Vér- és plazmakészitmények

A VER

A vérrendszerben keringd testfolyadék, amely oxigénnel és tipanyaggal latja el a sejteket,
elszallitja a bomlastermékeket és kozremiikodik a szervezet védekezésében. Olyan sajitos
lazarostos kotdszovetnek tekinthetd, ahol a sejtek kozott nincs kapcsolat, a sejtkozotti folya-
dékban lebegnek. Egy felndtt embernek atlagosan 5-6 liter vére van. A vér térfogatdnak 42-
48%-at (ez a hematokrit érték) teszik ki a sejtes elemek (vorosvérsejtek, fehérvérsejtek, vérle-
mezkék), a tobbi a vérszérum. Androgén tobbletnek nevezziik azt a jelenséget, hogy a férfiak
vérében 10-20%-kal tobb vorosvérsejt van, mint nékében. Ez a szteroid tipusu férfihormonok
hatdsa.

Az emberi vér egy szuszpenzid, melynek alkotorészei a plazma €s a benne lebeg6 alakos

elemek:

» a (sejtmag nélkiili) vorosvérsejtek, vagy vorosvértestek (erythrocytak), amelyek a
gaztranszportban és a sav-bdzis egyensuly bedllitdsaban szerepelnek,

» a maggal rendelkezd, keringé fehérvérsejtek (leukocytdk), azaz a granulocytdk, a
lymphocytdk és a monocytdk, amelyek a szervezet védekezd, immunoldgiai rend-
szereinek részét képezik.

» a sejtmag nélkiili vérlemezkék (trombocitdk), amelyek funkciéja a vérzések elleni
védekezés, az érpalya épségének védelme és helyredllitasa, azaz a haemostasis.

A levett vért tobbféle forméban vizsgéljdk/hasznéljak:
» alevett vér allapotaban (teljes vér),
» centrifugdlds utan (alakos elemek + szérum)
» alvadas utan (alvadék + plazma)

Plasma

=Buffy Coat
Formed Elements
Erythrocytes

A szérum és a plazma kozotti kiilonbség: a plazmdban mér nincsenek benne az alvadasi
faktorok, a fibrinogén.
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Oldott anyagok a vérben
A vér asvanyi anyag (s6) tartalma kb. 2%. Iondsszetétele gyakorlatilag megegyezik a
sejtkozotti folyadék (intersticium) koncentracidival, mig jelentdsen eltér a sejtek belsejében

o

mérhet6tol. Ezt a kiilonbséget az aktiv transzportok folyamatos energiardforditdssal tartjak
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A vérben 6-7% oldott fehérje van, ezek funkciéjuk szerint sokfélék, az albumin a folya-
dék fizikai-kémiai tulajdonsdgait stabilizdlja, jelen vannak sz4llit6-, szabdlyoz6- és immunfe-
hérjék, valamint véralvadasi faktorok is (Id. az allati sejtek tdpoldatanal is).



40 - 50 g/l Albumin
10 - 25 g/l Immunoglobulinok

8% Progg 2-4¢/ Fibrinogén
! 9-10¢g/l 6 nagy molsilyu fehérje (Transferrin, Haptoglobin,
92- ,94A’ Cs, a2-Makroglobulin, a;-Proteinase-Inhibitor,
V2 Apolipoprotein I)
(s6,szén- 8,5g/l  kb. 110 kiilonbdzé plazmafehérie (tobbek kozott
h;:::f)t’ alvadasi faktorok és enzim inhibitorok)

A klasszikus oldhatésagi kategéridk
Szérum fehérje elektroforézis szerint: a legtobb az albumin (az Osszes fe-

o7 searose gel [ fvdzagel ) hérje kb. kétharmada) és globulinok (a-1, a-
2, B-1, B-2, y). Elektroforézissel szétva-
lasztva, denzitométerrel kiértékelve ezek
mennyiségileg is meghatdrozhatok.

Adalék: ezt az dbrdt nem egy tankonyvbol
vettem dt, hanem egy egészségvédelmi speciali-
zdcios BSc hallgato vette fel nydri szakmai gya-

korlata sordn, az ¢ beszdmolojabol mdsoltam
ide.
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Frakcibk % Normal % g/l
Albumin 62.1 59,4 - 73,9
Alpha 1 2.9 1,2 - 3,1
Alpha 2 11.0 7,0 - 12,2
Beta 1 9.4 4,9 -~ 9,4
Beta 2 2.8 1,6 - 5,6
Gamma 11.8 6,9 - 14,7

A/G = 1.64

Normuilis elektroforetikus mintdzat.

A VER ES KOMPONENSEINEK POTLASA

A vér egészében is, elemeiben is nélkiilozhetetlen a szervezet életben maraddsdhoz. Ha
tehdt ebbol/ezekbdl hidny keletkezik, azt pétolni kell.

Ha a teljes vér hidnyzik (sériilés, miitét), akkor vératomlesztésre van sziikség. (A fizio-
16gias s6oldat, vagy dextrdn oldat csak részleges, 4tmeneti megoldas.)

Ha a vérnek csak egyes komponensei hidnyoznak (velesziiletett vagy szerzett betegség,
kiils6 artalom), akkor a cél annak az 0sszetevonek a pétldsa. Ez szarmazhat donorvérbdl vagy
lehet mesterségesen eldallitott készitmény (rekombindns fehérje).



Transzfuzidra akkor van sziikség, amikor a beteg klinikai dllapota azt egyértelmiien indokolja.
Az indik4cio feldllitdsakor mindig mérlegelni kell a kockdzatat, illetve az elonyét, mert ugyan
egyre biztonsdgosabb vérkészitmények keriilnek eldallitdsra, a transzfizidnak mégis van rizi-
kéja. Napjainkban a transzfiizié nem csak a teljes vér atomlesztését jelenti, hanem célzott he-
moterdpidt, vagyis csak a hidnyzd, vagy funkcidképtelen véralkotérész potlasat.

AZ ALAKOS ELEMEK POTLASA

A vorosvérsejtpotlds indikécigjat a hematokrit (Htk) és hemoglobin (Hb = a hemoglobin kon-
centracid a vér térfogatdra szamitva, kb. a Htk egyharmada) értéken tdl a szovetek oxigénella-
tottsdga hatdrozza meg. Kronikus anémia esetén a kritikus Hb érték: < 6-8 g/dl, a kritikus Htk
érték: <23%, a normadl értékek felénél is kevesebb. A szovetek oxigénellatottsdganak mutatéi
az oxigénextrakcio €s a vénds vér oxigénnyomadsa. Szoveti hypoxia esetén az oxigénextrakcid
értéke: >50%, a vénds vér pO; értéke: 20-22 Hgmm.

VOROSVERSEJT-KONCENTRATUMOK

A vérellatd szolgdlatoktdl beszerezhetd voros vérsejt-készitményeket az 1. tdblazat foglalja
0ssze. Ezek mindegyike csokkentett fehér vérsejt-tartalmi készitménynek tekinthetd, azaz a
voros vérsejt-koncentratumban az fehér vérsejtek szama kevesebb, mint a kiindulasi érték 25%-
a (az fehér vérsejtek eltdvolitdsanak hatdsfoka legalabb 75%-os).

Elsodleges voros vérsejt-készitmény a hatdrréteg szegény, adenintartalmi oldatban reszusz-
penddlt voros vérsejt-koncentrdtum, mely a donortdl levett teljes vér szétvalasztdsaval kozvet-
leniil keriil eldallitdsra. Fehérvérsejt-tartalma <1,2x10%/E, az fehér vérsejt eltavolitds haté-
konysdga kb. 75%-os. Az elddllitasi technoldgia (a buffy coat leszivasa) kovetkeztében a komp-
lement tényezdk, plazmafehérje, immunglobulin-tartalom a kiindulési érték 1%-ara csokken,
sOt a komplement a 4-5 napos készitményben mar nem is mutathat6 ki. ABO-antitesteket csak
minimdlis mennyiségben tartalmaz, ez teszi lehetové, hogy nem csak vércsoport-azonosan,
hanem vércsoport-kompatibilisen is transzfundalhaté (pl. A-vércsoportd betegnek O-csoportd
voros vérsejt adhato).

Ha a recipiens betegsége nem teszi sziikségessé a vérkészitmény tisztitasat, hipoxids allapot,
vérzo beteg kezelésére ez a vords vérsejt-készitmény ajanlhatd. Az elsddleges voros vérsejt-
készitmény a vérellaté egységekbdl barmikor beszerezhetd.

Mdsodlagos voros vérsejt-készitmények az elsddleges voros vérsejt-koncentratum tisztitdsaval
nyerhetk. Az elédllitashoz id6 kell, azt elére meg kell rendelni, és nem mindegyik vérellatd
egység tudja elkésziteni. A tisztitd eljardsok 2004. majus 1-jétdl teljesen zart rendszerben tor-
ténnek, un. SCD (Sterile Connection Device) segitségével. Ezzel a készitménygyartds sordn
esetlegesen bekovetkezd készitmény-feliilfert6zodés teljesen kivédhetd.

1. tdblazat: Vorosvérsejt-koncentratumok

Kéd | Megnevezés Lejarati 1d0
4760 | Voros vérsejt-koncentratum, hatarréteg szegény, adenintartalmu | 35 nap
oldatban reszuszpenddlva, tarolds: + 4 °C

4767 | Voros vérsejt- koncentratum, hatarréteg szegény, osztott, 0szt4stol
adenintartalmu oldatban reszuszpendalva, tarolds: + 4 °C szamitott 15 nap
4850 | Voros vérsejt- koncentratum, mosott, fiz. séban 24 6ra

reszuszpendalva, tarolds: + 4 °C




29160 | Voros vérsejt-koncentrdtum, mosott, adenintartalmu oldatban 48 6ra
reszuszpendalva, tarolds: + 4 °C
29167 | Voros vérsejt-koncentradtum, mosott, osztott, adenintartalmu ol- | 48 6ra
datban reszuszpenddlva, tarolas: + 4 °C
5360 | Voros vérsejt koncentratum, sziirt, adenin tartalmu oldatban re- | 35 nap
szuszpenddlva, tarolds: + 4 °C

5367 | Voros vérsejt-koncentratum, sziirt, osztott, adenintartalmu osztastol
oldatban reszuszpenddlva, tarolds: + 4 °C, szamitott 15 nap

27150 | Voros vérsejt- koncentratum, szlirt, mosott, fiz. séban 24 é6ra
reszuszpendalva, tarolds: + 4 °C

27160 | Voros vérsejt- koncentratum, szlirt, mosott, adenintartalmu 48 ora
oldatban reszuszpenddlva, tarolds: + 4 °C

27167 | Voros vérsejt- koncentratum, szlirt, mosott, osztott, 48 ora

adenintartalmu oldatban reszuszpendalva, tarolds: + 4 °C

Mosott vérds vérsejt-koncentrdatum

A vérkészitmények tisztitdsdnak egyik modja a voros vérsejt-koncentratumban visszamaradd
plazmafehérjék, antitestek, komplement tényezok, a fehér vérsejtek altal termelt citokinek elta-
volitdsa a voros vérsejt élettani sdoldattal torténd mosdsaval. A mosés a végtermék fehér vérsejt
szennyezettségét 1ényegesen nem csokkenti (a fehér vérsejt eltdvolitds hatékonysiga kozel
80%-0s). A mosott vords vérsejt reszuszpendalhatd élettani séoldatban (lejarati 1dd: 24 6ra),
illetve adenines (SAGM) oldatban (lejarati idd: 48 6ra). Eldnye, hogy gyakorlatilag ,,plaz-
mafehérje-mentesitett” készitmény (a plazmafehérje mennyisége <0,5 g/E, IgA <0,2 mg/E).

Szilirt véros vérsejt-koncentrdtum

A vOros vérsejt-tisztitds masik modja a készitményt szennyezo fehér vérsejtek eltavolitasa (leu-
kodeplécio). A fehér vérsejt-mentesitést leukodepletalo sziirokkel végzik, emiatt az igy eld-
allitott készitményt szlirt voros vérsejt-koncentratumnak nevezziik.

TROMBOCITA-KESZITMENYEK

Trombocita-koncentratum addsa akkor indokolt, ha a trombocitopénids beteg (= alacsony a vér-
lemezkeszdma) vérzik, vagy csontveld-elégtelenség all fenn. Nem vérzd, kis trombocitaszdm-
mal rendelkezd beteg esetén (<5-10x10°/1) nem feltétleniil indokolt trombocita transzfiizié
adasa.

Manuadlisan eldallitott, poolozott készitmény haszndlatakor a trombocita transzfizi6 dézi-
sat altaldban 10 testsilykg-onként 1 E teljes vérbdl szarmazd trombocita-koncentrdtumban
adjak meg (random donor), de a dézis meghatarozasahoz hasznalhat6 az alabbi képlet is:

(kivant trombocitaszam — jelenlegi trombocitaszam) - BV
RF

minimalis dbzis =

ahol:
BV (beteg-vérvolumen) = testfeliilet m* x 2,5
RF (1épkorrekcios faktor) = 0,67



A trombocita-transzfiziét ABO csoportazonosan vagy ABO kompatibilisen kell adni
(amennyiben nincs csoportazonos készitmény, az csak élettani sboldatban reszuszpendalva ad-
hat6 be), az Rh vércsoport figyelembe vétele csak sziiloképes kort ndknél eldirt.

A kiilonb6z06 trombocita-készitményeket a kovetkezo tdblazat foglalja 6ssze.

2. tablazat. Trombocita-készitmények
Kad: Megnevezés: Le?J afatl
1d6:
Kézi technikdval teljes vérbdl, buffy coat mddszerrel:
12000 Trombocita koncentrdtum 1 E, sajat plazmdban, tarolds: + 22 °C | 5 nap
12002 T’rorrzbocna kcf)ncentratum 1 E, fiz. s6ban reszuszpendélva, 6 6ra
tarolas: + 22 °C
12091 (pool) | Trombocita koncentrdtum x E, sajat plazmdban, tdrolds: + 22 °C | 6 6ra
12092 (pool) T/rorr}bocua k:)ncentratum x E, fiz. S6ban reszuszpendélva, 6 6ra
tarolas: + 22 °C
12391 (pool) goorgbocna koncentratum x E, sziirt, sajat plazméban, tarolds: +
* Imugard III-PL sz{ir6 alkalmazdsaval, 2-3,5x 10" tromb/zsdk, .
) 6 Ora
5-6 E/zsédk, 5 nap
12392 (pool) T’rorrzbocna kcf)ncentratum x E, szfirt, fiz. s6ban reszuszpendalva, 6 6ra
tarolas: + 22 °C
Gépi aferezissel:
12011 T.r(’)mbocuez koncejntraftum gepol aferezisbdl, x E, szlirt mindségii, 5 nap
sajit plazmdban, tdrolds: + 22 °C
12212 Trombocita koncentratum gépi aferezisbdl, x E, sziirt mindségu, 6 61a
fiz. S6ban reszuszpenddlva, tarolds: + 22 °C
12311 Tr/omboc/lta lfoncentrittum gépi aferezisbdl, x E, sziirt, sajat plaz- 5 nap
maban, tarolas: + 22 °C
Trombocita koncentrdtum gépi aferezisbdl, x E, sziirt, fiz. séban ,
12312 ) s o 6 6ra
reszuszpendalva, tarolds: + 22 °C

Els6dleges trombocita-készitmények
Teljes vérbdl elddllitott trombocita-készitmények

Trombocita-koncentrdtumot eldallithatunk teljes vérbdl az un. buffy coat technikaval. Ezen
elsédleges trombocita-készitmény taroldsa razva, gazateresztd-zsdkban, 5 napig, + 22 °C-on,
csakis teriileti vagy regiondlis vérelldtoban, egyedi formdban torténik. Transzfizids igény
esetén azonban SCD (Sterile Connection Device) alkalmazasaval tobb donor trombocitdjat egy
gyljtézsdkban egyesitik (sajat plazmdban tdrolt poolozott trombocita). A poolozds csak
vérellato egységben torténhet. Ez a készitmény csak 6 6rat tarolhatd, a fertdzésveszély miatt
azonban célszerli azonnal transzfundalni. Emiatt arra az idOpontra kell igényelni, amikor a beteg
transzfundaldsa esedékes.

A trombocita-készitmények tdroldsa alapesetben sajat plazmdban (elsddleges készitmé-
nyek) torténik.



Kézegcserélt, fiziolégids séban reszuszpenddlt trombocitakoncentrdtum

Amennyiben a trombocita-koncentridtum eredeti tarolé kozegét, a plazmét eltdvolitjuk, és
élettani séoldattal helyettesitjiik, kozegcserélt, fiziologids s6ban reszuszpendalt trombocita-
koncentratumot kapunk. A plazma eltdvolitasaval, a trombocita-koncentratum mosdsaval a fe-
hérvérsejtek és vérlemezkék mellékhatasokat okozé termékei (citokinek, TNFa, IL-1, IL-6, -
tromboglobulin, szerotonin, PF4), a komplement tényez0k és a plazmafehérjék tavolithatok el.
Fizioldgids séban kell reszuszpendalni a nem vércsoport-azonos trombocita-készitményt is.

Szirt trombocita-koncentrdtum

A trombocita-koncentrdtum szennyezddésként mindig tartalmaz fehér vérsejteket
(<5x107/E), kivétel a sziirt mindségii (fehér vérsejt szam <1-5x10%/készitmény) aferezises ké-
szitmény. A készitménybdl a fehér vérsejteket leukodepletalo szlirdkkel lehet eltdvolitani.

PLAZMAKESZITMENYEK

Az emberi vérplazma szazndl is tobb kiilonboz6 fehérjét tartalmaz, melyek koziil sza-
mos gyogyszerként is forgalomba keriil. Ezek koziil néhdnynak életmentd szerepe van és
szinte csak egyediiliként alkalmas az adott betegség gydgyitasara.

Ezek az izoldlt, specifikus fehérjét tartalmazo gydgyszerek a plazmaderivatumok.

Technoldgidk kialakuldsa, fejlédése

A fehérjék fiziko-kémiai tulajdonsdgainak megismerése redlis lehetOséget teremtett
fehérje koncentratumok vérp6tld szerként vald felhaszndlasra. Az dllati, elsddlegesen 16 és
marha plazmébdl eldéllitott albumin készitmények allergids reakciét valtottak ki, igy a kuta-
tok a human plazma felé fordultak. A plazmafrakciondlasi eljarasok kialakuldsat az USA ha-
borts erdfeszitései segitették, igy a Harvard egyetemen telepitett laboratérium albumin ter-
mékét mar felhasznaltdk az 1941. decemberi Pearl Harbor-i tdimadés sériiltjeinek a gyogyita-
sara. 1942 januarjdban, az USA-ban dontés sziiletett, hogy a nagy gyogyszergyarak plazma-
frakciondl6 kapacitast épitsenek ki, elsddlegesen a hadsereg igényeinek kielégitésére. 1946-
ban az addig méar szabadalmaztatott eljardsokat (Cohn hideg alkoholos eljarasa) teljes részle-
tességgel nyilvanossdgra hoztdk, ami segitette az eljarasok telepitését és modositasat, fej-
lesztését.

A plazmafrakciondldsi technoldgia a 60-as évek elejétdl indult igazi fejlodésnek. A
hetvenes években elkezdtek telepiteni a korszeriibb elvalasztds technikai miiveleteket (ultra-
sziirés, kromatografia) amelyek lehetOvé tettek az alvadasi faktorok el6éallitdsit és az intra-
véndsan alkalmazhaté immunglobulin készitmények is piacra keriiltek. A nyolcvanas években
a monoklondlis technika elterjedésével a monoklondlis ellenanyaggal tisztitott faktor ké-
szitményeket fejlesztettek ki, és ezzel parhuzamosan folyt a rekombindns preparatumok tesz-
telése is.

Magyarorszagon az 50-es évek masodik felében indult meg a plazmafrakciondlds a
Humén Intézetben illetve az Orszdgos Hematoldgiai és Vértranszfiizids Intézetben. Eldszor a
gammaglobulint preparaltidk, majd 1962-tdl az albumin infuzi6 is torzskonyvezett készitmény-
ként jelent meg. A Humdn Intézet godolldi telephelyén 1966-ban kezdték meg az ipari méretii
plazmafrakciondldst. Albumin inftiziokat €s immunglobulin injekcidt gyartottak hazai onkéntes
donorok vérplazmdjabdl. 1986-ban jelentds beruhazdssal kapacitas bovités tortént, korszeriibb
lett a gyértds. 1994-re a hazai vértranszfuzios allomdsokon bekovetkezett mindségi fejlodés



lehetdvé tette a friss fagyasztott plazma eldéllitdsat, amely elofeltétele volt a véralvadasi
faktorkoncentratumok gyartdsanak. fgy 1994-95-ben a gyartGiizem atépitése utin meg-
kezdddott a nagy tisztasagu, virusinaktivalt faktor VIII és faktor IX koncentratumok eldallitasa
a magyarorszigi hemofilids betegek ellatdsara. (A Humén Intézet azdta tobbszor tulajdonost és
nevet cserélt, volt a TEVA izraeli gyogyszergyér iizeme, Humadn Bioplazma Rt, jelenleg a
Kedrion Group-hoz tartozik.)

A humdn plazma, mint alapanyag

A humdn plazma két mddon allithat6 elo (6. abra). Az egyik esetben teljes vérvétel
torténik. A donoroktdl levett vért centrifugéldssal komponenseire bontjak, alakos elemekre €s
a plazmara. Az igy el6allitott plazma a ,,recovered” plazma.

A plarmafrakcionalas fazistermete
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6. dbra: A vérellatas €és plazmafrakcionélds kapcsolata

A plazmaferézissel elddllitott plazma a ,,source” plazma. Plazmaferézis folyaman a
donorok visszakapjdk a vér egyéb komponenseit (alakos elemek) igy kisebb a szervezetiik
megterhelése és gyakrabban ismételhetd a plazma adésa.

A plazmaderivatumok alapanyaga egyedi plazmék keveréke. Az egyedi plazmdk szam-
talan paraméterben kiilonboznek egymastdl és tartalmazhatnak olyan fert6z6 dgenseket, me-
lyek a termékkel a recipiens szervezetébe jutva fertozést €s betegséget okozhatnak. Az ilyen
atvitelek elkeriilése, a plazmaderivatumok biztonsaga napjaink legfontosabb kérdése. A humén
plazma eldallitasara és mindsitésére a WHO és Ph. Eur. €s eloirasai a meghatarozok. A biztonsag
novelése érdekében a plazmafrakciondlok olyan atfogé biztonsagi rendszert (The Integrated
Safety System) alakitottak ki, amely lefedi a gyartas teljes folyamatét a plazma elddllitastdl a
végtermék felszabaditisdig.



Az Atfog6 Biztonsigi Rendszer elemei:
* alapanyag biztonsiaga
* plazma mindsitése, verifikdldsa, pool-ok mindsitése
* hatékony virusinaktivald/eltavolitd 1épések
* végtermék ellendrzése, felszabaditasa.

A vesz€ly csokkentése érdekében mind a donorokat, mind a levett vért, illetve plazmat
szigoru vizsgdlatnak és szelekcidonak vetik ald. A véradas eldtt a donorok éltalanos orvosi és
laboratériumi vizsgédlaton vesznek részt, igy a plazma csak egészséges donoroktdl szarmazhat.
Magyarorszagon minden egyes levett vért a Vértranszfuzios Intézetek a magyar jogszabalyok-
ban is rogzitett eurdpai irdnyelveknek megfelelden ellendriznek. Az OVSZ-t61 (Orszagos Vér-
ellatd Szolgalat) atvett valamennyi plazma megfelel az aldbbi kovetelményeknek:

— HBs-antigén: negativ (A vizsgalat a B-tipust majgyulladast (hepatitis-B) okozé virus
felszini fehérjéjének (HBsAg = hepatitis B surface antigen) jelenlétét mutatja ki.)

— Anti-HIV1-2 (HIV virusok ellen termelt antitest): negativ

— Anti-HCV (hepatitis-C virus ellen termelt antitest): negativ

— Lues (szifilisz, vérbaj: TPHA = Treponema pallidum haemagglutination assay): negativ

Az emberi vérplazmabdl eldallitott készitményekkel torténd virusatvitel kockazatanak
csokkentésére a hazai és nemzetkozi eldirdsok az aldbbi feltételek egyiittes teljesiilését irjak
eld:

— a véradok fentiek szerinti orvosi vizsgélatat és a virus-antigének/ellenanyagok meghata-
rozasat,
— az alapanyag plazma feldolgozas el6tti Gjboli virusvizsgalatat, a HCV esetében NAT

(=PCR) technikaval,

— validélt virusinaktivalo, viruseltavolité 1épések alkalmazasat a gyartds sordn.

A vérbodl elddllithaté plazmakészitmények az aldbbiak:

Friss Fagyasztott Plazma (FFP)

Kaod Megnevezés Lejarati 1d0
18200 | FFP, 1 E, (-25 és - 40 °C kozott) 1év
18307 | FFP, 1 E, sejtszegény, osztott, (-25 és -40 °C kozott) 1év
18211 | FFP, gépi aferezisbdl, E, (-25 és-40 °C kozott) 1év

A friss fagyasztott plazma elddllitasa teljes vérbdl centrifugéldssal (180-290 ml/donacid)
vagy nagyobb mennyiségben plazmaferezis eljardssal (kozel 800 ml/dondcid) torténik. A
plazmat a vérvételt kovetd 24 6ran beliil gyorsfagyasztoban — 40 °C alatti hdmérsékletre fa-
gyasztjék le. Ezzel az eljarassal a plazma valamennyi alkotérésze megdrizhetd. Mind a labilis,
mind a stabil véralvadasi faktorokat tartalmazza. A készitmény megfeleloségének feltétele a
70%-nél nagyobb FVIII aktivitas. A fagyasztas sebessége nagymértékben befolydsolja a nem stabil
alvadasi faktorok kinyerését. A minél gyorsabb fagyasztas a kivanatos, ugyanis lassu fagyasztaskor
a fehérje molekuldk hosszu ideig taldlkoznak nagy sokoncentrdcidji oldattal — a fagyasztds
kezdetén a viz kifagy, a sok pedig feldisulnak — és a nagy ionerdsség kovetkeztében a fehérje
molekuldk elveszithetik aktivitdsukat, ami a kitermelést rontja. Taroldsa csakis -25 °C-ndl alacso-
nyabb homérsékleten, fagyaszté szekrényben lehetséges. Ezért nem célszerii a koérhazi



osztalyos hiitékben tarolni, mivel azok fagyaszt6 terében a hdmérséklet dltaldban csak —18 °C
koriili és ezen a hdmérsékleten a jég még folyamatosan atkristdlyosodik, ami denaturilja az
érzékeny fehérjéket.

A friss fagyasztott plazma az alapanyaga a kiilonféle gyégyszergyari plazmakészitmé-
nyeknek: alvadési faktorkoncentrdtumoknak, albumin- és immunglobulin készitményeknek.
Ezen hatéanyagokon kiviil tartalmazza a véralvadasi rendszer inhibitorait (fibrinolitikus enzi-
mek, antitrombin-III, protein C, protein S stb.), kininogént, fibronektint, protedz inhibitorokat,
Cl1-észteraz inhibitort, illetve a komplement rendszer komponenseit, valamint a vér alvadasat
megakadalyoz6 citrat tartalmu alvadasgétlot (CPD-t, vagy ACD-A-t). WHO ajédnlasa alap-
kovetelménynek a 8 6réan beliili lefagyasztast és a -20 °C alatti tarolast tekinti.

Az friss fagyasztott plazmat ABO vércsoport azonosan (esetleg ABO kompatibilisen) sza-
bad transzfundélni.

A készitmény az egyik legveszélyesebb vérkészitmény, mert a plazmat nem virusmente-
sitik. A beadasra keriild FFP egy részét az Eurdpai Uni6 egyes dllamaiban metilénkék-UV-A
vagy psoralen-UV-A kezelésnek vetik ald (az eljaras viszont csokkenti a plazma FI, FV és FVIII
aktivitasat, novelve igy a plazma felhasznélast). Az USA-ban a solvens/detergens modszert
hasznaljdk virusmentesitésre (ez az eljaras viszont a FVII, vWF, PS, antiplazmin aktivitast
csokkenti). Mivel a koltségek a nem kezelt FFP-hez képest kozel kétszeresek, ezen orszagokban
sem minden FFP virusinaktivélt. A kezeletlen FFP-t viszont karanténban tartjdk, és csak akkor
keriil sor terdpids felhaszndldsara, ha a donor Gjra vért ad és ennek a dondcidnak a virus- és
lues-szeroldgiai eredményel is negativak. Az FFP-vel potencidlisan lehetséges fert6z€s atvitel
kockazatéat csokkenthetjiik az onkéntes, térit€ésmentes véraddssal, a donorok orvosi vizsgalata-
val (0nkizaro nyilatkozat a rizikdcsoportbeli donorok esetén), a levett vérek sziirovizsgalataval
(HBV, HCV, HIV, lues), de leginkdbb az FFP indikécidjanak pontos behatarolasaval.

Krioprecipitatum

Fibrinogént, FVIII-t, Willebrand faktort, FXIII-at €s fibronektint tartalmazé plazmaké-
szitmény, melyet a FFP tovabb feldolgozdsaval allitanak el6. A FFP-t héfokprogram szerint
lassan felolvasztjdk +4 °C-os homérsékletig. Ilyen koriilmények kozott a fehérjék egy része
csapadék formdjaban oldhatatlan marad, ez a frakci6 a krioprecipitdtum.

| vérvétel |
I
| Fagyasztas: 24 éran belul-40°C ala |
L
Lassu olvasztas
(4°C)
| krioprecipitatum | | feltluszé |
- Fibrinogén
- ,hidegben oldhatatlan globulinok”
- VIII. faktor
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Nem virusinaktivalt készitmény. Alapesetben tovabbi feldolgozasra keriil, terdpidra csak
rendkiviili koriilmények kozott haszndljak, ha nem all rendelkezésre véralvadasi faktorkoncent-
ratum. FI, vWF, FVIII, FXIII hidnyokban, illetve komplex véralvadési zavarokban is hasz-
nalhat6. Adasa esetén fenndll a fertézésatvitel (virus, baktérium), allergids, nem hemolitikus
transzfizioés reakcid, FVIII ellenes ellenanyag 1étrejottének kockazata.

A kriomentes plazma feldolgozasa

Edwin Cohn (1892-1953) amerikai biokémikus nevéhez flizddik a vérplazma frakciondldsa
hideg etanolos eljarassal, melynek sordn a pH és az alkoholtartalom valtoztatasdval 1épésrol
1épésre csapjak ki az egyes frakcidkat. A csapadékképzéshez le kell csokkenteni a fehérjék old-
hat6sagat. Az oldhatésag az izoelektromos ponton minimadlis. Ezen a pH-n a molekulédk eredd
toltése nulla, igy a kozottiik hatd taszité erok megsziinnek, konnyen dsszetapadnak. Masrészrol
az oldhat6sag csokkenthetd az olddszer polaritisanak megvaltoztatdsaval. A Cohn-féle eljaras-
ban etanolt adnak a vizes kdzeghez, igy csokken az olddszer polaritdsa, ebben a poldris jellegii
fehérjék oldhatdsdga rosszabb, ezért kicsapddnak.

% v
Ethanol
40~ V o df—— e |\ 4
A
304
1n=+10
+
201 V-1
i
10+
|
L] L) T
5 6 7
pH

A pH és etanol koncentracio véltoztatasa a Cohn frakciondlas soran

A Cohn-féle eljaréds 5 {6 frakciot eredményez (I, I, III, IV, V). A kezdeti szakaszban a
Frakcio-I-et csapjak ki, ez tartalmazza a F-VIII véralvadasi faktort, ami a velesziiletett A tipusu
vérzékenység kezeléséhez sziikséges. Ha viszont a technoldgia a krioprecipititum levalasz-
tasaval indul, akkor a F-VIII a kriocsapadékba keriil, igy az elsé Cohn csapadék ezt mar nem
tartalmazza.
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PLAZMAOLVASZTAS |—> Krit csapadék
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Kric mentes plazma pool
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96 %-05 EYOH _'1 {

EtOH allitds & %-ra
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pH dllitds 7,2; kevertetés

!

Szepardlas

A Cohn frakciondlés els 1épése

A kriocsapadék feliiliszjabol is végrehajthaté a Cohn frakciondlds, a hideg etanolos
eljaras:

Vérplazma Feheérjék
8% EtOH, 7,2 pH, -3 °C l
h
Frakcio | Fibrinogén, Faktor VI, Fibronectin
25 % EtOH, 6,9 pH, -5°C N |
Frakcio lI-11 | 1gG, IgA, IgM, Faktor I, VI, IX, X,
globulinok
18->40 % EtOH, 5,2->5,8 pH
Frakcio IV-1/IV-4 a- és B-globulinok, AT-lI, transferrin
40% EtOH, 4,8 pH
Frakcio V. Albumin (a- és B-globulinok)

A Cohn frakciondlds 1épései €s termékei

A Frakci6-1 elvalasztasa utdan a Frakci6 II és 1II egyszerre vélik ki. Ezt a csapadékot
visszaoldva két 1épésben kapjak a II €s III csapadék frakcidkat. A TI+III csapadék feliiluszgjabol
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harom Iépésben valasztjak le elobb a IV/I csapadékot (melléktermék) majd a IV/4 frakciot,
végiil az V frakci6 az Osszes fehérje kb. kétharmadat kitevo albumin.

A frakcionalas eredményeképpen a kovetkezd termékcsoportokat allitjdk elo:

Albumin

A gybgyszergyarakban nagy plazmapoolokbdl éllitjak eld. Tisztitott, nagy fehérje tartal-
mu (az 0sszfehérje 95 %-a albumin) készitmény, virusfertézés szempontjabdl biztonsagos, mi-
vel kettos, kombinalt (fizikai és kémiai) virusinaktivalason esik at (a modszereket 1d. késobb).

5 %-os, izoonkotikus €s 20 %-os, hiperonkotikus albumin oldat keriil eldéllitasra. (On-
kotikus nyomads = a fehérjék kolloid ozmotikus nyomasa.) Az albumin vizk6to kapacitdsa nagy
(1 g albumin 18 ml vizet kot) és a tartézkoddasi ideje a vérben viszonylag hosszu (4 6ra). Az
elvesztett vértérfogat pétlasara alkalmas. A volumennoveld hatds kb. 48 6rdig tart. A kolloid
ozmoOzis nyomas 80 %-at visszaallitja.

Akut vérvesztés terdpidjanak részeként, egyebek mellett 5 %-os humén albumin adhato.
Egésbetegségben az elsd négy napban a plazma albumin tartalménak kb. 2-szerese vész el a
sebeken keresztiil. Ilyen esetekben mielébb 20 %-os albumin addsa sziikséges, bevitele infizid
form4jaban torténik.

Immunglobulinok

Az immunglobulin készitmények nagyszamu, tobb ezer donor plazmajabdl (plazmapool)
eldallitott, fokomponensként antitesteket (immunglobulinokat) tartalmazé virusmentesitett ké-
szitmények. Passziv immunizdldssal erdsitik fel a szervezet védekezését a fertozések ellen. A
készitményben 1év0 antitestek specifitdsa alapjan lehetnek polivalens és monovalens immun-
globulin készitmények.

a.) A polivalens immunglobulin készitmények az adott népességben eléfordulé gyakori
koérokozdk (virus-, baktérium antigének) ellen tartalmaznak sokféle ellenanyagot. Beaddsuk
intramuszkuldrisan (= izomba), illetve a tisztitott készitményeké intravéndsan (intravénds im-
munglobulin, = IVIG terdpia) torténhet. Hatasa nem specifikus, nem dnmagéaban, hanem mas
kiegészitd kezelésekkel egyiitt hatdsos. IVIG kezelésre alkalmazhaté magyar polivalens (sok-
féle baktérium és virus ellen hatékony), virusmentesitett immunglobulin készitmény, a Huma-
globin (5 %-os immunglobulin készitmény). A fehérjetartalom legalabb 95 %-a immunglobu-
lin, melynek legalabb 99 %-a IgG. Ezen beliil valamennyi IgG alosztalyt tartalmazza.

b.) A monovalens (specifikusan egyféle fert6zé dgenssel szemben hatékony) immunglo-
bulin készitmények eldéllitasa felépiil betegektdl, vagy immunizélt donoroktdl plazmaferézis-
sel nyert plazmabdl torténik. A tisztitott készitmények intravéndsan is alkalmazhatdk, a kevésbé
tisztitottak beaddsa csak intramuszkuldrisan torténhet. Példdul a tetanusz ellenanyagot
tartalmazé monovalens immunglobulin készitmény (TETIG) akkor alkalmazhatd, ha a sériilt
beteg nem részesiilt aktiv tetanusz immunizéacidban. A hepatitis B virus elleni antitestet tartal-
maz6 immunglobulin (Hepatect, gyart: Biotest) hepatitis B virussal torténd kontaminaciot
kovetd 72 6ran beliil alkalmazhaté.

Véralvadasi faktorkoncentratumok

Ezek targyaldsdhoz eldbb célszerli 4ttekinteni az emberi szervezet véralvadasi, védelmi me-
chanizmusat.
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A szervezet érpalydi sériillékenyek. Mechanikai traumdk kovetkeztében a megnyilt ere-
ken keresztiil vérvesztés kovetkezik be. Az él6lény ezeket a traumdkat csak abban az esetben
élheti tdl, ha az érsériilést kovetd vérzést csillapitani képes. Az erek sériilését kovetden a vérzés
megsziintetése harom fizisban megy végbe:

1. Helyi érreakcidk: a sériilt erek 6sszehuzddassal reagédlnak az érfal simaizmok kozvetlen
reakcidjaként. Ez a folyamat csak rovid ideig tart.

2. Trombocitdk miikodése: a trombocitdk aktivalédnak, majd aggregalédnak. Ennek ha-
tasara alakul ki az érsériilés helyéhez tapad6 trombocitadugd, amely elzérja a sériilt eret.

3. Véralvadas vagy koagulacio: Ebben a kaszkadfolyamatban a vérplazmaban oldott al-
lapotban 1év6 fibrinogénbdl egy oldhatatlan, stabil fibrinhdlé lesz, amely a trombocitakkal
egyiitt dugot képez.

A harom fazis idOben édtfedi egymadst. Az alvadds befejezddése, a biztonsadgos zards utan
indul meg lassan az eredeti allapot helyredllitasa, az alvadék feloldodasa, aminek végeredmé-
nye — kedvezd esetben — az érlumen helyredllitdsa, a rekanaliz4cio.

A vérzéscsillapitas kétéli fegyver, nemcsak hidnya, de tdlmikodése is veszélyezteti az
életet. Ha az eredetileg nagyon pontosan kiegyensulyozott rendszer egyik tagja hianyzik, akkor
— a hidnyz6 tag miikodésének megfeleléen — vagy koéros vérzékenység, vagy ennek az ellentéte,
koros vérrogképzodés, trombdzis allapota 1€p fel.

faktorhiany

VERZEKENYSEG TROMBOZISVESZELY

Egyensuly a véralvadasi faktorok és inhibitorok kozott

A véralvadésban szerepld fehérjék nagy részét a mdj — vagy a mdj is — szintetizdlja. Az
elsoként felfedezett faktorok, a fibrinogén/fibrin és a protrombin/trombin elnevezése altalano-
san elfogadotta valt. A késObbiekben felismert faktorok elnevezését az Egészségiigyi Vilag-
szervezet egységesitette. A faktorokat rémai szamokkal, az aktivalt faktort ,,a” toldalékkal je-
16lik.

A fibrinhdlé megjelenése tobblépcsds reakcidsorozat végeredménye. Az egyes 1€pé-
sekben egy-egy proenzim (alvadasi faktor) aktiv enzimmé alakul at. Az aktiv enzimek —a VIIIa
és a Xllla faktor kivételével — szerin protedzok. Valamennyi protedznak nagyon sziik a
szubsztratspecifitisa, csak meghatdrozott fehérjék (egy vagy tobb alvadasi faktor) meghatéro-
zott peptidkotéseit hasitjak: az aktivalt alvaddsi enzim egy tovabbi proenzim peptidkdtésének
hasitasdval alakitja ki a kovetkezd aktiv enzimet. Minthogy az egymast kdvetd proenzimek
koncentracidja a vérben egyre magasabb, az eredetileg lassan indul6 folyamat egyre jobban
felgyorsul. A gyorsul6 folyamatot ,,alvadasi kaszkad” (kaszkdd = 1épcsdzetes vizesés) néven
emlitik.

Az alvadasi folyamat sajatossdagai koz¢€ tartozik, hogy néhdny proenzim nagyon lassan
ugyan, de spontdn is aktivalédik. Aktiv alvadasi faktorok ezért rendszeresen taldlhatok a vér-
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plazmdban, de nagyon kis mennyiségiik, valamint az azokat semlegesitd0 mechanizmusok ko-
vetkeztében sériilés nélkiil nem inditanak meg alvaddst. A keringésben jelen 1évd aktiv proted-
zok viszont sériilés esetén helyben segitik eld a tovabbi enzimaktivalast.

A sériilés helyén az alvadasi folyamatot a vér és a sériilt szovet taldlkozasa inditja meg.
Az in situ alvadashoz vezetd 1épések az extrinsic, kiils6 inditasu 1t elnevezést kaptak:

A szoveti sériilések, sebészeti beavatkozasok alkalmaval a vér kozvetleniil érintkezik az
endothelium (=az érfal belso rétege) sériilése kovetkeztében hozzaférhetové valé anyagokkal.
A véralvadési kaszkad extrinsic Utjat a szoveti sejtekben taldlhaté egyik membrinprotein, a
szoveti faktor (III), valamint a vérplazma VIla faktora egymdésra hatdsa inditja meg. A VIla
faktor az inaktiv VII faktorbdl a vérplazmdban nyomnyi mennyiségben jelen 1év6 (spontdn ak-
tivalodott) Xa faktor hatasara keletkezik. A VIIa onalléan rendkiviil kevéssé hatasos, kelet-
kezésének kovetkezménye nincs. A sebzett feliileten a VIla a hozzaférhetdvé valt szoveti fak-
torhoz kotddik. Az igy kialakult komplex mar aktiv; a komplex tovabbi VII. faktor molekuldkat
aktival VIla-va, és ettdl kezdve jelentds sebességgel alakul ki a szoveti faktor-VIla-komplex.
A folyamat autokatalitikus, Oonmagat gyorsitja, katalizdtora maga a reakciéban keletkezett
termék. A szoveti faktor-VIla-komplex kozvetleniil, egyetlen 1épésben is 4talakithatja a X.
faktort Xa faktorrd, de az atalakuldsnak egy mésik utja is van.

Az intrinsic, bels0 indit4su a folyamatban csak a vér sajat anyagai szerepelnek, kiilso té-
nyezOk - mint az extrinsic uton a szoveti faktor - nem. Az érfal sériilésénél a vér alvaddsat a
kotészoveti kollagénnel vald érintkezés inditja meg. A reakcidsorozat sordn ugyanugy Xa fak-
tor keletkezik, mint az extrinsic Gton, de tobb 1€pésben és mas faktorok kdzremiikodésével. A

- B. Blood clotting

1 Exogenous activation 2 Endogenous activation

(tissue injury) (contact with collagen)
Contact phase

G im HMK KK €<— PKK

| O]

Xl ——> Xlia

|

PL-Ca?*-Vlla
I Xla «<— Xl
PL  Phospholipids X IXa «—— IX

(mainly PLT factor 3)

Zymogen
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Complex
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folyamat a kontakt fazissal kezdddik. E fazisban a kollagén, a vérplazma fehérjéi koziil két
proenzim (a XII. faktor €s egy sokfunkcios proenzim, a prekallikrein), tovabba egy vivofehérje,
a nagy molekuldju kininogén szerepel. A kontakt fazis meginduldsakor a plazmatényezdk a
feliileten talalkoznak. A XII. faktor az feliileten aktivalodik, és ezzel egy autokatalitikus akti-
valasi folyamat veszi kezdetét. A kialakult XIIa a kininogénnel egyiitt adszorbealt prekallikre-
int, a keletkezett kallikrein pedig ujabb XII. molekuldkat alakit 4t XIla-vd. A XIla-nak masik
szubsztratja az ugyancsak a kininogénhez adszorbedlt XI. faktor, amelyet XIa-va aktival. A
kialakult XIa kozvetleniil aktivélja a IX. faktort IXa-v4d. Az IXa pedig alternativ médon ak-
tivalja a X. faktort. Ez az alternativ Ut tobb tényezodt igényel, mint az eldbb leirt. Mind a [Xa,
mind a X. faktor Ca** jelenlétében az aktivalt trombocitdk foszfolipid (PL) membranfeliiletéhez
kotédik. Egy regulédtorfehérje, a VIIla faktor biztositja az enzim €s szubsztratja megfeleld tér-
beli elrendezddését. A kialakulé aktivator-komplex (tendz komplex) tehdt a [Xa, a VIlla,
faktorokbdl, a trombocita foszfolipidbdl és Ca** ionokbdl 4ll, amihez szubsztratként kapcsol6-
dik a X faktor. (A kémcsdbe levett vér megalvadasa is az extrinsic titon megy végbe. A kém-
csobe levett vér alvadasat a kollagén helyett az iiveg negativ toltésu feliilete véltja ki. Ha azon-
ban a kémcsO belso feliiletét néhany mikronos vastagsdgu szilikon réteggel vonjuk be, az
alvadds nem indul meg. Ennek oka, hogy a szilikonok feliilete hidroféb, a vér alkotéi csak ne-
hezen, vagy egyaltalan nem tudnak megtapadni rajta.)

A kialakult Xa faktor alakitja at protrombint trombinna (II - I1a). Az 4talakulés résztvevoi
szintén aktivator komplexet képeznek, ez azonban kiilonbozik az elézdekben emlitett tenaz
komplextdl. Ebben az Osszedllitisban az aktiv enzim a Xa, a szubsztrat a protrombin; a re-
guldtorfehérje, ami az enzim-szubsztrat megfeleld elrendezését biztositja, az Va faktor. Az ak-
tivator komplex Ca>* jelenlétében ez esetben is a trombocita-membran foszfolipid feliiletén
alakul ki. A l1étrehozott trombin a fibrinogénbdl kisebb ionos peptideket hasit le, ezaltal jonnek
létre a reakcioképes fibrin monomerek. Ezek linedris kotegekbe rendezddve rogziilnek egy-
mashoz. A mdsodik 1épés a fibrin szdlak térhaldsitiasa keresztkotések kialakitdsaval. Az aktiv
trombin proteolizissel aktivélja az inaktiv XIII (Laki-Loérand) faktort, és a XIlla az egyes fibrin
szélak kozott stabil kovalens kotést hoz 1étre, fibrinhdl6v4 térhaldsitja a linedris polimereket.

Charged groups that
prevent aggregation

- e

“v”‘, ] |
Fibrinogen

molecule
Yy ‘.

—

Fibrin polymer

A trombinnak ezen kiviil szerepe van a reguldtorfehérjék aktivdlasaban: Mind a VIIL.,
mind az V. csak eldzetes aktivalast kovetden vesz részt a megfeleld aktivator-komplex kialaki-
tasdban; mindkettd aktivdldsaban a trombin szerepel. Az 4talakitast kezdetben a vérplazméban
nyomnyi mennyiségben jelen 1évo trombin végzi, és a tovabbiakban az alvadési folyamatban
keletkezd trombin és a Xa faktor folytatja.
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A tobblépcsds, konszekutiv folyamat bioldgiai erdsitoként miikodik. Egy paranyi kis
valtozasbol a folyamat végére komoly anyagmennyiségek atalakuldsa kovetkezik be. Ezt jol
szemlélteti a folyamat elején, kozepén és végén miikodod fehérjék normélis koncentracidja a
vérben:

XI1I faktor - 10 ppb
!

IX faktor - 3-5000 ppb
!

Fibrinogén - 4.000.000 ppb

Ez annak koszonhetd, hogy a faktorok (nagyrészt) enzimek, és egy enzim molekula sok
szubsztrat molekulat képes rovid 1d0 alatt atalakitani.

E rendkiviil 6sszetett, hosszu evolicids folyamatban kialakult rendszerben egyetlen elem
hibdja vagy hiadnya is életveszélyes allapotot idézhet el6 (vérzékenység <> trombodzisveszély).
A faktorhidny felismerése révén megnyilik a lehetdség, hogy a hidnyzé molekula bevitelével
helyreallitsuk a rendszer normdlis miikodését és elharithassuk a veszélyeket. A kérdéses
fehérjék eldallitasara két ut adodik:

» Izolalas donorok vérplazm4jabol
» Elédllitas rekombindns fehérjeként fermentacios tton
Ebben a fejezetben az els6 gyartdsi modszerrel foglalkozunk.

A plazmabdl (FFP) virusinaktivélt véralvadasi faktorkészitményeket édllitanak eld. Ezek
intravéndsan alkalmazhat6, specidlis vérzéscsillapitd, tisztitott, liofilizalt szerek, melyeknek
faktoraktivitdsa az FFP-vel szemben magas €és pontosan ismert. Virusbiztonsaguk egyrészt a
donorok szlirésén, masrészt a végtermék virusinaktivalasan (kettds: fizikai + kémiai modszerek
a burkos és nem burkos virusok ellen) és PCR moddszeri végtermék ellendrzésen alapul. He-
mofilia esetén a készitmények adagoldsa a faktorhiany mértékétdl, a vérzés helyétdl és kiterje-
désétdl fiigg.

A faktorok koziil legnagyobb piaci stulya a F-VIII-nak és F-IX-nek van. Ezek képzodé-
sének velesziiletett hidnya (hemofilia A és B) dllandd, élethosszig tarté rendszeres adagolast
tesz sziikségessé. Vérzékeny betegek kezelésére alkalmazhat6é véralvadasi faktorkoncentratu-
mok:

F-VIII koncentrdtumok:

Humafaktor 8

(Humén Bioplazma, G6do116)

Haemoctin SDH (Biotest)
Hemofil M (Baxter)
Immunate (Baxter)
Haemate P (Behring)

F-IX koncentrdtumok:
Humafaktor 9
Immunine

(Humén Bioplazma, G6dol116)
(Baxter)

Tobbkomponensti készitmények:
Prothromplex Total/STIM : FII, FVII, FIX, FX (Immuno)

Prothromplex TIM: FII, FIX, FX (Immuno)
Beriplex (Behring)
FEIBA VH (Baxter)
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Egyéb faktorkoncentrdtumok:

FI: Haemocomplettan (Behring)
FXI: Hemoleven (LFB) (hazdnkban nem 4ll rendelkezésre)
FXIII: Fibrogammin (Behring)

A F-IX ES ELOALLITASA VERPLAZMABOL

A véralvadasi kaszkad egyik tagja a faktor IX fehérje, amelyre a véralvadas folyamata-
hoz minden embernek sziiksége van. Orokletes hianya a B tipusi hemofilia betegség, ami a
IX-es faktor teljes, vagy részleges hidnyat jelenti. Kezelésére nagy tisztasagu IX-es véralvada-
si faktort kell adagolni a paciensnek — ennek gyartdsat targyaljuk esettanulméanyként.

A IX-es véralvadasi faktor sok vérfehérjéhez hasonl6an a majban szintetizal6dik, egylan-
cu glikoprotein, molekulastlya 56 000 D. Normdl koncentracidja a plazméban 3-5 pg/ml.

A IX-es faktor 415 aminosavbdl all, az aminosavak sorrendje ismert. A fehérje kb. 20%
szénhidratot tartalmaz. A fehérje tobb jol elkiilonithetd szakaszbdl, doménbdl 4ll. Biokémiai
aktivitdsdra nézve ez egy tripszin tipusu szerin protedz, funkciondlis része a C termindlison
talalhato tripszin domén. Az N-terminalison elhelyezkedd Gla-domén egyéb aminosavak mel-
lett 12 y-karboxi-glutaminsav (Gla) egységet tartalmaz. A Gla gyokok intramolekuldris kalci-
um-hidakat képeznek, amelyek nélkiilozhetetlenek a fehérje konforméacioé kialakulasédhoz és a
membranfelszinekhez val6 kotédéshez. A két EGF (Epidermal Growth Factor) doménen egy
masik szokatlan aminosav, hidroxi-aszparaginsav talalhatd. A véralvadasban szerepet jatszo II-
es, VII-es és IX-es véralvadasi faktor, valamint a gatlé C és S protein homoldg szerkezetliek.
Felépitésiikben kozos a 45 aminosavbdl all6 N-terminalis Gla-domén.

N GLA EGF [ EGF Trypsin C

A plazmafehérjék ezen csoportjanak teljes szintéziséhez K-vitaminra van sziikség, ezért
nevezik ezeket K-vitamin fiiggo fehérjéknek. A Gla doménben a glutaminsav gyokoket a korai
transzlacié sordn egy K-vitamin fiiggd specidlis enzim gamma-karboxilezi. K-vitamin-hi-
anyban ennek elmaraddsa miatt alvadasi zavar kovetkezik be. A K-vitamin zsirban old6dé vi-
tamin, felszivasdhoz epesavas sok jelenlétére van sziikség: ha az epetermelés zavart, vagy az
epesavas soknak a bélbe tiriilése akadalyozott, felszivodasi K-vitamin-hidny jon 1étre.
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A IX-es faktor alapallapotban az egyik legstabilabb véralvadasi faktor. Féléletideje a vér-
keringésben 18-24 6ra. In vitro a normdl plazma kdzegében vagy koncentralt terdpids szer for-
madjaban szobahdmérsékleten orakig megtartja aktivitasat. Ez a fehérje is el6anyag (proenzim,
zimogén) formdban képzddik, csak akkor aktivalddik, ha beindul a véralvadas. Aktivalasa
szelektiv proteolizissel torténik, a XI faktor kihasit beldle egy kis peptidet. A fehérje kettévalik
egy konnyli és egy nehéz ldncra, amelyeket
egy diszulfid kotés tart ossze. Ez az aktivalt 145-146
forma pH 7 és 9 kozott viszonylag stabil, de 3
redukdlé kozegben, példaul ditiotreitol
hatasara a diszulfid-kotés felbomlik, amitol
az enzim elveszti az aktivitdsat.

180-181

_Factor IX

) l Factor XI
A hemofilia-B betegség

A IX-es faktort nevezik Christmas fak-
tornak, valamint antihemofilias faktor-B-nek s-8 +
is. Utobbi elnevezések a faktor részleges
vagy teljes hidnya esetén kialakul6 betegség-
re utalnak. A IX-es faktor a normdl plazma-
ban viszonylag dllandé mennyiségben van
jelen. A normdl populédcié nagy részében a IX-es faktor szintje az 4tlagos szint 80-120%-a.
Hianya vérzékenységi hajlamot okoz, a betegség neve hemofilia B, vagy Christmas betegség.
A B betli a IX faktor hidnyara utal. (A hemofilia A a VIII-as faktor hianyat jelenti.) A klinikai
tiinetek visszatiikrozik a faktor koncentraciéjat. Stlyos hemofilia esetén a plazma véralvadasi
IX faktor tartalma kevesebb, mint 1%-a a normélisnak, kozepesen stlyos esetben 1-4%-a, mig
enyhe hemofilia esetén 5-25%-a.

A hemofilia B nemhez kototten 6roklddo betegség. A IX-es faktor szintéziséért felelOs
gén, mely hemofilia B esetén hibds, az X (ndi) kromoszoman helyezkedik el. A B tipusu he-
mofilia recessziv jellegli, tehat a betegség nem expresszdlddik, ha a normalis allél is jelen van.
Emiatt a hemofilia B csak férfiakat betegit meg, egy hemofilids férfinak egy hibas X és egy
egészséges Y kromoszomdja van. Ha egy hemofilids férfinak és egy két normal X kromoszo-
maval rendelkezd ndnek utddai sziiletnek, minden lanyuk hemofilia hordoz6 lesz (6k egy hibas
X kromoszomat 6rokolnek az apatdl és egy egészséges X kromoszémat az anyétdl), mig a fiaik
egy Y kromoszémét orokolnek az apatol és egy egészséges X kromoszémat az anyatdl igy a
betegséget nem is Orokitik tovabb. Tehat egy hemofilids férfi gyerekei koziil a fitdk 100 %-os
biztonsaggal egészségesek, mig a lanyok 100%-os biztonsaggal hemofilia hordozék. A hordozé
noknél altalaban nincsenek vérzékenységi tiinetek, de lehetnek hemofilids fiigyermekeik. Ha
egy hemofilia hordoz6 ndnek - akinek tehat egy beteg €s egy egészséges X kromoszomaja van
— és egy egészséges férfinak gyermekei sziiletnek, a fiaik 50-50%-ban egészségesek vagy
hemofilidsak, a lanyaik pedig ugyanilyen ardnyban hordozok, vagy nem hordozok.

Ritkan, az tgynevezett sporadikus esetekben, amikor egy 1j mutaci6 fellépése okozza a
betegséget, a hemofilidnak nincs csaladi torténete.

Factor IXa
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Inheritance of Hemophilia
“Carrier” Mother and Father Without Hemophilia

Inheritance of Hemophilia
Father With Hemophilia and Mother Who Is Not a Carrier

Parents ' Parents
Father Mother
(without (carrier for Father Mother
hemophilia) hemophilia gene) (with hemophilia) (not a carrier)
XY XX XY XX
Son Daughter Son Daughter @ {}
(without (carier for (has (doesnotcary | Son  Daughter Son  Daughter
hemophilia)  hemophiliagene) hemophilia)  hemophiia gene)|{(Without hemophilia)  (carrier) (Without hemophilia)  (carrier)
XY XX XY XX XY XX XY XX
Children Children

A genetikai eredetli vérzékenység oroklodése

A betegség kezelése intravénds plazma, vagy I[X-es faktorban gazdag plazmafehérje
koncentratum transzfiziéjaval torténik. Alternativa a faktor elddllitdsa rekombindns fehérje-
ként is. Ma mar a biotechnoldgiai uton eldallitott rekombinans faktor IX prepardtum szdmot-

tevé mennyiségben van jelen a piacon.

Izolalas vérplazmébol

A Humafactor-9-et egészséges donorok HBsAg-, anti-HCV, anti-HIV-1- és anti-HIV-2-
negativ plazmdjabol nyerik. A gyartasra csak akkor keriilhet sor, ha a poolbdl vett minta a vi-

rusvizsgalatokkal negativ eredményt ad.
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A gyartas egy 1500 literes plazmapoolbdl indul, egy félig zart rendszerben zajld, hosszu
folyamat, amelynek els6 1épése a felszabaditott (= a vizsgdlatok alapjan felhaszndlhaténak mi-
nositett) fagyasztott plazma olvasztisaval kezdddik. Ha a megfagyasztott vérplazmat lassan
melegitik fel +4°C-ra, akkor a plazmafehérje frakcio egy része csapadék alakjaban marad, ez
az un. ,krioprecipitatum”. A csapadékot centrifugdldssal valasztjak el. A kilences faktor a
kriocsapadék feliiluszojdban taldlhatd, sok mas fehérjével egyiitt. A feladat tiszta IX-es faktor
izolélasa, azaz a jelen 1évo egyéb fehérjék elvalasztasa. Ezek bioldgiailag aktiv és akar gydgy-
szerként is haszndlhat6 értékes anyagok, amelyeket nem lenne helyes szennyezésnek nevezni,
viszont ebben a készitményben feleslegesek, sot karosak is lehetnek.

{

Lassu olvasztas

P (4°C)
| krioprecipitatum | | feltiluszo |
FIl, VI, 1X, X,
Protein S, C

| Humafactor 9 |

Az els6 1épés egy gélkromatografia, ami a molekuldkat méretkiilonbségiik alapjan va-
lasztja el. Ennek egy frakcidjat viszik tovabb ioncsere kromatografiara. A DEAE-Sephadex A50
oszloprdl a [I-es, VII-es, [X-es, X-es faktorok egyiitt eludlédnak, és ez a frakcié még protein C-t,
protein S-t is tartalmaz. Ezek egyiittesét nevezik Protrombin Komplex Koncentratumnak (PCC).
A kovetkezokben a II, VII, X faktorokat és ezek aktivalt formdit tavolitjdk el. A megfeleléen
ellendrzott tisztitdsnak azért van nagy jelentdsége, mivel a maradék faktorok és azok aktivalt
formadinak jelenléte nem eléggé koriiltekint6 alkalmazds esetén tromboembdlids szovodmények
kialakuldsahoz vezethet. E faktorok szintje a B hemofilidsok vérében normadlis, és ha a [X-es
faktor készitménnyel egyiitt a ezekbdl tovabbi mennyiséget juttatunk be, akkor az a normélis
folé emeli az alvaddsi faktorok koncentracigjat, ami fokozza alvaddsi hajlamot és
vérrogképzddéshez vezethet.

Stabilizdl6 anyagok hozzdaddsa utan keriil sor a virusmentesitésre. A célzott virusszam-
csokkentd eljards (10 6ras hokezelés 60 °C-on) a lipid burok nélkiili és lipid burokkal rendel-
kezd virusok széles csoportjara egyarant hatékony. A gyartasi technoldgia egyes 1épéseinek
virusszam csokkentd hatdsat validacids vizsgédlatokkal bizonyitottak.

Ezt kovetden tobb fehérje kicsapasi 1€pés kovetkezik, amelyek célja a szennyezd kompo-
nensek eltavolitasa a IX-es faktor melldl. A csapadékot lecentrifugaljdk, majd a feliiliszot ultraszii-
rd berendezésen diaszilirik €s koncentrdljak. Az oldat méar csak két 6 komponest, [X-es és X-es
faktort tartalmaz. Ezek elvdlasztdsa affinkromatografidaval torténik. A Na-heparin Fractogel
tolteten a IX-es faktor szelektiven és nagy affinitdssal megkotddik, a X-es faktor viszont nem, igy a
mosé pufferrel tdvozik az oszloprdl.
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feliluszo Heparin fractogél
l kromatogratia.
1oncsere, I
DEAE-Sephadex, o
stabilizalas ultrasziirés,
dializis,

l toltés
hokezelés, l
kicsapasi

leépések liofilizalas

!

ultrasziirés, X
dializis Humatactor 9
!

Affinkromatografia sordn az aktiv célmolekula kotédik a tolteten rogzitett ligandumhoz.
A IX-es faktor gydrtasi folyamataban haszndlt gél ligandként heparint tartalmaz. A kotés sordn
a gélen 1évo heparin magahoz koti a IX-es faktort, a célterméket. A heparin egy linedris és sok
szulfatcsoportot tartalmazé gliik6z-aminoglikdn, melynek antikoaguldns (véralvadasgatlo)
tulajdonsagai vannak. Alaplancdban D-gliikkézamin és D-gliikuronsav kapcsolddik egymashoz
1-4 glikozidos kotésekkel. Sok hidroxil- és amino csoportja szulfondlt. Kis mennyiségben
egyéb cukrokat (galaktdz, xil6z) és aminosavakat (pl. szerint) is tartalmaz. A kotott heparint
széles korben alkalmazzdk a bioldgiai anyagok affinkromatografias tisztitdsahoz. A folyamat-
ban hiaromféle puffert haszndlnak, egy kotd, egy mosé és egy eludld puffert. Az eliciondl a
puffer ionerdségét, vagyis sokoncentracigjat novelik. Ebben a 1épésben citrat puffert (pH=7,4)
haszndlnak, amit ki lehet egésziteni argininnel a IX-es faktor aktivitdsdnak megorzése érdeké-
ben. Stabilizatorként heparint, antitrombint, illetve egyéb segédanyagokat, pl. a mésik bazikus
aminosavat, lizint is lehet hasznalni.

Az eliciot kovetden a IX-es faktor hatdanyagot tartalmazé oldatban ultrasziird berendezésben
diasziiréssel lecserélik a puffert, majd bekoncentrdljak. A hatéanyag tartalom alapjén bedllitjdk a
kivént végso koncentriciot. Mikrobioldgiai tartdsitdszer nem alkalmazhat6. A fajlagos aktivitds
— a stabilizalo fehérje esetleges hozzdaddsa elott — legaldbb 50 NE IX. faktor az 0sszes fehérje
1 mg-jara szamitva.
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Heparinhoz kotddik a IX-es faktor

Szennyezdk kimoshatok mellble

IX-es faktor elualasa pH7,4-es citrat pufferrel (+ Arg az aktivitas megébrzésehez)

IX. faktor oldataba adnak meg: heparint (antikoagulans), antitrombint, lizint
(stabilizator), mikrobiologiai tartésitoszert viszont nem

fajlagos aktivitas legalabb 50 NE/mg dsszfehérje

sterilszlrés

Aszeptikus toltés

liofilizalas

Humafactor 9

Az oldatot baktériumszirdn bocsatjdk at, majd aszeptikusan letoltik a végsé kiszerelésbe
(ampulldzzdk), majd azonnal lefagyasztjak. Ezutan fagyasztva szaritjak (liofilizaljak) és az
ampulldkat vdkuumban vagy inert gaz alatt zarjak le. A hatéanyagot nagy tisztasagban tartal-
maz6 termék Humafactor-9 néven keriil forgalomba. A Humafactor-9 faktorkoncentratum
intravéndsan alkalmazhat6 vérzéscsillapito szer hemofilia-B kezelésére

A terméket a kovetkez0 analitikai vizsgélatokkal mindsitik:
— aIX. faktor tartalmi meghatdrozasa,
- az aktivalt véralvadasi faktorok meghatdrozasa,
— all., VIL és X. faktorok aktivitisdnak meghatarozasa; ezek aktivitdsa bizonyitottan nem
lehet tobb, mint a IX. faktor aktivitasanak 5%-

& készitmény hatdanyaga: plazma eredetil human 13 wéralvadas faltor
Humafactor-9 hofilizatum 300 NE a00 ME 1200 NE
Jzszfehére tartalom 25 -3500 mg 25-100 mg 50-20,0 mg
[X-es faldor aldiitas 300 NE Al NE 1200 MNE
Matrium-heparin IWlax 62,5 NE Max 125 NE Max 250 NE
Humén Anttrombin 111 0.25-07 HE 05-15 NE 1-3 NE
leoncentratium
Olddzzer:

Ityekeidhoz vald wiz 25 tml 5,0 ml 10,0 tml
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