
1982), dekstranas, Fikolis, Perkolis, hidroksietilintas
krakmolas ar albuminas, kurie yra pasitlyti kaip VIII
Faktoriy nusodinantys agentai (Farrugia et al., Thromb.
Haemostas, 51:338-342, 1984). Tas pats lieCia glicing
ir natrio chlorida, kuriy naudojimg pasidlé Thorell ir
Blémback. Kai kurie autoriai (Ng et al., Thrombosis
Res., 42: 825-834, 1986) pasieke gery rezultaty,
derindami tris nusodinimo agentus, pav., PEG, glicing
ir natrio chlorida, gaudami VIII faktoriaus

koncentratus su 10-16 TV/mg specifiniu aktyvumu.

Norint gauti didelio molekulinio svorio frakcija,
turin&ia Faktoriaus VIII:C-von Villebrand'o faktoriaus
kompleksa (dalinai neturintj fibrinogeno), buvo siidloma
naudoti sferine selektyvine chromatografijg arba
gefiltracija. Sios metodikos Jigalina gauti, nors ir
nedidele i8eiga, produkta, kurio specifinis aktyvumas
nevirsija 30 TV/mg ir kuriam reikalingas
stabilizatorius - albuminas (dél ko sumaZéja specifinis
aktyvumas iki apytiksliai 3-5 TV/mg). Si technologija
kelia eile problemy, susijusiy su metodikos adaptavimu
stambiapartijinei gamybai, nes yra sunkumy, palaikant
gamybiniy gelfiltracijos kecloneliy skiriamgajg galig tam
tikra periods.

VIII faktoriaus koncentratai taip pat gali buati
gaunami, jvedant j technologine schemg adsorbcijos ant
poringo silicio dioksido mikrogranuliy stadija,
siekiant juos i3valyti nuo Zemo molekulinio svorio
baltymy priemai3y (Margolis et al., Vox Sang. 46:341-
348, 1984). Produkto specifinis aktyvumas palyginti
maZzas: 1 TV/mg.
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Pastaruoju metu pasirodé nauji auk3tai valyty VIII
faktoriaus koncentraty gavimo metodai. Taip, pav.,
Hyland ir Travenol firmos koncentraty gavimui pasidleé
panaudoti imunoafinineés chromatografijos metodus
(Zimmerman and Fulcher, Thrombosis Res., Suppl. VII, p.
58, 1987; Berntorp and Nilsson, Thrombosis Res., Suppl.
VII, p. 60, 1987; Levine et al., Thrombosis Res, Suppl.
VII, 1987). Sutinkamai su Siuo metodu VIII faktoriaus

valymui naudojami anti-faktoriaus VIII:C arba anti-von

Villebrand'o faktoriaus antikGniai, imobilizuoti
chromatografinéje terpeje. Sis metodas duoda gerus
rezultatus, bet reikalauja stipriy tirpaly,

desorbuojant VIII Faktoriy nuo jo ar nuo Villebrando
faktoriaus antikiny. Ry3ium su tuo reikalinga papildoma
ul trafiltracijos stadija, pa$alinant nepageidaujamus
cheminius agentus, kas gali neigiamai paveikti VIII

faktoriaus biologini aktyvumag.

Gamybos metu Sio faktoriaus specifinis aktyvumas gali
siekti 1000 ar net 3000 TV/mg, bet jo nestabilumas
reikalauja panaudoti stabilizatoriy, pav., albumina,
prie$ liofilinimo stadijg, kurios metu VIII faktoriaus
specifinis aktyvumas sumazéja iki 3-5 TV/mg.
Pagrindinis valymo imuninés chromatografijos metodu
trikumas yra liekamuyjy antikiiniy buvimas preparate;
kadangi antiki@iniai yra gaunami imunizuojant peles,
pacientams jie gali i33aukti tokias imunines reakcijas,

kaip kad jvedus svetimus organizmui baltymus.

Taip pat buvo naudojama jony mainy chromatografija,
vienok jos pritaikymo sfera apsiribojo laboratoriniais
eksperimentais, nes tai susieta su metodikos techniniu

sudétingumu ir Zemomis i3eigomis.

J.J.Morgenthaler (Thromb. Haemostas., Stuttgart,
47(2) 124-127 (1982)) darbe diskutuojama, pav., apie
faktoriaus VIII: C valymg, naudojant glikolio
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precipitata, leidZiant Jji per modifikuotg sefaroze
(Sepharose). Vienok, nepateikta duomeny apie produkto
iSeigg ar rezultaty patikimumg, naudojant skirtingus

metodus.

Tokiu budu, svarbu i3dirbti naujus baltymy koncentraty
gavimo metodus, ypa¢ VIII faktoriaus, kuriuos bity
galima naudoti pramoninéje gamyboje ir gauti auk3to
valymo laipsnio produktus, pilnai laisvus nuo svetimy

baltymy, pav., nuo gyvulinés kilmés antikany.

Pareiskeéjas sitlo valymg atlikti anijony mainy
chromatografijos pagalba, kuri leistuy, tinkamai
parinkus dervg, atskirti reikalingus baltymus, naudo-
jant vieng chromatografine kolonele salygomis, lei-
dZianciomis isvengti sekancios procediros, pav.,
ultrafiltracijos, kas daro procesg sudétingesniu ir

maZina valyto baltymo aktyvumsg.

Tokiu bidu, i3radimas apima plazmos baltymy atskyrimo
bida, konkrediai - VIII faktoriaus, fibrinogeno, fibro-
nektino ir wvon Villebrand'oc faktoriaus, pasiZymintj
tuo, kad Zmogaus plazmos krioprecipitato soliubilizuota
frakcija yra chromatografuojama ant santykinai silpnos
joninés jégos anijony mainy dervos, wuZtikrinancios
hidrofobines sgveikas, kurios igalina neadsorbuoti
vieny baltymy, o fiksuoti kitus ir kurie tada yra
specifiskai eliuuojami didéjancios joninés jegos

buferiui.

Sitas bludas taip pat yra tinkamas ir gyvulinés kilmés
plazmai, pav., kiauliy plazmai, kas aktualu kai kuriais
atvejais hemofilija sergantiems ligoniams, kuriy
serumas turi inhibuojané¢iy savybiy ir kuriy gydymui

negalime naudoti Zmogaus VIII faktoriy.
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Kaip pradine frakcija galime naudoti krioprecipituotos
plazmos frakcija, kuri prie$ valymo procediirg buvo i$
anksto apdorota. Tokiu apdorojimu gali bdti, pav.,
nusodinimas aliuminio geliu ir/ar nusodinimas prie Zemy
temperatiry iprastais metodais, taikomais tokiy

frakcijy apdorojimui.

I3bandant jvairias dervas, naudojamas chromatografiniam
atskyrimui, pastebeta, kad geriausi rezultatai gauti,
naudojant DEAE grupes, fiksuotas ant vinil-polimerinio
gelio, pav., ant Fractogel TSK. Rinkoje tokio tipo
derva figlruoja pavadinimu Fractogel TSK-DEAE 650 (M)
(Merck) . Si chromatografine terpé duoda Zymiai
geresnius rezultatus, negu kiti tirti geliai, tokie
kaip, pav., DEAE-Sepharose CL-6B, DEAE-Sepharose CL-6B
Fast Flow (Pharmacia), DEAE -Sepharose 4B ar DEAE-
Trisacril LS (IBF).

Gelio, panaSaus i Fractogel-TSK-DEAE (M), panaudojimas
yra apraSytas Y. Kato et al. (J. Chromato; 245, 1982,
193-211), kurie Jji rekomenduoja naudoti pramoniniam
didelio molekulinio svorio baltymy chromatografiniam
atskyrimui su vidutiniu efektyvumu. Eliuuojamo produkto
uZsilaikymas ant $io gelio yra salygojamas jo Zema jony

mainy galia ir dideliu poringumu.

Parei3kéjas parodé, kad tokio tipo gelis jgalina
adsorbuoti pirmiausia labai didelio svorio kompleksus,
kurie susidaro tarp VIII faktoriaus ir von Villebrand'o
faktoriaus. Be to, per nulygsvarinan&io ir eliuuojandio
buferiy parinkimg Parei3kéjas parodé galimybe panaudoti
silpnus hidrofobinius ry$ius, susidarandius ilgai
uZsilaikius stambiamolekuliniams kompleksams ant
polivinilo gelio. 8is apra3omojo gelio privalumas

anksd¢iau nebuvo paZymetas.
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Taikant tokia derva darbe su plazmos frakcija, turinlia
VIII faktoriy, pav., su i3 anksto valytu krioprecipi-
tato tirpalu, naudojant atitinkamus buferius, gaunama
VIII faktoriaus labai auksto valymo laipsnio
koncentratas su charakteristikomis, budingomis vienos
kraujo grupés plazmos koncentratui. VIII faktoriaus
koncentracija tokiuose preparatuose yra 350 TV/ml
(specifinis aktyvumas didesnis negu 100 TV/mg), Jjiems
nereiklainga ultrafiltracijos stadija, Jjie pasiZymi
aukitu stabilumu, dél ko jiems nereikalingi baltymy
grupés stabilizatoriai. Tos pacios chromatografijos
pagalba taip pat galima gauti fibrinogenu, fibronektinu
ar von Willebrand'o faktoriumi praturtintas frakcijas
su fiziko-cheminemis savybémis, kurios patenkinty
klinikinius tikslus arba jas naudojant kaip cheminius
reagentus. Be to, fibrinogenas gali buti toliau koncen-
truojamas ir panaudojamas kaip biologiniai klijai,

sutinkamai su Europos patento parai$ka Nr. 88 401961.3.

Bidas sutinkamai su idradimu igyvendinamas sekanciai.
I3 anksto valyta frakcija, turindig pagrindinius
krioprecipitato baltymus, t. Y. fibrinogena, VIII
faktoriy, fibronekting ir von Willebrand'o faktoriy,
leid?ia per anks&iau apradyta anijony mainy derva. VIII
faktorius, von Willebrand'o faktorius (pilnai ar
didesnioji jy dalis, priklausomai nuo pradinio produkto
kiekio) ir fibronektinas yra adsorbuojami ant dervos,
tuo tarpu fibrogenas yra randamas neadsorbuoty proteiny
filtrate.

Buferio jonine féga padidinus pirmag karta, yra
eliuuojami fibronektinas ir didesnioji von Willebrand'o

faktoriaus dalis.

Papildomai padidinus buferio jonine jeqa, yra
eliuuojamas VIII  faktorius kartu su mazZais  von

Willebrand'o faktoriaus kiekiais, kuris gali bati 1is
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karto liofilinamas, nepridedant i ji stabilizatoriy ir

nenaudojant ultrafiltracijos stadijos.

Geriausius rezultatus galima gauti, naudojant buferi,
turinti 2-4 g/ltr lizino ir 8-11 g/ltr glicino. Kity
amino rug3&iy ar tik vienos i3 8&iy dviejy paminety
amino riag8&iy panaudojimas duoda Zymiai prastesnius

rezultatus.

Buferio Jjoniné 3Jjéga yra didinama, pridedant natrio
chlorido. Panaudojimas anksd&iau minétos dervos, pasi-
Zyminéios vidutine jonine jéga ir silpnu hidrofo-
biskumu, leidZia naudoti 8ia druska, desorbuojant von
Willebrand'o faktoriy anks&iau negu VIII faktoriy, kas
igalina atsisakyti kalcio chlorido panaudojimo, kuri po
to reikia Salinti ultrafiltracijos bidu, disocijuojant

VIII faktoriui ir von Willebrand'o faktoriui.

Virusy inaktyvacija, Zinoma, gali bati atliekama
iprastu metodu bet kokioje proceso stadijoje. Naudojant
virusus inaktyvuojanti chemini agenta, inaktyvacija
geriau atlikti iki ©plazmos frakcijy uZneSimo ant
dervos. 8iuo atveju chromatografinis procesas igalina

efektyviai eliminuoti inaktyvuojan&ius agentus.

Geri rezultatai gaunami inaktyvacijos metodams naudo-

jant tirpiklius - detergentus, kaip aprasyta FEuropos

patento paraiskoje Nr. 0 131 740.

Norint gauti VIII faktoriy, galima chromatografuoti bet
kokia Jji turinc¢ig baltymy frakcijg, pav., i3 anksto
valytg plazmos krioprecipitatsy, ji uzZnesant ant
aliuminio gelio, po to nusodinant prie Zemos
temperatiros, sutinkamai su VIII faktoriaus koncentraty
gavimo jprastiniais metodais, kaip apradyta Europos
patento parai3koje Nr. 86 1042 97 6.
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Pradinéje frakcijoje faktoriaus VIII:C specifinis
aktyvumas gali bati labai Zemas (1.0 TV/mg) .
Vienastadijiné anijony mainy chromatografija pagal 3§j
i3radimg uZtikrina 400-700 karty iSvalyma. ISeiga Sioje
stadijoje 75-90 %.

VIII faktoriaus koncentratas, gautas Siuo  bddu,
pasiZymi - auk3tu iSvalymo laipsniu, jo specifinis
aktyvumas yra daugiau negu 100 TV/mg baltymo.
Preparatas neturi fibrinogeno ir imunoglobuliny G, jis
Zymia dalimi laisvas nuo fibronektino. Jame néra
Zmogaus kraujo grupés antikiniy arba yra labai neZymus
ju kiekiai. Ry3ium su tuo jj galima klasifikuoti pagal
Europos Farmakopéjos rekomendacijas kaip vienos kraujo
grupés plazmos koncentratg netgi tuo atveju, kai
pradiné plazma nebuvo atrinkta pagal kraujo grupes.
Todél ji galima sekmingai naudoti klinikoje, ypacd
gydant hemofilija A, kada reikalingos daugkartinés
injekcijos. Ji taip pat galima naudoti kaip reagentg
jvairiuose testuose ar analizése, kur reikalingas

auk3to valymo laipsnio VIII faktorius.

Kitos 3ia chromatografine kolonéle gaunamos frakcijos
taip pat kelia susidomejimg del savo Dbaltymines
sudéties: i3 wvienos pusés - fibrinogenas, kuris
randamas pirmame filtrate, o) i3 kitos puses -
fibronektinas ir von Willebrand'o faktorius, kurie yra

eliujuojami, pirmg kartg padidinus jonine jégs.

Sekantys pavyzdZiai iliustruoja iSradimg, neribodami jo

apimties.
1 Pavyzdys:

A) ISankstinis valymas ir virusy inaktyvacija
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Kaip pradiné medZiiaga buvo naudojamas Zmogaus plazmos
krioprecipitatas, resuspenduotas vandeniniame natrio
heparino (2 V/ml) tirpale, turintis 0.6-1.1 TV/mg
specifinio aktyvumo VIII faktoriy.

0.1 M acto rig3timi suspensijos pH yra nureguliuojamas
iki 7-7.1.

Tokia krioprecipitato suspensija yra valoma, naudojant
aliuminio geli ir nusodinimg Zemoje temperatiroje.
Aliuminio hidroksidas yra sudedamas i suspensija (108 g
2 % Al(OH); 1 kg krioprecipitato) mai%ant kambario
temperatiroje per 5 min. 0.1 M acto rug3timi pH yra
nureguliuocjamas iki 6.5-6.6 ir suspensija mai$ant vyra
at3aldoma iki 14-16°C. Pasiekus nurodyta temperatirs,
centrifuguojama 14-16°C temperatiroje, supernatantas

yra surenkamas ir sterilizuojamas filtracijos bddu.

Toks 13 anksto valytas tirpalas yra inaktyvuojamas
virusy atZvilgiu, naudojant tirpikli - detergents,
esant Tween - TNBP, pagal metods, apraSytg Europos
patento paraiskoje Nr. 0 131 740.

B) Chromatografinis atskyrimas ant Fractogel TSK-DEAE

Paruo$iama chromatografiné kolonéle su Fractogel TSK-
DEAE 650 (M) (Merck) derva, imant 0.5 ltr. Fractogel
1 kg krioprecipitato. Kolonélé yra plaunama 5 tidriais
0,1 M NaCl tirpalu ir tada nulygsvarinama buferiu,

susidedandiu is:

trinatrio citrato (2.94 g/ltr), kalcio chlorido (1 mM),
natrio chlorido (0.11 M), glicino (9 g/ltr) ir lizino
(3 g/ltr).

Ant kolonélés yra uZ¥neSamas i3 anksto valytas, kaip
apra3yta A) pavyzdyje, krioprecipitato tirpalas.
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Gaunami filtratas ir eliuatai yra surenkami ir Jjuose
matuojami baltymuy kiekiai pagal absorbcija prie 280 nm

(toliau Zymima O.T. - optinis tankis).

Pirmas filtratas rodo pika baltymy, neadsorbuoty ant
kolonélés, ir kuris atitinka pagrindinai fibrinogena

(2iGr. 3-pavyzdi).

I$éjus 3iam pikui ir O.T. nusileidus iki bazinio lygio,
kolonélé buvo eliuojama tuo pa&iu buferiu, padidinus
jonine Jjéga NaCl pagalba iki galutines 0.15 M
koncentracijos. Sis buferis desorbuoja baltymy pika,
kuri sudaro pagrindinis Villebrando faktoriaus kiekis

ir fibronektinas (Ziur. 4 pavyzdi).

I8éjus $iam pikui ir O.T. nusileidus iki bazinio lygio,
buferio joniné jéga padidinama antra karta, pridedant

NaCl iki galutinés 0.25 M koncentracijos.

Esant Sioms salygoms, VIII faktorius eliujuojamas 30-40

TV/ml lygyje.
2 Pavyzdys: VIII faktoriaus koncentrato paruosimas

VIII faktoriaus tirpalas, gautas chromatografijos
procese, apradytame 1 pavyzdyje, yra pakankamai Svarus
ir koncentruotas, kas leidZia ji 13 karto pilstyti §
flakonus ir liofilizuoti, nenaudojant papildomos

ultrafiltracijos stadijos.

Esant reikalui, galima gauti jvairiy koncentracijy
tirpalus, skiedimui naudojant ta patj buferi, kuris
puvo naudojamas eliucijai. Tokiu baddu galima gauti
preparato fasuotes su specifiniu aktyvumu, atitinkanciu

veikiandius standartus.
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Gaunamy tirpaly sudéties vidurkis yra sekantis:

Baltymai (g/ltr) 0.16-0.25
Faktorius VIII: C (TV/ml) 30-45
Faktoriaus VIII: C specifinis aktyvumas (TV/mg) 120-250
Fibrinogenas (g/ltr) <0.1
von Willebrand'o faktorius: Ag (V/ml) 11-23
von Willebrand'o faktorius: RCD (V/ml) 10-20
VIII faktorius: Ag (V/ml) 35-60
Ig G (mg/ml) (nefelometrija) <0.011
Gamtiniai ir imuniniai anti-A-antikinai 0-2
Fibronektinas (mg/1) 15-40

Po liofilizacijos gaunamas $varus, gerai tirpstantis
produktas. Faktoriaus VIII:C kiekis yra stabilus 24

valandas, laikant kambario temperatiiroije.

Injekcijos Zmonéms rodo faktoriaus VIII:C kompensacija,
palyginamg su tokia, kuri gaunama naudojant maZiau
Svarius produktus. Taip pat jo gyvenimo pusperiodis yra

ekvivalentiskas kity preparaty pusperiodZiui.

Parodytas koncentrato didelis terapinis efektyvumas,

ypac pakartotiny injekecijy atvejais gydant hemofilijg A.
3 Pavyzdys: Fibrinogeno koncentrato valymas

Pirmas filtratas, gautas chromatografijos ant DEAE-
Fractogel pagalba, apra3ytas 1 pavyzdyje, turi
fibrinogena, taip pat albuming, imunoglobulinus ir
antivirusinius agentus (Tween ir TNBP).
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Fibrinogenas, esantis $iame tirpale, buvo valomas,
naudojant papildoma chromatografijos ant heparino-

sefarozées dervos stadija.

Chromatografija buvo atliekama tame padiame buferyje,
kuris buvo naudojamas ankstesnéje stadijoje, prideéjus
NaCl iki 0.06 M koncentracijos, kas padejo iSvengti

dializes tarp dviejy chromatografijos stadijy.

Filtratas, gautas pirmoje chromatografijos stadijoje,
yra praskiedZiamas iki 280 mOsm osmosinio sleégio prie
pH 6.5. Po to Jjis uZne3amas ant antros kolonelés ir
gaunamas naujas filtratas, turintis albumina,
imunoglobulinus, tving ir TNBP. Fibrinogenas yra

adsorbuotas ant koloneles.

Kada filtrato O.T. sumaZzéja iki bazinio lygio, kolonele
yra eliuuojama tuo paciu buferiu, padidinus jonine jégg

NaCl iki galutinés 0.16 M koncentracijos.

Surinkta fibrinogeno frakcija yra koncentruojama ir
dializuojama kasetineje sistemoje. Koncentruotas

produktas yra i3pilstomas i flakonus ir liofilinamas.

Tokiu biadu gautas fibrinogeno koncentratas patenkina
kokybés standarty reikalavimus, nustatytus Europos

Farmakopéjos.

Be to, 3ji galima naudoti kaip substrata, ruoSiant
klijus, sutinkamai su Europos patento paraiska
Nr. 88 401961.3.

4 Pavyzdys: von Willebrand'o faktoriaus koncentrato

paruosimas

Eliuatas, gautas chromatogfafijos ant DEAE~Fractogel
pagalba, naudojant 0.15 M NaCl, kaip aprasdyta 1
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pavyzdyje, turi didelius von Willebrand'o faktoriaus ir

fibronektino kiekius, jame taip pat yra Tween ir TNBP.

8i frakcija praskiedZiama iki 385-390 mOsm osmosinio
slégio, naudojant chromatografini bazinj buferij
(trinatrio citratas, kalcio chloridas, lizinas,

glicinas, pH 7, 18 mOsm osmosinis slégis).

Po to ji uZne3ama ant antros kolonélés, uZkrautos DEAE-
Fractogel, nulygsvarintos tuo paciu Dbuferiu kaip
anksd&iau ir turincéiu 0.11 M galutine NaCl

koncentracija, pH 7, 387 mOsm osmosini slegj.

Esant S3Sioms saglygoms, labai efektyviai paSalinama

tvinas ir TNBP.

Kadangi jau pradinis tirpalas turi 1labai auks$tg von
Willebrand'o faktoriaus kieki, jis uZsilaiko ant
kolonélés Zymiai didesniu laipsniu, negu pirmos
kolonélés atveju. Kolonélés adsorbcinis talpumas yra
maziausiai 160 V Ag/ml (von Willebrand'o faktoriaus
antigeno vienetas) ar 100 RCO/ml (ristocetino

kofaktoriaus vienetai).

Frakcija, turinti von Willebrand'o faktoriy, yra
eliuuojama buferiu, i jj pridéjus NaCl iki 0.15 M

galutinés koncentracijos.

Gautas von Willebrand'o faktoriaus eliuatas yra
pakankamai koncentruotas, todel ji galima i3pilstyti i
flakonus ir liofilizuoti, papildomai neatliekant

ultrafiltracijos.

Gautas koncentratas yra labai auks3to valymo laipsnio,
jo specifinis aktyvumas virSija 100 RCO vienety/mg. Jis
turi nedideli fibronektino kieki, bet tai nedaro itakos

jo aktyvumui.
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5 Pavyzdys: Fibronektino koncentrato paruodimas

Fibronektino koncentratas gali bati taip pat
paruoiiamas i3 to paties pradinio eliuato, kaip 4

pavyzdyje.

Von Willebrand'o faktorius ir fibronektinas gali buati
atskiriami, remiantis jy molekuliniy svoriy skirtumu.
Naudojant gelfiltracija ant Sephacryl 5-400 (R)
(Pharmacia) kolonélés, pav., galima atskirti pirmg
auk3to molekulinio svorio frakcija, turin&ig von
Willebrand'o faktoriy. Sekanti frakcija turi
fibronektina, kuri galima i3 karto pilstyti i flakonus

ir liofilinti.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Bladas Zmogaus ar gyvuliy plazmos baltymams atskirti,
b e s i s k i r i an t i s tuo, kad plazmos
krioprecipitato soliubilizuotg frakcija vienstadi-
ji8kai chromatografuoja ant silpnos joninés jégos
anijony mainy dervos, sulaikand¢ios labai stambias
molekules ir uZtikrinandios hidrofobines sgveikas, 1ir
po to kiekviena baltymg selektyviai atskiria, didinant

eliucijos buferio jonine jégs.

2. Budas pagal 1 punkta, b e s i s ki riant i s
tuo, kad pradiné frakcija yra plazmos krioprecipitatas,
turintis VIII faktoriy, von Willebrand'o faktoriy,
fibrinogena ir fibronekting.

3. Budas pagal 2 punkta, b e s i s k i r i an¢t i s
tuo, kad pradinéje frakcijoje faktoriaus VIII: C

specifinis aktyvumas yra didesnis arba lygus 0.1 TV/mg.

4. Bludas pagal vieng i35 1-3 punkty, b e s i s k i -
r i antis tuo, kad pradine frakcijg i35 anksto

valo, naudojant:
- apdorojima aliuminio hidroksidu,
- at3aldymg iki 14-16°C,
- centrifugavimg ir supernatanto surinkima.
5. Bhdas pagal vieng i%¥ 1-4 punkty, b e s i s k i -

r i ant i s tuo, kad jis susideda i35 sekand&iy
stadijuy:

a) soliubilizuotos krioprecipitato frakcijos chromato-
grafija ant dervos, turindios DEAE grupes, fiksuotas
ant vinilo polimero gelio, kuri adsorbuoja VIII
faktoriy, didele dali von Willebrand'o faktoriaus ir
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fibronektino bei uZtikrina fibrinogeno peréjimg j

eliuatg,

b) buferio joninés jégos didinimas pirmg kartg, norint
eliuuoti fibronekting ir didesnigjg dali von

Willebrand'o faktoriaus, ir

c) tolimesnis Jjoninés jégos didinimas, norint eliuuoti
VIII faktoriuy.

6. Bidas pagal 5 punktg, b e s i s ki1 r iantis

tuo, kad buferis turi lizing ir glicing.

7. Bidas pagal 6 punktg, b e s i s ki r iantis
tuo, kad buferis turi 2-4 g/l 1lizino ir 8-11 g/1
glicino.

8. Bidas pagal vieng i% 5-7 punkty, b e s i s k i1 -
r iantis tuo, kad buferio jonine jégag didina,
pridedant NaCl.

9. Bidas pagal 8 punktg, b e s i s ki r i an¢tis
tuo, kad natrio chlorido koncentracija a) stadijos
atveju yra 0.11 M, b) stadijos atveju - 0.15 M ir c)
stadijos atveju - 0.25 M.

10. Bidas pagal vieng i35 1-9 punkty, b e s i s k 1 -
riantis tuo, kad plazmos virusy inaktyvacijg atlieka
cheminiais inaktyvuojan&iais agentais prie$ chromato-

grafinio atskyrimo stadijs.

11. VIII faktoriaus koncentratas, charakterizuojamas
kokybe, kuri sulyginama su vienos kraujo grupés plazmos
koncentrato kokybe ir kurios specifinis aktyvumas yra
didesnis negu 100 TV/mg, b e s i s ki riantis

tuo, kad ji gauna blGdu pagal vieng i3 2-10 punkty.
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12. Fibrinogeno koncentratas, b e s i s k i r i a n -
t i s tuo, kad ji sudaro a) stadijos eliuatas pagal 5
punkto bidg, iSvalytas papildomos chromatografijos ant
heparino-sefarozés dervos pagalba.

13.Von Willebrand'o koncentratas, b e s i s k i -
riantis tuo, kad ji sudaro b) stadijos eliuatas
pagal 5 punkto bidg, iSvalytas papildomos chromato-
grafijos ant tos padios dervos kaip ir a) stadijoje
pagalba ir eliuuotas tuo pa&iu buferiu, prideéjus NaCl

iki 0.15 M koncentracijos.

14. Fibronektino koncentratas, b e s i s k i r i a n -
t i s tuo, kad ji sudaro b) stadijos eliuatas pagal 5
punkto btdg, iSvalytas papildomos gelfiltracijos
pagalba.
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