Pécs Miklés: Gydgyszer- és orvosi biotechnoldgia Vérkészitmények

VER. ES A vér potlasa
VERPLAZMAKESZ'TMENYEK A vér egészében is, elemeiben is nélkildzhetetlen a szer-
vezet életben maradasahoz. Ha tehat ebbdl/ezekbdl hiany
keletkezik, azt pétolni kell.

Ha a teljes vér hianyzik (sérllés, mtét), akkor vératom-
_ lesztésre van sziikség. (A fizioldgias séoldat, vagy dextran
Dr. Pécs Miklos oldat csak részleges, atmeneti megoldas.)

Ha a vérnek csak egyes komponensei hianyoznak (vele-
sziletett vagy szerzett betegség, kiilsé artalom), akkor a
cél annak az 0sszetevOnek a poétlasa. Ez szarmazhat do-

Budapesti Miiszaki és Gazdasigtudomanyi Egyetem norvérbdl vagy lehet mesterségesen eléallitott készitmény
’ (rekombinans fehérje).
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A vér Osszetétele Plazmafehérjek

Osszes szaraza-
nyag: 17 %, de
térfogatra az ala-
kos elemek 45-
50 %-ot tesznek
ki.

40-50g/l Albumin
_ 10-25 g/l Immunoglobulinok
» 2-4g/l  Fibrinogén
9-10g/l 6 nagy mélsulyd fehérje
(Transferrin, Haptoglobin,
(s6,szénhidrat, Cj,, a,-Makroglobulin, a;-
=) Proteinase-Inhibitor, Apoli-
poprotein I)
8,59/l kb. 110 kilénbdz6 plazmafe-
hérje (t6bbek kdz6tt alvadasi
faktorok és enzim inhibitorok)
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Vérkészitmények

Szérum fehérje elektroforézis ..
Vérf - Alvadasi oldal: faktorok
. .Kaszkad” reakciésor: az egyes
Tobb frakcio: Iépésekben a faktorok szelektiv
Albumin: pufferol, beallitja és részleges proteolizissel akti- Véralvadasi kaszkad i
mézisnyomast, apolaros F Vé”éka kévetkezé enzimet. ?:z X
L, , . L o Extrinsic Gt
z0, N tartalék. Két inditasi lehetdség: wo [ e g
i i /\‘/\V’ .l . . . P TF, Ca? Ca  can
Globulinok (a4 oz B1 B5) Glil ‘ e i ma Kuls6 (extrinsic) Gt: a sériilés N
lipoproteinek, szallité funkc i 1122 1 kévetkeztében kiviilrl, a szo- .
lobulin: immunfehérjék .. ...... R T e o vetekbdl a verbe kerild anya- &
testek, a fehér vérsejtek 1 .. o . gok valtjak ki (TF= tissue factor) PR
i 2 : - v . . . . — Xllla+
lik gi:;ﬁ.lé 1§§ Belsé (intrinsic) Gt: Pttt e e,
Véralvadasi faktorok: fibrine 2 2 - negativ toltési felllet (az érfal
wo et kollagénje, kémcsé livege) valt-
oo — ja ki.
Normdlis elektroforetikus mintdzat.
% 7 -, Y e 10
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Véralvadasi kaszkad Tlge—ull
A vérplazma frakcionalasa Ritge——
a
Extrinsic at l i
NP IXa —_—
A pl fraks las faziste ki i " -
YT plazmatrakcionalas tazistermékel Vil Vila Wit |’ntr|nS|C
TF, Ca2* CaZ g2+
Plazmaterazis ‘ ‘ Telisgvér X l Xa
Seftes elemek — VvV
B
N E 3 Ca® el
Plazma
frakeionakasta fibrinogén ——~—— fiprin
— Xllla+
Az intrinsic Gt mindegyik komf benne vana véraramban. Ca?*
. 8 Az extrinsic Gtvonalata TF inditja, mely a véredényenkiviilrdl szarmazik. keresztkotott
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Ellentétes hatasu faktorok a véralavadasban

Egyensuly a faktorok
és az inhibitorok kozott

faktorhiany inhibitorhiany

TROMBOZISVESZELY
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Véralvadas

A trombin a fibrinogén - fibrin (I - 1,) folyamatot katali-
zdlja. A fibrin ezutan linearis kétegekké polimerizalodik,
majd a XllI, (Laki-L6érand) faktor térhalositja.

Charged groups that
prevent aggregation

e —

[m o e o
Fibrinogen

molecule
Yol e

Fibrin polymer
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Inhibitor oldal
Inhibitor Gatolt fehérje
Antithrombin 111 Thrombin
(+heparin) F Xa
F Xlla, F Xla, F Vlla
Protein C és F Vllla
Protein S F Va

A véralvadas gatlasa:

- Ca megkétése, oxalattal vagy citrattal

- heparin (poliszacharid, allati szervekbdl)

- hirudin (pi6ca, rek. fehérje)

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

»w
Ethanol
0.

Etanolos kicsapasi eljarasok

nen
+

el ] 20-

Cohn 6 (1946)

5 6 7

Kistler/ Nitschmann (1962)
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Inhibitor oldal Cohn 6 plazma frakcidk
Contact activation (intrinsic) pathway Tissue factor
:ﬁ'::f;d - (extrinsic) pathway Frakeio Etz:/:\ol pH Fehérjék
Xmm /l\\g TEET I 8 7.2 Fibrinogén, Faktor VIII, Fibronectin,

S lﬂssue factor «——Trauma

/ Prenememnmes ARFithrombin
/ K bl

xr/\;a /\ VIIa  VII
'~ TVIIL

Komplement komponensek

25 [6.9| IgG, IgA, IgM, Faktor Il, VII, IX, X, globulinok

Prothrombinad— X8 * Thrombin - Common V-1 18 |5,2| o- és B-globulinok, AT-lll, al-antitrypsin, IgM
an - Ve 7 g v, pathway és B-globulinok f lopl
’ - Lo 3 a- és B-globulinok, transferrin, ceruloplasmin,
- Ihr(lg)ogen F(“I’:;n M V-4 40158 haptoglobin
Acti tein C
e l"m“ NI v 40 |48 Albumin (a- és B-globulinok)
Protein S
Protein C + £ C"P ss:linked
thrombomedulin fibriy clog 14 ) 17
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Technologiak A kriopecipitatum eléallitasa

Technol6giak kialakulasa, fejlédése

1940 USA Hadlgyminisztérium kutatd 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 technolégia,

1970- Alvadasi faktorok iv IgG

1980- Nagy tisztasagu faktor készitmények
1990- Rekombinans készitmények

&s Elelmi domény Tanszék

vérvétel
plazma

| Fagyasztas: 24 oran beliil -40°C ala |
|

LassU olvasztas
(4°C)

& \
krioprecipitatum
- Fibrinogén
- ,hidegben oldhatatlan globulinok”
- VIIL. faktor
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Tiszta faktorok gyartasa verbél: A IX-es faktor fehérjeszerkezete
IX-es faktor = antihemofilias faktor B
= Christmas faktor Domének:
Gla-domén: az N-termindlis szakaszon 12 gamma-karboxi-
Humafactor 9: | — glutaminsavat (Gla) tartalmaz.
human koagulacios 1X-es = m EGF (Epidermal Growth Factor) domén: itt egy masik szo-

katlan aminosav, hidroxi-aszparaginsav talalhato.
Ser-protedz domén: analég a tripszinnel és a tébbi alvadasi
proteazzal.

faktor koncentratum, spe-
cidlis intravénasan alkal-
mazhatd vérzéscsillapitd
szer hemofilia-B kezelé-

.n‘ml ] ,”IM.
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A IX-es faktor a szervezetben A IX-es faktor hianya
A majban szintetizalodik. Hianya vérzéses hajlamot okoz, a betegség neve Hemofilia
Szintéziséhez K-vitaminra van szlikség, a vitamin B, vagy Christmas betegség.
hianyaban funkcionalisan inaktiv - alvadasi zavar A vérzéses tiinetek szoros korrelacidban vannak a faktor-
Koncentracidja a plazmaban 3-5 pg/ml. hiany mértékével.
Az egyik legstabilabb véralvadasi faktor. A IX-es faktor génje az X kromoszéma hosszU karjan he-
A vérkeringésben féléletideje 18-24 ora. lyezkedik el.
A hemofilia recessziv jelleggel 6roklédik, tehat a betegség
nem expresszalédik, ha a normélis allél is jelen van —
nemhez kotott betegség, csak férfiakat betegit meg, a nék
tinetmentes hordozok.
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A 1X-es faktor fehérjeszerkezete A 1X-es faktor izolalasa
S . . 1
Egylancu glikoprotein, molekulasulya 56 000 Dalton. Lassu olvasztas
415 aminosavbdl all, az aminosavak sorrendje ismert. P (4C) .
A fehérje kb. 20% szénhidratot tartalmaz.

1

==

FlI, VI, 1X, X,
Protein S, C

Humafactor 9
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A |X-es faktor izolalasa Alvadésifaktor-termel6 Gzem
|
feliildszo Heparin fractogél
kromatografia.
ioncsere, l
DEAE-Sephadex, L
stabilizalds ultraszilrés,
dializis,
l oltés
hokezelés, l
kicsapdsi
lépések liofilizalds
!
ultrasziirés,
dializis Humafactor 9
!
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Az izolalas kulcslépése:

AFFINKROMATOGRAFIA

A ligandum a télteten: heparin
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[ Heparinhoz kétédik a IX-es faktor |

1

| Szennyezok kimoshatok melléle |

{

IX-es faktor eludldsa pH7,4-es citrat pufferrel (+ Arg az aktivitds megérzéséhez) |

IX. faktor oldataba adnak még: heparint (antikoaguléans), antitrombint, lizint
(stabilizator), mikrobiolégiai tartésitdszert viszont nem

Il

fajlagos aktivitas legalabb 50 NE/mg 6sszfehérje

| sterilsz(irés |
1
| Aszeptikus téltés
1
[ liofilizalas |
!

Humafactor 9
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