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(57) Referatas:

ISradimas lieCia kompozicijg, skirntg kraujo plazmos, visos ar neturingios krioproteiny, stabilizavimui pasterizavi-
mo metu. Kompozicija sutinkamai su iSradimu jgalina atlikti labai dideliy plazmos tariy (iki keliy Simty litry)
pasterizavima,.

ISradimas taip pat lie¢ia plazmos pasterizavimo blda, naudojant stabilizavimo kompozicijg.

Gauta pasterizuota plazma skirta terapiniam naudojimui.
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ISradimas lie&ia kompozicijsg, igalinandia stabilizuoti
kraujo plazma pasterizavimo metu, pati biida, naudojant
mineta kompozicija, ir gautus tokiu bidu plazmos
tirpalus, skirtus ypa& plazmos ir kraujo kreséjimo V,

XI ir XIII faktoriy pakaitaly terapijai.

Visa Zmogaus plazma ar plazma, atskirta nuo
krioproteiny, panaudojama pakaitaly terapijoje, esant
sunkiems nudegimams, pacientams, patyrusiems dideles
traumas arba rimtas chirurgines operacijas, t.y. visais

atvejais, kad netenkama didelio skys&io kiekio.

Paprastai 3io tipo terapijoje naudojama plazma, gauta
i3 individualiy donory, sveiky ir i3 anksto patikrinty
asmeny, iSvengiant rizikos, pernesant virusinius
susirgimus. Vienok 3i procediira neuZtikrina virusinio
uZkrétimo negalimumo prie$serologiniame periode, ypad

jvairiais hepatito virusais ir AIDS virusu.
Todel reikalinga sukurti virusinés inaktyvacijos
metodgq, kuris neturéty poveikio jvairioms plazmos

biologinéms funkcijoms.

Buvo irodyta, Jjog hepatito B virusas yra pilnai

inaktyvuojamas kaitinant prie 60°C 10 val., esant 0.5 M
natrio citrato (Tabor ir kt. Trombosis Res., 22, 10981,
233-238). Vienok 8is apdorojimas i%%aukia kai kuriy

plazmos proteiny biologinic aktyvumo praradimg (Tabor
ir kt., ir Barrowcliffe ir kt., Fr. J. Haematology, 55,
1983, 37-47).

Yra irodyta, jog ivairis proteinai, reik3Smingi
terapijai, iSskirti ir isvalyti i3 kraujo plazmos,
atlaiko klasikini pasterizavima prie 60°C 10 wval.
laikotarpyje, esant jvairiems stabilizatoriams. Be to,

parodyta, jog molekules, stabilizuojan&ios vieng
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biologini aktyvumg, gali bati visidkai neefektyvios

kity aktyvumy atZvilgiu.

Taigi, albuminas gali bati stabilizuoﬁamas acetil-
triptofanu ir kaprilatu (Gellis ir kt., J. Clin.
Invest., 27, 1948, 238-244), tuo tarpu Sie
stabilizatoriai nerodo poveikio plazminocgeno atZvilgiu.
Trombinas gali bati stabilizuojamas auk3tomis
gliukozidy koncentracijomis (Seegers. Arch. Biochem.,
3, 1944, 363-367), bet jos neapsaugo protrombinc. Amino
rigd&iy ir karbohidraty priedas duoda gerus rezultatus
VIII faktoriaus ir III antitrombino atZvilgiu (Ziuar.
VFR patenta Nr. 29 16 711).

Europos patentas Nr. 0 035 204 apraso a-antitripsino,
III antitrombino, prekalikreino, fibronektino ir VIII
faktoriaus stabilizavimg polialkoholiy pagalba, kaip
vieng i3 paskutiniy pavyzdZiiy nurodydamas sacharoze;
vienok parodyta, kad tokiomis pacdiomis sglygomis IX
faktorius ir prekalikreinas praranda savo visa terapinj

aktyvuma.

Sie skirtingi eksperimentiniai duomenys patvirtina ta
nuomone, jog virusiné visos plazmos (SvieZios plazmos,
uzsaldytos SvieZios plazmos ar krionusodinto
supernatanto) inaktyvacija negali bati pasiekta

pasterizavimo bidu.

Kadangi medicinoje jaudiamas visos plazmos trikumas,
pareisSkéjas turéjo tikslg pasiilyti kompozicija,
uZtikrinandia vienalaike visy faktoriy, svarbiy
terapijai, biologinio aktyvumo apsaugg prie$ denatiracijg

pasterizavimo metu.

Iskaitant tai, jog sorbitas duoda tam tikra apsauga
prie$ termine denatlracija, bet rezultatai varijuoja

tarp plazmos pavyzdZiy ir 1iSeigos yra nedideles,
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pareidkéjas pateiké naujus priedus, kuriy miginiai su
sorbitu padidina jy stabilizuojan&ig galig.

Taigi, pagal &i i3radimg sidlomg kompozicija sudaro
sorbitas, kalcio <chloridas, heparinas ir 1lizinas.
Ivairiy komponenty koncentracijos reguliuojamos tokiu
biadu, kad plazmoje, skirtoje pasterizavimui, bity

sekan&ios galutinés koncentracijos:

50-80% sorbito, tinkamiausia 60%,

- 0.1-1% vienety/ml heparino, tinkamiausia 0.5

vienety/ml,

1-10 g/1 lizino, tinkamiausia 4 g/1,
- 3-5 mM CaCl,, tinkamiausia 4 mM.

Sutinkamai su i3radimu, kompozicija yra dedama i
SvieZig plazmg, i uZzSaldyta-at3ildyta 3vieZig plazma
arba i plazmg, i3 kurios paSalinti krionuosédy pavidalu
proteinai pries$ tai, kai pastaroji pasterizuojama prie
60°Cc + 1°C 10 val.

Pasibaigus pasterizavimui, temperatiura palaipsniui
sumaZinama iki 20°C, ir tirpalas yra dializuojamas, kad
paSalinty sorbitg ir heparing. Dializés buferio tirpalo
PH yra 7, jis turi 4-10 mM natrio citrato, 4 mM kalcio
chlorido, 0.13 M natrio chlorido ir 4 g/l 1lizino.

Priklausomai nuo poreikio, dializés buferiai gali

turéti ivairias sudétis. Po to tirpalas yra
koncentruojamas, kad atstatyti plazmos proteiny
fiziologine normg. Gautas tirpalas steriliai

filtruojamas, kondicionuojamas, po to uZ%aldomas ar

liofilinamas.
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ISradimas taip pat apima plazmos pasterizavimo budg,
kuri sudaro kompozicijos, sutinkamai su i3radimu,
pridéjimas i plazma, pried3 ja kaitinant, ir po to
pasterizuotos plazmos dializé pries anksCiau nustatytg

buferio tirpalsg.

$is budas vertingas ypaé tuo, kad Jji galima taikyti
dideléms plazmos partijoms, gaunamoms is keleto
individualiy donory. Dar daugiau, partijy nuo 100 iki
200 1 ar daugiau pasterizavimas jgalina po atitinkamy
testy garantuoti partijuy kokybes pastovuma.

I35 kitos pusés plazmos partijos, pasterizuotos kaip
pateikta i3radime, gali bfiti naudojamos kaip pakaitalai
pacientams, turintiems kre3éjimo faktoriy, tokiy kaip V
faktoriaus, XI faktoriaus ir XIII faktoriaus, kuriems

néra valyty koncentraty, nepakankamumg.

Tokiu budu, i3radimas apima taip pat pasterizuotus
plazmos tirpalus, gautus sutinkamai su i3radimu, ir
ypaé¢ skirtus, i3 vienos puses, V, XI ir XIII faktoriy
nepakankamumui gydyti, i3 kitos pusés - pakaitaly
terapijai, reikalaujanc¢iai visos plazmos arba

krionusodinto supernatanto.

Sekantis pavyzdys apraso iSradimo igyvendinimo

varianta, neapribojant jo apimties.
PAVYZDYS:

I du litrus at3ildytos plazmos pridedama heparino (1000
vienety), lizino (8 g) ir kalcio chlorido (220 mg). Sie
du produktai pridedami drusky milteliy pavidale, plazma
atsargiai maiS%oma. Po to palaipsniui dedama 120 g

neidtirpinto sorbito.
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Pasterizavimas atliekamas 5 1 tirio inde kaitinant 60°C
temperatiroje 10 val. vandens vonioje arba
termostatuojamame rezervuare. Po pasterizavimo sorbitas
ir heparinas pa3alinami dializuojant dirbtiniu inkstu
arba ultrafiltracijos sistema, kaip Pellikon" sistema
su kasetémis, naudojant citratini buferini tirpalg,
turinti 4 g/l 1lizino, 4 mM CaCl, ir 0,13 M NaCl.
Dialize gali lydéti koncentravimas tokia pat sistema,
kad pasiekty kreséjimo faktoriy kiek;j apytiksliai iki 1
vieneto/ml, kas rodo gerg terapine plazmos kokybe.
Plazma dializuojama prie 370 mosmol/ltr osmosinio
slégio ir pH 7. Produktas tada steriliai filtruojamas,
pav., naudojant MillipackM 40 filtra (Millipore),
turintj 0.22 um dydZio poras. Produktas yra
paskirstomas i plastikinius maiSelius uZ3aldymui arba ij
medicininius flakonus liofilinimui.

Plazmos stabilizavimas pasterizuojant ir ultrafiltruojant,
pridéjus kalcio chlorido, heparino ir lizino, jgalina
gauti sekan¢ias iSeigas, lyginant su kontroliniu

pavyzdZiu, turiné¢iu tik lizing ir sorbitg.

FVIIIc 87% pried 66%
FVc 77% pried 35%
FVIIc 55% pried 52%
FIXc 60% pries 49%
Koaguliuojanti fibrinogenas 81% pried 57%
FXIII 77% pries 71%
Nebuvo pastebéta kreséjimo faktoriy aktyvacijos

poZymiy, naudojant 3i kalcio chlorido kieki. Tokiu
badu, santykis jau&io FVII/koagulianto FVII yra 0.95
pries 1.09 kontroliniame pavyzdyje. Stabilumas, tirtas
FVIII aktyvumo atZvilgiu, 24 val. konservavus produktag
skystame bivyje prie kambario temperatiros, nepa-

blogéjo, palyginus su kontroliniu pavyzdZiu (atsistate
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100% aktyvumo). Tai patvirtina procentinis kiekis PKA <
2% pasterizuotiems produktams ir kontroliniams
pavyzdZiams.

Be to, bandymai su Ziurkeémis, gavusiomis intraveniniu
bidu tokiu metodu pasterizuota plazma, rodo, jog
nestebima hipotenzinio efekto ir nesukeliama jokiy

poky&iy 3irdies ritme.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Kompozicija kraujo plazmai stabilizuoti pasterizavimo
metu, b e s i s k i riant i tuo, kad jg sudaro

sorbito, heparino, kalcio chlorido ir lizino misinys.

2. Kompozicija pagal 1 punkta, b e s i s k i r ian -
t 1 tuo, kad sorbito koncentracija yra tarp 500 ir
800 g/1.

3. Kompozicija pagal 2 punkta, b e s i s k i r ian-
t i tuo, kad sorbito koncentracija yra 600 g/1.

4. Kompozicija pagal vieng i% 1-3 punkty, b e s i s -
k i rianti tuo, kad heparino koncentracija yra
tarp 100 ir 1000 vienety/l.

5. Kompozicija pagal 4 punkta, be s i s kirian -
t i tuo, kad heparino koncentracija yra 500 vienety/1.

6. Kompozicija pagal vieng i% 1-5 punkty, b e s i s -
kiriantdi tuo, kad kalcio chlorido koncentracija
yra tarp 3 ir 5 mM.

~

Kompozicija pagal 6 punkta, be s i s k i r i a n -

ct

1  tuo, kad kalcio chlorido koncentracija yra 4 mM.

8. Kompozicija pagal vieng i3 1-7 punkty, b e s i s -
kirianti tuo, kad lizino koncentracija yra tarp
1 ir 10 g/1.

9. Kompozicija pagal 8 punktg, b e s i s ki rian -

t i tuo, kad lizino koncentracija yra 4 g/1.

10. Budas kraujo plazmai pasterizuoti, b e s i s k i -

r i antis tuo, kad prie3 termini apdorojimg i
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plazma deda kompozicija pagal viena i3 1-9 punktuy ir po
to ja pasSalina dializuojant.

11. Bddas pagal 10 punkta, b e s i s k iriantis
tuo, kad dialize atlieka prie pH 7 buferio tirpaluy,
turin&iu 4-10 mM natrio citrato, 4 mM kalcio chlorido,

0.13 M natrio chlorido ir 4 g/l lizino.

12. Bidas pagal 10 arba 11 punkta, b e s is k i -
riantis tuo, kad jis tinka plazmos tdriams nuo 1

iki keleto &imty litry.

13. Plazmos tirpalas terapiniam naudojimui, skirtas
kraujo kreSejimo Vv, XI ir XIII faktoriy nepakankamumui
kompensuoti, b e s i s kiriant i s tuo, kad jis

yra gautas, naudojant buda pagal vieng i3 10-12 punkty.

14. Visa plazma terapiniam naudojimui, b e s is ki-
r ianti tuo, kad ja pasterizuoja naudojant buda

pagal vieng i3 10-12 punkty.

15. Krionusodintos ir atskirtos nuo krioproteiny
plazmos supernatantas terapiniam naudojimui, b e -
s i s kiriamntis tuo, kad ji pasterizuoja

naudojant bida pagal vieng i3 10-12 punkty.
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