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Pécs Miklés: Gyogyszer- és orvosi biotechnolégia Vérkészitmények

A vér 0sszetétele
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50 %-ot tesznek

Ki. / \;* 5%

Other solutes 2%
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A vér pétlasa

A vér egészében is, elemeiben is nélkildézhetetlen a szer-
vezet életben maradasahoz. Ha tehat ebbdl/ezekbdl hiany
keletkezik, azt pétolni kell.

Ha a teljes vér hidnyzik (sérllés, m{tét), akkor vératém-
lesztésre van sziikség. (A fiziologias séoldat, vagy dextran
oldat csak részleges, atmeneti megoldas.)

Ha a vérnek csak egyes komponensei hianyoznak (vele-
szlletett vagy szerzett betegség, kilsé artalom), akkor a
cél annak az dsszetevének a potlasa. Ez szarmazhat do-
norvérbdl vagy lehet mesterségesen eléallitott készitmény
(rekombinans fehérje).
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Pécs Miklés: Gyogyszer- és orvosi biotechnolégia

Vérkészitmények

Friss teljes ver Friss vér, buffy coat eltavolitva
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Plazmafehérjek

40 - 50 g/l Albumin

10 - 25 g/l Immunoglobulinok
2-4ql/ Fibrinogén

9-10¢g/l 6 nagy mdlsulyu fehérje

52 - 94% viz (Transferrin, Haptoglobin,
(s6,szénhidrét, C,, a,-Makroglobulin, aj-
zsir) Proteinase-Inhibitor, Apoli-
poprotein 1)

8,5 g/l kb. 110 kilénbdz6 plazmafe-
hérje (tébbek kbz6tt alvadasi
faktorok és enzim inhibitorok)
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Pécs Miklés: Gydgyszer- és orvosi biotechnoldgia

Szérum fehérje elektroforézis
Vé On agarose gel ( Hydragel )
Vért
Tdbb frakcio:
Albumin: pufferol, bedllitja
mébzisnyomast, apolaros
z6, N tartalék.
Globulinok (a4 a, B4 B2) Glil Sl A N
lipoproteinek, szallitd funkc I
. L °oo&d4 33 4
y globulin: immunfehérjék. . ... . Nomna1 &
testek, a fehér vérsejtek 1 ,ipumin - ot -
lik Apha 2 1o 70 1
. L. . . Beta 1 9.4 4,9 -
Véralvadasi faktorok: fibrin(zes > 18 €81
A/G = 1.64
Normdlis elektroforetikus mintdzat.
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Pécs Miklés: Gyogyszer- és orvosi biotechnolégia

Egyensuly a faktorok
¢s az inhibitorok kozott

faktorhiany
/

\

inhibitorhiany

Ellentétes hatasu faktorok a véralavadasban
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Alvadasi oldal: faktorok
.Kaszkad” reakciésor: az egyes
|épésekben a faktorok szelektiv
és részleges proteolizissel akti- Veéralvadasi kaszkad Sle—
sy s s e . XIaJ—XI
valjdk a kdvetkez6 enzimet. e
Extrinsic Ut
Két inditasi lehetdség: v via iy Y Intinsic
o o foio | TROE G Go !
Kalsé (extrinsic) ut: a serdles ) -
kovetkeztében kivilrél, a sz6- Kozssat
vetekb6l a verbe kerild anya- T T
gok valtjak ki (TF= tissue factor) oL |
Belsé (intrinsic) ut: e s
negativ toltést felllet (az érfal
kollagénje, kémcsé Uvege) valt-
ja ki.
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Pécs Miklés: Gydgyszer- és orvosi biotechnoldgia Vérkészitmények

Véralvadasi kaszkad Xlla XIl
Xla~—1— X1
Ca2t
Extrinsic ut l
IXa, IX o
v Vila vy Intrinsic
¥ — TF, PL Gt
TF; Ca2+ Caz+ Caz-l-
X Xa
-y 5 Vv
Kozos at PL
Ca?t Xl
protrombin l’ RSB
fibrinogén —2— & fibrin
«— Xllla+
Az intrinsic Gt mindegyik komponensebenne van a véraramban. Cazt
Az extrinsic Utvonalata TF inditja, mely a véredényenKivilrél szarmazik. ettt
fibrin

Véralvadas

A trombin a fibrinogén - fibrin (I - 1,) folyamatot katali-
zalja. A fibrin ezutan linearis kétegekké polimerizalodik,
majd a Xlll, (Laki-Lorand) faktor térhalositja.

Charged groups that
prevent aggregation

-

= i

7

|m
Fibrinogen

molecule
Yy ‘.

Fibrin polymer
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Pécs Miklés: Gyogyszer- és orvosi biotechnolégia

Inhibitor oldal

Inhibitor

Gatolt fehérje

Antithrombin 111
(+heparin)

Thrombin
F Xa

F Xlla, F Xla, F Vlla

Protein C és
Protein S

F Vllla
F Va

A véralvadas gatlasa:

- Ca megkotése, oxalattal vagy citrattal

- heparin (poliszacharid, allati szervekbdl)

- hirudin (piéca, rek. fehérje)

- kumarin-szarmazékok (ragcsaléirté szer,
antidotum: K-vitamin)
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Pécs Miklés: Gyogyszer- és orvosi biotechnolégia Vérkészitmények

Technologiak

Technolégiak kialakulasa, fejl6édése

1940 USA Haduigyminisztérium 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 kicsapbszerek

1970- Kromatografias technoldgia,

1970- Alvadasi faktorok iv IgG

1980- Nagy tisztasagu faktor készitmények
1990- Rekombinans készitmények
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Pécs Miklés: Gyogyszer- és orvosi biotechnolégia

Cohn 6 plazma frakciok

Etanol
Frakcio 3/"° pH Fehérjek
(<]
Fibrinogén, Faktor VIIl, Fibronectin,
I 8 7,2 —
Komplement komponensek
-1 25 |6.9| IgG, IgA, IgM, Faktor I, VII, IX, X, globulinok
V-1 18 |5,2| a- és B-globulinok, AT-lll, a1-antitrypsin, IgM
IV-4 40 |58 a- és B-globulinok, transfer_rm, ceruloplasmin,
haptoglobin
Vv 40 |48 Albumin (a- és B-globulinok)
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A kriopecipitatum elballitasa

| vérvétel |

I
| Fagyasztas: 24 6ran belll -40°C ala |

LassU olvasztas
(4°C)

— S

krioprecipitatum | | fellluszé |

0 l

- Fibrinogén
- ,hidegben oldhatatlan globulinok”
- VIII. faktor
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Pécs Miklés: Gyogyszer- és orvosi biotechnolégia

Tiszta faktorok gyartasa verbdl:

IX-es faktor = antihemofilias faktor B
= Christmas faktor

Humafactor 9:

human koagulacios IX-es &““’“ 0R-9
faktor koncentratum, spe-

cialis intravénasan alkal- ;
mazhat6 veérzéscsillapito =S
szer hemofilia-B kezelé-
sére

R Bl 481 AT, SRR

A IX-es faktor a szervezetben

A majban szintetizalédik.

Szintéziséhez K-vitaminra van sziikség, a vitamin
hianyaban funkciondlisan inaktiv - alvadasi zavar

Koncentracidja a plazmaban 3-5 ug/ml.
Az egyik legstabilabb véralvadasi faktor.
A vérkeringésben féléletideje 18-24 ora.
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Pécs Miklés: Gyogyszer- és orvosi biotechnolégia Vérkészitmények

A IX-es faktor fehérjeszerkezete

Egylancu glikoprotein, molekulasulya 56 000 Dalton.
415 aminosavbdl all, az aminosavak sorrendje ismert.
A fehérje kb. 20% szénhidratot tartalmaz.

A IX-es faktor fehérjeszerkezete

Domeének:

Gla-domén: az N-terminalis szakaszon 12 gamma-karboxi-
glutaminsavat (Gla) tartalmaz.

EGF (Epidermal Growth Factor) domén: itt egy masik szo-
katlan aminosav, hidroxi-aszparaginsav talalhato.

Ser-protedz domén: anal6g a tripszinnel és a tébbi alvadasi
proteazzal.
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Pécs Miklés: Gyogyszer- és orvosi biotechnolégia

A IX-es faktor hianya

Hianya vérzéses hajlamot okoz, a betegség neve Hemofilia
B, vagy Christmas betegség.

A vérzéses tlnetek szoros korrelaciéban vannak a faktor-
hiany mértékével.

A 1X-es faktor génje az X kromoszéma hosszu karjan he-
lyezkedik el.

A hemofilia recessziv jelleggel 6roklédik, tehat a betegség
nem expresszalodik, ha a normalis allél is jelen van —
nemhez koétott betegség, csak férfiakat betegit meg, a nék
tiinetmentes hordozok.

23
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A IX-es faktor izolalasa

4

Lassu olvasztas
(4°C)

— IS

| krioprecipitatum | | fellluszé |

Fll, VII, IX, X,
Protein S, C

|

| Humafactor 9 |
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Pécs Miklés: Gydgyszer- és orvosi biotechnoldgia

A IX-es faktor izolalasa
feliilusz6 Heparin fractogél
l kromatogréfia.
ioncsere,
DEAE-Sephadex,
stabilizdlds ultrasziirés,
dializis,
| toltés
hokezelés, l
kicsapasi
lépések liofiliz4lds
!
ultrasziirés,
dializis Humafactor 9
'
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Az izolalas kulcslépése:

AFFINKROMATOGRAFIA

H A ligandum a télteten: heparin

Q503

0505 . 0805
cO,
0 o o o o
2
oH OH O 0805 OH 0\ OH
ot o 0

NHS0,
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Pécs Miklés: Gyogyszer- és orvosi biotechnolégia

| Heparinhoz kotddik a IX-es faktor |

Il

| Szennyezdk kimoshatok mellsle |

U

IX-es faktor eludldsa pH7,4-es citrat pufferrel (+ Arg az aktivitas meg6rzéséhez) |

<

IX. faktor oldatdba adnak még: heparint (antikoagulans), antitrombint, lizint

(stabilizator), mikrobioldgiai tartésitoszert viszont nem

Il

fajlagos aktivitas legaldbb 50 NE/mg 6sszfehérje

I

| sterilszlrés |

4

| Aszeptikus toltés

|}

| liofilizalas |
T

Humafactor 9

TRATTTIZoTT DToTerToTogTr ey rrerm szertudomin y Tanszék

Alvadasifaktor-termel6 izem
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