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Referatas:

ISradimas lietia Zmogaus XI faktoriaus koncentrata, turintj auksta specifinj aktyvuma, gautg badu, kurj sudaro
filtracijos-absorbcijos stadija ir vienintelé chromatografijos ant katijony mainy dervos stadija.

Gautas koncentratas yra puikiai tinkamas terapiniam naudojimui - Xl faktoriaus nepakankamumo atvejais
pakaitaly terapijai.
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ISradimas apima Zmogaus plazmos XI faktoriaus
koncentrato, turin&io auksta specifini aktyvumg ir

skirto terapiniam naudojimui, gavimo buadga.

XI faktorius arba plazmos tromboplastino pirmtakas yra
glikoproteinas, kuris sudaro kontaktinés fazes dalj
hemostazés mechanizme dél savo aktyvuojané¢io veikimo i
IX faktoriy ir, 1% kitos pusés, sudaro fibrinolitines
sistemos dali deél savo aktyvuojan¢io veikimo j

plazminogens.

XI faktoriaus nepakankamumas vyra paveldimas ir vyra
perduodamas kaip recesyvinis autosominis poZymis. Sis
nepakankamumas yra retas, bet jis paplites tarp kai

kuriy Viduriniujy Ryty gyventojy.

Kaip ir kitiems faktoriams, kuriy nepakankamumas vyra
retas (v, XIII, X faktoriai), valyti terapiniai
preparatai, gauti i3 Zmogaus plazmos, yra reti ir
neesminiai, o vienintelé pakaitaly terapija naudoja
visg plazmg arba krioprecipituotos plazmos frakcija,
vienok, tai salygoja vienalaikj kity plazmos baltymy
nenaudingy kiekiy jleidimg, taigi ir ivairiy antriniy

esminiy reakcijy rizika po daugkartiniy injekcijy.

XI faktoriaus valymas eksperimentiskai gali bati
sunkiail igyvendinamas ir tik su salyga - naudojant
stiprius inhibitorius, kas rodo, jog faktoriaus
molekule yra labai labili. Valymas buvo atliekamas jony
mainy bei afininés chromatografijos 4 arba 5 stadijy
pagalba, kaip pradine medZiaga naudojant plazmg (Bouma
ir Griffin, 1977, J. Biol. Chem., 252, 6432-6437) arba
trombocitus (Schiffman ir Yeh, 1990, Thromb. Res., 60,
87-97) . Taip pat buvo gautas labai isvalytas jaucio XI
faktoriaus preparatas i§ 20 1 plazmos, naudojant
i8sodinimo ir chromatografinius metodus; valymo trukme

- 9 dienos (Koide et al., 1975, Methods in Enzymology-
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Blood clotting enzymes p. 65-73}) . Vienintelis
preparatas, savo kokybe tinkantis terapiniam
naudojimui, buvo aprasytas (Winkelman et. al., 1988,
Internat. Congress ISBT-BBTS, London) 1ir buvo gautas
adsorbcijos ant heparinosefarozes pagalba, pasSalinus
VIII ir 1IX faktorius, bet Jjo specifinis aktyvumas
nevir3ijo 5 V/mg baltymo, ir jis buvo zymiai uZterS3tas
liekamuoju AT III. Parei3kéjali nezZinojo kito XI
faktoriaus paruo3imo budo, kuris leisty pramoniniu
mastu gaminti ir aprapinti dideliais XI faktoriaus
kiekiais, savo kokybe tinkamais plaliam terapiniam

naudojimui.

Tokiu budu, i3radimo tikslas - sukurti nauja valymo
bada, tinkamg labai dideliems plazmos tdriams, kuris
per nedideli lengvai igyvendinamy pramoniniu mastu
stadijy skaic¢iy leisty gauti XI faktoriaus koncentratg,

tinkamg naudojimui.

Taigi, §is idradimas apima Zmogaus XI faktoriaus
koncentrata, kurio paruosimas susideda is dviejy
stadijy: pirmoji - filtracijos - adsorbcijos stadija,
kuri pakankamai selektyviai uZlaiko XI faktoriy, po to
jis desorbuojamas ir apdorojamas antroje stadijoje,

chromatografuojant ant katijonuy mainu dervos.

X1 faktoriaus preparatas gali bati papildomai
apdorojamas tirpikliu-detergentu, norint inaktyvuoti
virusus; inaktyvavimas atliekamas pries chromato-
grafijos stadija, kuri leidZia pilnai paSalinti

likusius po $io nukenksminimo produktus.

§is metodas igalina gauti tinkama terapijai XI
faktoriy, 3ji isskiriant i3 apytiksliai 100 1 Zmogaus
plazmos per, palyginti, trumpg laikg (apie 28 wval.),

kurio 8 val. skiriamos virusy inaktyvacijai.
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Pagal &i 1isSradimg valymo bidas taikomas krioprecipi-
tuotos plazmos supernatantui, gaunamam iprastais, gerai
Zlnomais budais, 1ir gali boti taikomas 1000-1200 1

tQriams.

Pirma valymo stadija susideda i% krioprecipituotos
plazmos supernatanto filtravimo baterijoje su 3
filtruojanciais elementais, kuriy pory dydis 0,5-2 p ir
kurie pagrindinai wuZkrauti neigiamai (Zeta plus™ CF
filtrai, tiekiami Cuno, Process Filtration Products,
filialas Commercial Intertech Corp., Meriden, Conn.,
06450, Zemiau vadinami "Kuno filtrai"), aprasSyti JAV
patentuose 4,783,262 ir 4,859,340. Siuos filtrus sudaro
perlitai ir wvalyta celiulioze, turinti nedidelius
teigiamai uZkrautos dervos kiekius, kad sulaikyti
konkre¢ias medZiagas; filtrai yra pilnai laisvi nuo
asbesto ir stiklo mikrofibriliy. Taip pat gali bati

naudojamos kitos filtry sistemos, esand&ios pardavime.

Filtrai, adsorbuojantys XI faktoriy, plaunami citrat-
fosfatiniu buferiniu tirpalu, susidedan&iu i3 natrio
citrato, dinatrio fosfato, kalio fosfato, natrio
chlorido ir dinatrio EDTA; pH nustatomas tarp 5.5 ir
6.5, ‘tinkamiausia pH = 6. S5i filtracijos stadija

pasalina didele dali plazmos baltymy.

XI faktorius, adsorbuotas ant filtro sluoksniy del ju
neigiamy kruviy, desorbuojamas nuo Iy, padidinant
buferio tirpalo jonine jéga, reguliuojant galutine
natrio chlorido koncentracija. 1 3i paskutini buferio
tirpalag taip pat dedama nedidelis 1III antitrombino
kiekis (AT 1III) - 0.1-0.2 V/ml, kad apsaugoti XI

faktoriy nuo proteaziy veikimo.

Po to desorbuota, dializuota ir koncentruota frakcija
uzZnesama ant katijony derva uzkrautos koloneleés

(daZzniausiai, sefarozés sulfato geliu), nulygsvarintos
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buferio tirpalu, susidedanc¢iu i% natrio citrato, natrio
chlorido, lizino ir arginino, turin&io pH 5.5-6.5,

tinkamiausia pH = 6.

Si kolonélé praleidiia likusius uZzter3ianc¢iuosius

baltymus ir virusus inaktyvuojancéius agentus.

Siame isradime buvo atrasta, kad sefarozés sulfato
gelis, nelauktai, turi labai dideli XI faktoriaus
uzlaikymo talpuma (nuo 300 iki 450 v/ml gelio), kas
leidZia i3vengti sekancios ultrafiltracijos stadijos,
maZinancios iseigq. dar daugiau, adsorbcija ant
sefarozeés sulfato leidZia atlikti eliucija praktiskai
fiziologiniu tirpalu, kai tuo tarpu kitos dervos
(apraSytos auksciau), kuriy pagrinda sudaro
sulfopropilo grupés, reikalauja grieZtesniy eliucijos

salygu.

Po to, kai kolonelé yra praplauta citrat-fosfatiniu
buferiu, turind&iu natrio citrata, dinatrio fosfatsg,
kalio fosfata, natrio chlorida, lizing 1ir arginina,
kurio pH vyra 6.1-6.9, tinkamiausia pH = 6.5, XI
faktorius yra desorbuojamas, padidinus buferio pH iki
7-8, tinkamiausia pH = 7.5, ir padidinus natrio
chlorido koncentracija iki 0.15-0.20 M, tinkamiausia
iki 0.17 M.

Nuo XI faktoriaus eliuavimo momento, Jjis stabili-
zuojamas, pridedant 0.5-3 v/ml gerai valyto AT IIIl 1ir
0.5-4 v/ml heparino. Po to tirpalas sterilizuojamas
filtracijos badu, iSpilstomas i flakonus ir

liofilinamas jiprastu budu.

Gautas 3iuo budu XI faktorius yra 1iSvalytas daugiau

kaip 10,000 karty pradines plazmos atzvilgiu.
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Pagal 31 budg gauto XI faktoriaus specifinis aktyvumas

yra maziausiai lygus 100 v/mg baltymy.

Gauto XI faktoriaus auk3tas iZvalymo laipsnis vyra
patvirtinamas elektroforeze SDS - poliakrilamido
gelyje, biocheminiais tyrimais, o jo nekenksmingumas -

biologiniais testais su gyvuliais.

Taigi, XI faktoriaus koncentratas, gautas $iuo bladu,
yra ypa¢ tinkamas terapiniam naudojimui, ypatingai,
pakaitaly terapijoje =~ igimto ir igyto XI faktoriaus

nepakankamumo atvejais.

Sekantis pavyzdys iliustruoja 3io idradimo igyvendinimo

varianta, neapribojant, vienok, iSradimo apimties.
Pavyzdys
Pradiné medZiaga

Kiekviena XI faktoriaus partija yra paruosSiama i3
apytiksliai 1000 1 standartiniu buddu paruosSto Zmogaus
plazmos krioprecipituoto supernatanto. Krioprecipi-
tuotas supernatantas yra paruos$iamas i3 uzsaldytos -
60 C temperatiroje 3vieZios plazmos, ja atsargiai
atSildant prie 4 C ir centrifuguojant, kad atsiskirty

krioprecipitatas 1r supernatantas.
Pirma valymo stadija

Krioprecipituotas supernatantas vyra praleidzZiamas per
"Kuno filtry" elementus, baterijose iSdeéstytus po tris.
Naudojami arba 0.5-1 p (50 S tipas), arba 1-2 i (30 S
tipas) filtrai.

Filtruojantys elementai, pa&alinus filtrata, turinti

daugumg krioprecipituoto supernatanto baltymy, buvo
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plaunami citratfosfatiniu puferiu, turin&iu 5 mM natrio
citrato, 5 mM dinatrio fosfato, 5 mM kalio fosfato,
0.065 M natrio chlorido ir 0.5 mM dinatrio EDTA;

citriny rag3timi nustatomas pH = 6.

Ant filtro sluoksniy buvo stebima, palyginti,

selektyviné XI faktoriaus adsorbcija.

XI faktorius nuo filtry buvo desorbuojamas, padidinus
plaunancio buferio jonine jéga iki 1 M NacCl
koncentracijos. Kad apsaugoti XI faktoriy nuo liekamyjy
plazmos proteaziy veikimo, i ji buvo taip pat pridedama
0.2 v/ml AT III; buferio EDTA taip pat dalyvauja Siame

apsauginiame veilkime.

Tokiu budu surinktas XI faktoriaus tirpalas yra 30
karty koncentruojamas ir dializuojamas, norint
paSalinti EDTA, naudojant Millipore™ ultrafiltracijos

sistemg, sudarytg 135 10 kase&iy su 10 K membranomis.

Dializes buferio sudetis: 5 mM natrio citrato, 0.14 M
natrio chlorido, 5.5 mM L-lizino ir 20 mM L-arginino;
pH = 6.

Dializuotas tirpalas yra leidZiamas per DSLK2NLP
(PALL™) 0.45 n filtra, norint jJi nuskaidrinti 1ir

padalinti bet kokius bakterinius tersalus.

Virusy inaktyvacija

Tirpalas, turintis X1 faktoriy, yra apdorojamas
tirpikliu-detergentu, >inomu savo efektyvumu pries
virusus su lipiduy apvalkaléliais (Horrowitz et al.,

1985, Transfusion 25, 516-522); inkubacija vykdoma 8
val. 25 C temperatiroje, esant 0,3 % tri-n-

butilfosfato (TnBP) ir 1 % Tween'o 80.
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Antra valymo stadija

Naudojama chromatografiné kolonelé su katijony mainy

derva, daZniausiai, su "sefarozés sulfato greitos
sroves"™ geliu (tiekiama Pharmacia firmos, Uppsala,
Sweden) .

Kolonelé yra nulygsvarinama auki&iau aprasytu dializes

buferiu.

Baltymy tirpalu uZkrovus koloneéle, ji praplaunama
praplovimo buferio 10-15 tariais, kad pasalinti silpnai
adsorbuotus baltymus ir virusus inaktyvuojan&ius
agentus. Sis praplovimo buferis susideda i 10 mM
natrio citrato, 5 mM dinatrio fosfato, 5 mM kalio
fosfato, 0.12 M natrio chlorido, 27 mM lizino ir 11.5
mM arginino; pH = 6.5.

Nulygsvarinan&¢io, praplaunandio ir eliucijos buferiy

srovés linijinis greitis yra 50 cm/val.

XI faktorius i3 kolonéleées yra eliuuojamas, padidinus

buferio pH iki 7.5 ir NacCl koncentracija iki 0.17 M.

Nuo XI faktoriaus eliucijos pradZios, i Jji pridedama 2
v/ml AT III (t.y., apytiksliai 1.5-2.5 & nuo f XI
kiekio) ir 5 v/ml heparino (t.y., 1.5-2.5 % nuo f XI
kiekio), kad ji stabilizuoti (abu produktai yra labai

Svarus ir kokybe tinkami Zmoniy injekcijoms) .

Taip paruo3tas XI faktoriaus tirpalas vyra sterili-
zuojamas filtruojant per DSLKINFZP (PALL™) 0.22

filtrg, fasuojamas (10 ml/flakonui) ir liofilinamas.
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XI faktoriaus koncentrato biocheminiai ir biologiniai

tyrimai
Buvo tiriama paeiliui 6 partijos.
IX faktoriaus specifinis aktyvumas yra 130-150 v/mg

baltymy (t.y., £ XI + AT III). Pries pridedant AT III,

specifinis aktyvumas yra 210 v/mg.

X1 faktorius, kuris pries liofilinimg buvo
nureguliuotas iki apytiksliai 100-120 v/ml, tureéejo 90-

110 v/ml koaguliavimo aktyvumg.

Sekandios 1 ir 2 Lenteles pateikia valyto produkto

charakteristikas.
1 LENTELE

XI faktoriaus i&skyrimas ir valymo frakcijy Svarumas (6

partijy vidurkis)

Frakcijos ISeiga Specifinis I3valymo
(%) aktyvumas laipsnis
(v/mg) (kartai)

Eliuatas po "Kuno

filtry" 37 12 =800
Po tirpiklio-detergento

apdorojilmo 98 12

Eliuatas po S-Sefarozes

chromatografijos 62 210 =14000
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2 LENTELE

Liofilizuoto XI faktoriaus charakteristikos (6 partijy

vidurkis)
Baltymy kiekis 0.7-1.1
X1 faktorius (v/ml) 90-110

Specifinis aktyvumas (v/mg) (po AT III pridéjimo) 130-150

Cl-inhibitorius* 0.34
Fibronektinas* 0.46
Alfa 2-makroglobulinas* 0.13
Ig G* 0.18
Albuminas <0.0006
Fibrinogenas <0.002
NAPPT (skiedimas 1/10) >600"
NAPPT (skiedimas 1/100) 221"
NAPPT (1/10)** 166"
NAPPT (1/100)** 216"
FCT (20 C) >24h
FCT (37 C) >6h

* ISreik3ta mg/1000 vf XI

*x Skiedimai, nustatyti po heparino neutralizavimo

Kaip parodyta | Lenteléje, adsorbcija ant filtro
sluoksniuy igalino atskirti XI faktoriy nuo daugumos
plazmos baltymy, gaunant 12 V XI faktoriaus / mg
baltymo. Sis specifinis aktyvumas atitinka mazdaug 800
karty 1Svalymo laipsni, lyginant su pradine plazma.
Dalinai wvalyto XI faktoriaus chromatografavimas ant

S-Sefarozes padidino specifini aktyvumg iki > 200 v/mg,
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kas atitinka > 14000 karty i8valymo laipsni, lyginant
su plazma. Plovimo stadija pries XI faktoriaus
eliuacija, atliekama padidinus Dbuferio pH, padeda
padidinti i3dvalymg, paSalinant dali uZter3ianciuyjy
baltymy, daugiausia fibronekting. Siomis sglygomis
gelio imlumas XI faktoriaus atZvilgiu buvo apie 300

v/ml, o baltymy atZvilgiu - apie 36 mg/ml.

Sie rezultatai yra palyginami su terapiniais Winkelman
ir kt. preparatals (Internat. Congr. ISBT-BBTS-London
1988, Abstract No. P. M. 4.15), kuriy specifinis
aktyvumas yra apie 5 v/mg baltymo ir turi ekvivalentines AT

IIT dozes.

MaZas uZter3iandiy baltymy kiekis (1Sskyrus specialiai

pridéta AT III) yra patvirtintas imuncnefelometriskai.

Elektroforeze SDS-poliakrilamido gelyje rodo vieng
didele juosta prie 160 KDa 1ir viena maZg juostg prie
62 KDa, kuri atitinka AT III. Po baltymy redukcijos
B-merkaptoetanoliu nedetektuojama jokia juosta 50-30
KDa srityje, kas rodo, kad XI faktoriaus molekules
nebuvo aktyvuojamos valymo proceso eigoje (Bouma 1ir
Griffin, 1986, Blood Coagulation, Ed. Hemker -
pp 103-128).

Liekamajam uztersStumui, sglygojamam koaguliacijos
faktoriy 1ir kinino sistemos komponenty, kruopsciai
kontroliuoti buve naudojami klasikinial metodai.
Sukurus liofilintg preparata, buvo atlikti klasikiniai
testai su gyvuliails, nustatant leistinas organizmui
dozes:

- trombogenisSkumo testas su triusiais,

- hipotenzijos testas su Ziurkémis,
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- toksiskumo testas su pelémis.

Testas su triusiais rodo, kad preparatas néra
trombogeniskas, kadangi efektyvi doze 50 (ED 50) yra
didesné negu 1000 v f XI/kg, tuoc tarpu tas pats
parametras yra 40-60 v/kg eilés PPSB koncentrato
atveju, kuris dél to yra Zymiai daugiau trombogeniikas
ir gali efektyviai i33aukti trombozes ir kraujagysleése
paskleisti koaguliacijg, kada Zmones injekuojami

didelemis dozemis.

Koncentratas neisSaukia hipotenzijos rei%kinio, kada
Ziurkems intraveniskai jvedama 50 V f XI/kg dozémis.
Sis gyvuliy modelis yra labai jautrus plazmos
komponenty su vazoaktyviomis savybémis buvimui, kas
irodo Siy komponenty nebuvimg X1 faktoriaus

koncentrate, gautame pagal apra3yta biadg.

Jo dideliy doziy (2500 v f XI/kg) intraveninis ivedimas
peléems neisSaukia jokio letaliSkumo ar nukrypimo

elgesyje 7 dieny laikotarpyje.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Zmogaus  XI faktoriaus koncentratas terapiniam
naudojimui, b e s i s k i r i ant i s tuo, kad turi

maziausiai 100 v/mg baltymo specifini aktyvuma.

2. Bidas X1 faktoriaus koncentratui, turinc¢iam
maZiausiai 100 v/mg baltymo specifini aktyvuma, gauti,

besiskiriantdis tuo, kad ji sudaro:

a) krioprecipituoto supernatanto kontaktavimas su
filtru, galin&iu adsorbuoti XI faktoriy, gaunant filtru

adsorbuotg XI faktoriy;

b) minéto XI faktoriaus desorbcija nuo minéto filtro,

gaunant XI faktoriaus desorbuota tirpala;

c) mineto XI faktoriaus praleidimas per vienos stadijos
katijony mainy dervos chromatografine kolonéle,

uskraunant minéta kolonéle XI faktoriumi; ir

d) minéto XI faktoriaus eliucija, gaunant minéta XI

faktoriaus koncentratsqy.

3. Badas pagal 2 punkta, b e s 1 s k 1 r i ant i s
tuo, kad mineéta filtrg sudaro filtro serijos 18
celiuliozés ir perlity elementy, kuriy pory dydis

0.5-2 p  ir kurie pagrindinai uZkrauti neigiamai.

4. Bhdas pagal 2 punkta, b e s i s k i r i antis
tuo, kad a) stadija vykdo kontaktuojant mineétam
krioprecipituotam supernatantui su mineto filtro

elementais.

S. Bhdas pagal 2 punkta, b e s i s k i riantis
tuo, kad toliau po a) stadijos XI faktoriy adsorbavusj

filtrag plauna buferiu, turincéiu natrio citratg,
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dinatrio fosfatsa, kalio fosfata, natrio <chlorida,
etilendiamintetraacto rugsties dinatrio druska,

sukoreguotu iki pH 5.5-6.5.

6. Budas pagal 2 punkta, b e s i s ki riant i s
tuo, kad b) stadijoje faktoriy XI desorbuoja nuo
filtro, didinant buferio, kurji sudaro natrio citratas,
dinatrio fosfatas, kalio fosfatas, natrio chloridas,
etilendiamintetraacto rig3ties dinatrio druska ir

antitrombinas III, jonine jégs.

7. Bldas pagal 6 punktg, b e s i s k i r i a n t i s
tuo, kad jonine jégg padidina, didinant natrio chlorido

koncentracijg iki 0.5-2 M.

8. Bidas pagal 2 punktg, b e s i s k i rian¢t i s
tuo, kad papildomai prideda 0.1-0.2 v/ml antitrombino
IIT i desorbcijos buferi.

9. Budas pagal 2 punkta, b e s i s k i riant¢t i s
tuo, kad toliau atlieka XI faktoriaus desorbuoto
tirpalo dialize, XI faktoriaus desorbuoto tirpalo
koncentravimg ir XI faktoriaus desorbuoto tirpalo
antivirusini apdorojima.

10. Budas pagal 2 punkta, b e s i s ki riantis
tuo, kad «c) stadijoje katijony mainy derva yra

sefarozés sulfatas.

11. Bidas pagal 2 punkta, b e s i s ki riantis
tuo, kad po to chromatografiné kolonéle nulygsvarinama
buferiu, susidedanc¢iu is natrio citrato, natrio

chlorido, lizino ir arginino iki pH 5.5-6.5.

12. Budas pagal 2 punkta, b e s i s k i riant i s
tuo, kad po c¢) stadijos uZkrautg kolonéle praplauna

buferiu, susidedandiu i3 natrio citrato, dinatrio
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fosfato, kalio fosfato, natrio chlorido, 1lizino ir

arginino, sukoreguotu iki pH 6.1-6.9.

13. Badas pagal 2 punkta, b e s i s kiriant is
tuo, kad stadija apima XI faktoriaus eliucija,
padidinus buferio pH iki 7-8 ir padidinus natrio

chlorido koncentracijag iki 0.15-0.20 M.

14. Bidas pagal 2 punkta, b e s i s kiriant i s
tuo, kad po d) stadijos eliuoty X1 faktoriuy
stabilizuoja, pridedant 0.5-3 v/ml antitrombino III ir
0.5-4 v/ml heparino 100-ui v XI faktoriaus ir XI

faktoriaus koncentrata liofilina.
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