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A taldlmdny virusinaktivalt vérkészitményre, az e ké-
szitmény eléallitasdra szolgdl6 eljardsra, valamint egy
inakiivdlé kezelés virusinaktivalé kapacitdsdnak a
meghatdrozasara szolgdls eljirdsra vonatkozik.

Vérkészitmények alatt olyan emberi vagy llati vér-,
illetve plazmaeredeti termékeket értiink, amelyeket tera-
pids, profilaktikus vagy diagnosztikus alkalmazésra sz4-
nunk. Az ilyen termékek enzimeket, proenzimeket, bele-
értve az alvadési faktorokat, tovabb4 enzim-kofaktoro-
kat, enzim inhibitorokat, immunglobulinokat, albumint,
plazminogént, fibrinogént, fibronektint vagy plazmét tar-
talmazhatnak.

A vérkészitmények alkalmazisa fertézési kockdza-
tot rejt magdban, a véradé plazméjdban esetleg jelenlé-
v6 fert6z8 anyagok, igy a hepatitis vagy AIDS virus
miatt. Még ha kizérélag olyan plazma kertil is feldol-
gozdsra, amelynek a vizsgdlata azt mutatta, hogy ezen
fert6z5 anyagoktSl mentes, a vizsgélati médszerek kor-
latozott érzékenysége miatt ném lehet kizérni a bete-
geknél a fert6zési veszélyl. A vérkészitmények elGalli-
tdsa sordn arra kényszeriilnek, hogy az esetleg jelenlé-
v8 fertdz6 anyagokat kiilonbsz6 mdveletekkel inakti-
viljak.

A vérkészitményekben 16vS kérokozok inaktivals-
sdval b&séges szakirodalom foglalkozik.

Akiilonboz6 eljardsok az alibbi m6dszereket tartal-
mazzik:

vérkészitmények hevitése vizes oldatban, adott
esetben virucid anyagok hozzdaddsdval,

vérkészitmények hevitése vizes oldatban, stabiliz4-
torok jelenlétében,

vérkészitmények kezelése szerves oldészerekkel
€s/vagy detergensekkel,

vérkészitmények hevitése szdraz vagy nedves 4lla-
potban,

vérkészitmények kombinalt kezelése szerves oldg-
szer/detergens haszn4latival és a vérkészitmények he-
vitése szdraz dllapotban.

Az Osszes inaktivdls eljardssal arra torekednek,
hogy a készitmények potencislis fert6z6képességét
megsziintessék biolégiai aktivitdsuk messzemens meg-
tartisa mellett. Ezt a célt eddig azonban csak albumin
készitmények esetén Ichetett elérni, mégpedig gy,
hogy a vizes albuminoldatokat 10 6rén 4t 60 °C hémér-
sékleten hevitették, minthogy az albumin Iényegesen
stabilabb hébehatdssal szemben, mint az Ssszes t5bbi
vér-protein.

A technika mai 4lldsdt illetGen példdul az alsbbi
szakirodalmi adatokat ismertetjiik.

ADE 2916 711 szdmon kozzétett szabadalmi beje-
lentés eljérdst ir le véralvadasi faktorokat tartalmazé
készitmények vizes oldatban valé kezelésére 30—
100 °C hémérséklet alkalmazdsgval, amikor is a véral-
vadasi faktorok oldatshoz egy aminosavat vagy egy
mono- vagy oligoszacharidot vagy cukoralkoholt ke-
vernek.

Az EP 0053 338 szdmd kozrebocsétdsi irat IX és X
faktort tartalmazé készitményekben a hepatitis virus
inaktivdldsdra ismertet eljarast, amely szerint a vérké-
szitmény vizes oldatat kalcium-ionok és adott esetben
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egy aminosav ¢s/vagy egy szacharid vagy cukoralko-
hol jelenléiében melegitik egészen 100 "C hémérsékle-
tig.

Az EP 0 035 204 szdmid kozrebocsdtdsi iratban
olyan vizes protein-oldatok inaktiv4ldséra szolgals el-
Jérds szerepel, amelyek VIII faktort, fibronektint, glo-
bulint, fibrinogént és mds proteineket tartalmazhatnak,
ahol a készitményhez egy poliolt kevernek és a keveré-
ket 60-75 *C hémérsékletre hevitik fel.

Az EP 0 052 827 szdmi kozrebocsitdsi irat hepati-
tis virusok inaktivildsdra szolgl eljérdst ir le 11 és VII
faktort tartalmaz6 vizes oldatban, keldtképzs anyag és
adott esetben egy aminosav és/vagy egy szacharid
vagy cukoralkohol jelenlétében.

Az US 4 379 085 szamii szabadalmi lefrds eljdrést
ir le plazmaproteinek, igy C,-inhibitor vagy IX faktor
hGinaktivéldsira vizes oldatban, kalcium-citrét vagy
ammonium-citrat jelenlétében.

Az EP 0 077 870 szdmii kozrebocsatasi irat inakti-
vél$ eljdrést ir le, ebben egy VIII faktort tartalmazé
vizes oldatot aminosavakkal, monoszacharidokkal, oli-
goszacharidokkal, cukoralkoholokkal és 3-10 szénato-
mos szénhidrogén- vagy hidroxi-szénhidrogénkarbon-
savakkal 50-80 °C h6mérsékletre hevitenek.

A WO 83/04 371 szdmon nyilvdnossdgra hozott
nemzetk&zi szabadalmi bejelentés hepatitis virusok in-
aktivdldsdra szolgil6 eljdrast ismertet, ahol a virust
tartalmazé készitményt 4-40 "C hSmérsékleten halo-
génezett szénhidrogénnel, kiilondsen kloroformmal ke-
zelik.

Az EP 0015 055 szdmi szabadalmi leir4s eljsrdst ir
le vérkészitmény kezelésére, ahol a terméket vizmentes
dllapotban mikrohulldm besugdrzdsnak vetik al4 a je-
lenlévd mikroorganizmusok inaktivélésa céljab6l.

A XII. Nemzetkdzi Vértranszfiziés Kongresszusra
készitett értekezésben [,,MIR” Kiad6, Moszkva (1969),
Kivonatok, 473—475. oldal] Rosenberg és munkatdrsai
lefrtak egy eljdrdst albumin-tartalmi készitmények és
fibrinogén inaktivéldsdra szdraz éllapotban, 10 6rén 4t
60 “C-on végzett kezeléssel.

Az EP 0 094 611 szdmd kozrebocsatdsi irat VIII
faktort tartalmaz6 készitmény kezelésére — a jelenlévé
hepatitis virusok inaktivaldsdra — szolg4ls eljdrést is-
mertet, ahol a készitményt szdraz allapotban — péld4ul
liofiliz4ltan — legaldbb 60 °C hémérsékleten kezelik.

A WO 82/03 871 szdmon nyilvdnossagra hozott
nemzetkozi szabadalmi bejelentés véralvad4si enzime-
ket tartalmazé készitmények kezelésére szolgilé elji-
rdst ir le, a készitményeket szdraz dllapotban hevitik a
jelenléva fertGzG virusok inaktivaldsa céljdbél, a szaraz
dllapotot tgy hatdroztdk meg, hogy az S tomeg%-nél
kevesebb vizet jelent.

Kitdint, hogy a liofiliz4lt VIII faktor koncentrdtum
szdraz hével 10 érén 4t 60 "C-on végzett kezelésének
ugyan van bizonyos virusinaktivalé hatdsa, azonban
ezeknek a szdraz hével kezelt termékeknek a bead4sa-
val hepatitis és AIDS virust is 4t lehet vinni [Eur. J.
Epidemiol., 3., 103/118. (1987)]. Annak érdekében,
hogy a szdraz hGvel végzett kezelés hatisfokét emel-
Jék, a WO 88/08 710 szdmon nyilvanossagra hozott
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nemzetkozi bejelentésben a hékezelések sorozatdt ja-
vasoljak.

Az EP 0 378 208 szdmi kozrebocsdtasi iratban a
protein-tartalmi  készitményeknél ugyancsak szdraz
hével végzett kezeléssel kombindlt trialkil-foszfitos
kezelést frnak eld.

Az EP 0 159 311 szdmii kozrebocsdtdsi irat szerint a
vérkészitményeket szilard, nedves dllapotban kezelik. A
készitmény viz-, metanol- vagy etanol-tartalmdt 0,05 (5
tomeg%) fOl€ és 0,70 (70 16meg%) al4 4llitjdk be, majd
zért edényben 50121 °C hémérsékleten hevitik.

Az EP 0 050 061 szdmu szabadalmi lefras biolégiai
készitmények és gydgyszerek nem denaturdld amfifil
(detergens) 0,25-10 t6meg% mennyiségével valé ke-
zelését ismerteti. Az aldbbiakban a %-ban megadott
detergens koncentrici6 tdmeg%-ot jelent. Az EP
0031 740 sz4mii szabadalmi lefrds azonban bemutatja,
hogy virusinaktivélds céljabél az egyediil egy deter-
genssel végzett kezelés viszonylag hat4stalan. A haté-
kony kezeléshez ez a szabadalmi lefrds egy detergens-
bél és egy di- vagy trialkil-foszf4tbSl 4ll6 keveréket
javasol. Itt a detergens koncentrdcidja 1% és az old6-
szeré 0,1% volt.

A szakirodalomban [American Journal of Hemato-
logy, 35., 142. (1990.)] is szerepel egy szerves oldé-
szer/detergens €s hé kombiniciéjival végzett kezelés,
amely szerint a vérkészitményt szdraz 4llapotban hevi-
tik.

Ma azt a virusinaktiv4l6 eljdrdst nevezik hatékony-
nak, amikor egy vérkészitmény mintshoz nagy dézis-
ban tesztvirust adnak (péld4ul véralvadisi faktor ké-
szitményben koriilbeliil 105 maxim4lis lehetséges titer-
nek megfelelSen) €s az illet§ eljards alkalmazdsdval
valé kezelés utdn a mintdban mér nem lehet virust
kimutatni, minthogy a virus titer a kimutathatésigi
hatdr ald csékkent.

Az inaktivélds mértékéiil az Ggynevezett redukcids
faktor szolgdl, amelyet egy teszt-virus egyszeri hozz-
addsa utdn a kezdeti és végsS virustiter hanyadosdnak
tizes alapy logaritmusabol szdmitanak ki. Az Eur6pai
Kéz6sség bizottsdganak EC I1I/8115/89-EN jel irdny-
elveibGl ezenkiviil ismeretes az Ggynevezett Osszre-
dukcids faktor. Ezt a faktort az egyes egymdst kovetd
inaktival6 eljérdsok redukci6s faktorainak az Gsszegé-
bél szdmitjak ki.

A modern orvosldsban fenn4ll annak a sziikségessé-
ge, hogy szdmos vérkészitményt hosszd ideig — sok
esetben tart6s kezelésként — nagy mennyiségben, meg-
eldzésre is alkalmazzanak. Ez sziikségszerfien a fertd-
z0 partikuldk felhalmoz6ddsahoz vezet, eziltal lénye-
gesen megnd a fert6z6dés kockdzata még a mér vi-
rusinaktivalt készitmények ad4sa esetén is.

A redukciés faktorokat a teljes plazmapool virus
fert6zottségét tekintve az gynevezett ,,worst case situ-
ation” eshetGséggel kell sszevetni. A szakirodalombél
[Allgemeine Medizin, 65., 429-433. (1989.)] ismert,
hogy vizsgélt és HIV negativnak tallt plazma feldol-
gozésa esetén a plazma-szdrmazékoknak 10° ID/ml
(infektiv egységek/ml) HIV tartalma lehet. Feltételez-
ve, hogy egy betegnek élete folyamén Gsszesen koriil-
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belil 100 liter VIII faktor készitményt adnak be, a
plazma-szdarmazékokat olyan virusinaktivdlé eljdrds-
nak kell aldvetni, amely legaldbb 10'? virustiter reduk-
cidt biztosit, hogy a beteg AIDS virussal valé megfer-
Gzése elkertilhet legyen.

A taldlmény azt a feladatot tizi ki célul, hogy olyan
virushbiztos vérkészitményt — kivéve az albumint — bo-
csasson rendelkezésre, amelyt6l el lehet varni, hogy a
fertdz6 anyagok dtvitele még nagy mennyiség vérké-
szitmény addsa esetén is ki van zdrva és amely mégis
nagy biolGgiai aktivitdssal rendelkezik.

A taldlmény egyik foganatositdsi médja szerint ezt
a feladatot fert6z6 anyagok ellen inaktivilt olyan vér-
készitménnyel — kivéve az albumint — oldjuk meg,
amelynek az Gsszvirus-redukciés faktora legaldbb 40
és bioldgiai aktivitdsa, a fert6z6 anyagok inaktivdldsa-
nak megvaldsitdsa elStti aktivitdsra vonatkoztatva, leg-
alabb 50%-os, amelyet olyan inaktivil6 kezeléssel ka-
punk, amelynek a sordn

a) a vérkészitményt legaldbb 2%, el6nydsen leg-
aldbb 5% detergenst tartalmazé vizes oldattal kezeljiik,
majd szildrd 4dllapotban hevitjiikk vagy

b) a vérkészftményt szildrd dllapotban hevitjiik,
majd legaldbb 2%, el6nyGsen legaldbb 5% detergenst
tartalmazé vizes oldatban kezeljiik.

A waldlmény elénydsen olyan, a fert6z8 anyagokkal
szemben inaktivalt vérkészitményre vonatkozik, ahol a
vérkészitményt tobb, mint 10 tomeg% detergenst tar-
talmaz6 vizes oldattal kezeljiik és szildrd 4llapotban
hevitjiik.

A taldlmdny szerinti eljdrds egy mdsik foganatosita-
si médja szerint a fertdz6 anyagok ellen inaktivélt
vérkészitményt — kivéve az albumint —, amelynek az
Osszvirus-redukcids faktora legaldbb 40 és biol6giai
aktivitdsa a fert6z8 anyagok inaktivaldsa el6tti aktivi-
tdsra vonatkoztatva legaldbb 50%-os, igy dllitjuk el6,
hogy a vérkészitményt két vagy tobb eltérs inaktivalé
kezelésnek vetjiik al4, ahol legaldbb az egyik eljdrds a
vérkészitmény szildrd és nedves, 5-70 témeg% viztar-
talmii 4llapotban torténd hékezeléséb6l 4ll. Ennél a
kiviteli formdnal el6nydsen legaldbb egy médszer egy
vizes detergens-oldattal valé kezelésbdl 411

A biolégiai aktivitdst mint enzimatikus aktivitdst
(példdul véralvaddsi enzimek és kofaktorok esetén)
vagy mint aviditdst (immunglobulinok esetén) vagy
mint antigén aktivitdst — esetleg aktivitds-marker, illet-
ve antigén-marker alkalmazdsa révén — hatdrozzuk
meg.

A taldlmdny szerinti vérkészitményeket a hagyoma4-
nyos vérkészitményekbdl gy dllithatjuk els, hogy az
inaktivéldst annyi ideig végezziik, amennyi elégséges
ahhoz, hogy elérjiik a legaldbb 40-es sszvirus-reduk-
ci6s faktort. Az idStartamot a vérkészitmény egy min-
t4j4n kisérletileg hatdrozhatjuk meg oly médon, hogy a
kezelés alatt meghatdrozott mennyiségd teszt-virust
adunk ismételten a mintdhoz és minden kezeléshez
csak akkor fogunk hozz4, ha a virustiter egy meghata-
rozott értékre — elonydsen a kimutathat6sdgi hatdr ald —
csokkent. Az Osszvirus-redukcids faktor az egyes re-
dukcibs faktorok 6sszegébsl adsdik.
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Ha tehét a virusinaktivildst célzé kezelés folyaman
tesz(-virust adunk meghatdrozott id6kozonként egy bi-
olégiai termékhez. a kezdeti és végsd virustiter megha-
tdrozdsa utdn a virusuter ardnyok tizes alapt logarit-
musat az 1dék6zok szdmdval megszorozhatjuk és a
redukcids faktorokat Gsszeadhatjuk 6sszvirus-redukci-
Os faktorrd. Ez a szdmitds feltételezi, hogy az utolsé
teszt-virus hozzdadédsa utdn a virustiter redukcié nem
nagyobb, mint az elGzd titer redukcid volt, ez igy is
volt.

Teszt-virusként felhaszndlhaté példdul az AIDS vi-
rus vagy a Sindbis virus (a hepatitis virusok modell-vi-
rusa).

A taldlmény alapja az a felismerés, hogy a Tween-
nel vagy egy technika 4ll4sa szerinti detergenssel, 10%
alatti detergens-koncentracidval végzett kezelés nem
vezet megfeleld eredményre, ha a vérkészitményt to-
vébbi virusinaktival6 médszerrel nem kezeljiik. Ez an-
nak tudhaté be, hogy a proteinek védShat4st gyakorol-
nak a virusokra az inaktivalé szerekkel, igy a detergen-
sekkel szemben. Ezt a véd6hatdst azonban magasabb
Tween vagy detergens koncentraci6val ki lehet kiiszg-
bélni anélkiil, hogy a proteinek biolGgiai aktivitdsa
lényegesen kdrosodna. Egy ilyen eljaras lehetdvé teszi,
hogy elkeriiljiik tovabbi anyagok, példdul old6szerek
adagolasat, amelyeknek a toxikus hatdsa ismert.

Eldnydsnek bizonyult, ha a Tween-nel vagy deter-
genssel val6 kezelést 10 tomeg%-ndl magasabb és 25
tomeg%-ndl alacsonyabb koncentrici6val hajtjuk vég-
re, 1-30 perc iddtartam alatt, kiilondsen 5,5-8 pH-érté-
ken, 0 °C és 56 °C kozotti hémérsékleten, eldnydsen
15 °C és 37 "C kozou és adott esetben 7-20 mS vezetd-
képesség mellett.

A 1ldlminy szerinti inaktivdlt vérkészitmények
elGéllitdsdnak egy eldnyds foganatositdsi médja abban
all, hogy a vizes detergens oldattal végzett kezelés el6tt
vagy utén a vérkészitményt forré g6zzel kezeljiik, ahol
a vérkészitmény viz-, metanol- vagy etanol-tartalmat
0.05 (5 16meg%) és 0,70 (70 t6meg%) kozotti, eldnys-
sen 0,40 (40 t6meg%) értékre 4llitjuk be szilard 4lla-
potban, €s zart tartdlyban 50-121 °C hémérséklettarto-
ményban kezeljiik.

A taldlmény egy, legaldbb egy inaktivél6 eljardsbol
all6 inaktivalé kezelés virusinaktivdlé kapacitdsdnak a
meghatdrozasara szolgdl6 eljdrdsra is vonatkozik a re-
dukcis faktor teszt virus segitségével torténd megha-
tdrozdsaval, amely abban 4l1, hogy a legal4bb egy inak-
uvdlé eljdrds sordn a teszt virust ismételten beadagol-
juk, €s a legaldbb egy inaktivald eljdrds egyes redukci-
6s faktorait kivant esetben Gsszegezziik tovabbi inakti-
val6 eljardsok redukcids faktoraival, hogy megkapjuk a
Osszvirus-redukcids faktort.

A taldlmanyt az aldbbi példdkkal részletesen szem-
1éltetjiik.

1. példa

Humin plazmdbé] koaguldciés VIII faktort tartal-
mazé krioprecipitdtum-oldatot Allitottunk el az AT
391 808 szami szabadalmi leirds szerint. Az oldat
Tween 80 koncentracidjdt 8 tdmeg%-ra 4llitottuk be és
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HIV-1 virus szuszpenziét adtunk hozzd héiszer 2-per-
ces id6kozonként. Az Gssz inkubdcids idd 14 percig
tartott 25 “C-on, ezutdn a virust centrifugéltuk és titerét
meghatdroztuk. A Tween hozzdaddsa nélkiili minta
kontroll értéke 10> volt. A Tween-nel végzett kezelés
wdn a virus titer a 10%° kimutathatésdgi hatdr ald
csokkent és a negativ reverz transzkriptaz teszt alapjan
0-nak mindgsiilt. Ez 7x5,1 = 35,7 virus redukciés fak-
tornak felel meg.

A Tween-mentesitett oldathoz djbél HIV-1 virus
szuszpenzi6t kevertiink, liofilizdltuk és az EP
0 159 311 szdmd kdzrebocsdtasi iratban leirt médon 10
6ran 4t 60 "C-on hevitettik 8% viztartalom mellett. A
virus titer 1052 értékrél O-ra csokkent.

Tehat a két inaktival6 1épés 41,9-es Gssz-virusre-
dukcids faktort eredményezett. Ezzel bemutattuk, hogy
egy VI faktor készitménynek, amelyet a fenti feltéte-
lek mellett detergenssel és hdvel kezeltiink, Gssz-virus-
redukcids faktora 41,9 &s virus-biztosnak tekinthetd.

A VIII faktor maradék aktivitdsdnak a meghatdro-
zé4sdt a tromboplasztin képzSdési vizsgélat (2-1€pcsSs
vizsgélat) segitségével végeztiik el. A VIII faktor mara-
dék aktivitdsit a hevitett minta VIII faktor aktivitdsa-
nak és a Tween kezelés el6tti kiinduldsi anyag VIII
faktor aktivitdsdnak a hinyadosdbdl szamitotuk ki,
értéke 80% volt.

2. példa

Emberi plazmdbdl a Vox Sanguinis [33., 37/50.
(1977.)] cimd folyiratban leirt médszer szerint I, IX
és X alvaddsi faktort tartalmazé készitményt (parcialis
protrombin komplex, PPK) dllitunk el6 DEAE-Se-
phadex-re valé adszorbedldssal, az ioncserél§ mosdsa-
val és a komplex eluéldsdval.

A PPK-t 22% Tween 80-at tartalmazé oldatban
osszekevertiik HIV-1 virussal és 25 “C-on inkub4ltuk.
A virus szuszpenziét 20 mésodperces id8kézonként
15-sz6r adagoltuk. A Tween-t nem tartalmazé kontroll
virustitere 10°7 volt. A Tween kezelés utdni végsé
virustiter a 10°° kimutathat6sdgi hatdr ald esewt. Az
ebbbl szdmitott Gsszvirus-redukcids faktor legaldbb
15x5,2 = 78. Tehét egy PPK készitménynél, amelynél a
fenti Tween kezelést alkalmaztuk, az dssz-virusreduk-
cids faktor 78-at tett ki, és ezt a készitményt virusbiz-
tosnak tekintjik.

Az alvaddsi faktorok aktivitdsat a IX faktor példa-
jdn hatdroztuk meg oly mdédon, hogy a vizsgdlando
mintdt egy IX faktor hidnyos plazméhoz adtuk hozz,
és meghatdroztuk az aktivélt parcidlis tromboplasztin
id6t (1-1épcsGs vizsgdlat), amelyet a Tween kezelés
alig befolydsolt. A kezelt minta aktivitdsdnak és a keze-
letlen PPK IX faktor aktivitdsdnak az ardnya koriilbeliil
100% volt.

3. példa

A 2. példa szerinti PPK készitményt modell-viru-
sok jelenlétében (Sindbis, illetve vezikuldris stomatitis
virus = VSV) 129 dimetil-oktil-amin-N-oxiddal inku-
baltuk 25 "C-on. A virus szuszpenziét S-perces id6ko-
z6nként 10-szer adagoltuk. Detergenssel végzett keze-
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lés utdn a virus titer mindig a 10%° kimutathatés4gi
hatdr alaut volt. A kontroll ériékek detergens adagolés
nélkiil az alabbiak voltak: 1084, illetve 10%!. Az ebbdl
szamitott dsszvirus-redukcids faktor legaldbb 10x4,9 =
49, illetve 10x4,6 = 46.

A bioldgiai aktivitdst a detergens kezelés alig kéro-
sitotta és korilbeliil 100% volt.

4. példa

Plazmat Cohn szerint frakcion4ltunk és a fibrino-
gént tartalmazé Cohn I frakci6t modell-virusokkal
(Sindbis, illetve VSV) kevertiik 8ssze. Liofilizdl4s utdn
a 8% vizel tartalmazé koncentrdtumot az EP 0 159 311
szdmu kozrebocsdtdsi iratban leirt eljards szerint 10
6rén 4t 60 *C-on, majd 3 6rdn 4t 80 "C-on hevitettiik. A
virustiter 1055-161, illetve 10816l a liofilizalds révén
10*9-re illetve 10°-re csokkent, majd a 60 °C-on vég-
zett kezelés utdn a 10%5 kimutathat6sdgi hatdr al4 csok-
kent.

A 80 °C-on végzett masodik kezelés inaktival6 ka-
pacitdsat parhuzamos mintdkban hatéroztuk meg: a lio-
filizdlds a virustitert 1035181, illetve 10%9-rl wjbol
10%%-re, illetve 10%5-re csokkentette, és az ezt kovetd
80 °C-os kezelés hatdsdra a kimutathat6sdgi hatdr ald
csokkent.

A redukci6s faktor a kétszeri redukcié logarit-
mus4b6l szamitva 5, illetve 5,5 minusz 0,6, illetve 0,5,
mivel a fibrinogén készitményt a kétlépcsSs kezelés
folyamén csak egyszer liofilizdltuk. Teh4t a redukcids
faktor 9,4, illetve 10,5 volt.

A port ezutdn 5% oktil-gliikozidot tartalmazé ko-
zegben feloldottuk, és az oldathoz 5-perces id6kozén-
ként 9-szer adtunk Sindbis virust, illetve VSV-t. Inku-
béléds utdn (9sszesen 45 perc 25 “C-on) meghatdroztuk
a virustitert. A detergenssel végzett kezelés a virustitert
a 10%5 kimutathat6sagi hat4r ald csokkentette. A deter-
gens hozzdaddsa nélkiili készitmény kontroll értéke
1059 jlletve 109 volt. Az ebbdl kiszmitott virus re-
dukci6s faktor teh4t legaldbb 57,6, illetve 49,5 volt. fgy
az Usszvirus-redukcids faktor legalibb 67,0, illetve
60,0 volt. Tehat egy fibrinogén készitmény esetén,
amelynél a fenti feltételek mellett hkezelést és deter-
genssel végzett kezelést alkalmaztunk, az 8sszvirus-re-
dukcids faktor legaldbb 60,0 és a készitmény virusbiz-
tosnak tekintheté.

A fibrinogén biolGgiai aktivitdsat az oktilgliikozidot
tartalmazé frakcié 8% etilalkohollal kicsapott csapa-
dékéban hatdroztuk meg a fibrin-o-ldncok hélésod4ss-
nak vizsgélatdval [Seelich, T., Redl, H.: ,, Theoretische
Grundlagen des Fibrinklebers”, a ,Fibrinogen, Fibrin
und Fibrinkleber” c¢. kiadvanyban, szerkesztette:
Schimpf, K., Schattauer Verlag, Stuttgart—-New York,
199-208. oldal (1980.)]) és trombelasztografidval [Ha-
ter, H. értekezése a ,,Thrombosis and Bleeding Disor-
ders c. kiadvdnyban, szerkeszteuék: Bang, N. U. és
munkatdrsai, Georg Thieme Verlag, Stuttgart, Acad.
Press New York, London, 70-76. oldal (1971.)], min-
den esetben a XIII alvadsi faktor hozzdad4sdval.

A Cohn I frakeid biolGgiai aktivitdsdra vonatkoztat-
va a kezelt fibrinogén biolGgiai aktivitisa 87%-os volt
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hélésoddsi vizsgdlatial és 56%-ot mértiink trombelasz-
tografidval.

5. példa

Megfelelden vilasztott plazmdt Cohn szerint frak-
ciondltunk. A Cohn III frakci6hoz, amely tetanusz to-
xoid elleni gamma-globulint tartalmazott, 15% Triton
X-100 jelenlétében HIV-, illetve Sindbis virust ad-
tunk és 25 °C-on inkubéltuk. A virusadagoldst 1 perces
id6kozonként végeztiik 30-szor. Az Ssszesen 30 perces
inkubdciés id6 utdn a virustiter a 1025, illetve 10
kimutathat6sdgi hatdr alau volt. A detergens nélkiili
kontroll minta titere 10%7, illetve 107 volt. Az ebbél
szamitott sszvirus-redukciés faktor legaldbb 30x3,2-
96, illetve 30x6=180. Egy gamma-globulin készit-
mény sszvitus-redukci6s faktora, ha azt a fenti deter-
gens kezelésnek vetjiik ald, legal4dbb 96 és virusbiztos-
nak tekinthetd.

A biolégiai aktivitdst aviditdsi vizsgélattal hatdroz-
tuk meg. Tetanusz toxoidot mikrotitrdlé lemezre ad-
szorbedltunk, zselatinnal fedtiikk é€s mostuk. A vizsgéi-
land6 gamma-globulin higitdsait révittik az el6készi-
tett lemezre és a nem adszorbedlédott immunglobulint
kimostuk. A tetanusz toxoidhoz k6tott gamma-globulin
meghatdrozdsat tgy végeztiik, hogy az immunglobulin
F, részéhez egy anti-humdén IgG-peroxiddz konjugétu-
mot adszorbedltunk, ezt kdvetSen a peroxiddz szinre-
akci6t ad a diamino-benzidinnel és HyO,-dal és ennek
a reakciénak az extinkci6jat mértik.

A gamma-globulin aviditis4t a tetanusz toxoidhoz a
detergens kezelés alig befolydsolta. Nem é&szleltiink
jelentds kiilonbséget a kezelés el6tt és utdn mért avidi-
tds kozott.

6. példa

C,-észterdz inhibitort (amelyet a Vogelaar, E. E. és
munkatdrsai 4ltal lefrt médon 4llitottunk el§, Vox
Sang., 26., 118-127., (1973.), ,.Contributions to the
Optimal Use of Human Blood”) tartalmazé oldat 0,95
ml-éhez hozzdadtunk 20 mg Triton X-100-at és az
oldatot 25 *C-on inkubéltuk. A virusinaktival$ kapaci-
tds meghatdrozdsa céljabdl az oldathoz 5-perces id6ks-
zonként VSV virust (10 pl) adtunk. Otszér ismételt
virusadagol4s utdn a virustiter a 10°5 kimutathatésagi
hatdr ald csokkent. A detergens adagolds nélkiili kont-
roll minta titere 107 volt. Az ebb6l sz4mitott virus
redukcids faktor legaldbb 5x7 = 35.

A C,-észterdz inhibitort DEAE-Sephadex-re ad-
szorbedltuk és 8,89 g/liter ndtrium-kloridot tartalmazé
oldattal addig mostuk, amig detergensmentes nem lett.
Az inhibitor deszorpcidjat 59 g/liter nétrium-kloridot
tartalmazdé oldattal végeztiik, majd az inhibitor-oldatot
1,0 g/liter nétrium-citratot és 0,4 g/liter natrium-klori-
dot tartalmazé oldattal (pH = 6,8) szemben dializaltuk.
Ehhez az oldathoz liofilizdlds el6tt djra VSV virust
adtunk. A készitményt szdraz dllapotban 24 dran 4t
72 °C-on hevitjitk. A liofilizdlas folyaman és az ezt
kovet6 hékezelés alatt a virustiter 1072-ré1 a 1093 ki-
mutathat6sdgi hatdr ald csokkent. A virus redukcids
faktor tehat legaldbb 6,7.
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A detergenssel és hével valo kezelés virus redukci-
6s faktordbdl szdmitott sszvirus-redukeids faktor leg-
alabb 41,7. Az inhibitor bioldgiai aktivitdsit a VSV
virusok inaktivdldsa alig kdrositotta és koriilbelil
100% volt.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Fert6z6 anyagok ellen inaktivélt vérkészitmény —
kivéve az albumint -, amely vérkészitmény éssz-virus-
redukcids faktora legaldbb 40, bioldgiai aktivitdsa a
fertdz anyagok inaktivaldssnak a megvaldsitdsa elditi
aklivitdsdra vonatkoztatva legaldbb 50%-os, amelyet
egy olyan inaktivald kezeléssel 4llitunk el, amelynek
a soran

a) a vérkészitményt legaldabb 2% detergenst tartal-
mazé vizes oldatban kezeljiik és ezt kovetSen szilard
allapotban hevitjiik vagy

b) a vérkészitményt szilird 4llapotban hevitjiik és
ezt kovetden legalabb 2% detergenst tartalmazé vizes
oldatban kezeljiik.

2. Egy 1. igénypont szerinti vérkészitmény, ahol az
emlitett vizes oldat legaldbb 5% detergenst tartalmaz.

3. Egy 1. vagy 2. igénypont szerinti vérkészftmény,
ahol a vérkészitményt 10%-n4l 15bb detergenst tartal-
maz6 vizes oldatban kezeljiik és szildrd dllapotban he-
vitjiik.

4. Fert6z6 anyagok ellen inaktivalt vérkészitmény, ki-
véve az albumint, a vérkészitmény osszvirus-redukcics
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faktora legaldbb 40 és biol6giai aktivitdsa a fertGz6 anya-
gok inaktivaldsdnak a megvalGsitdsa el6tt aktivitdsira
vonatkoztatva legaldbb 50%-os és amelyet egy olyan in-
aktivalé kezeléssel dllitunk eld, amely legaldbb két eltérG
inaktivdlé modszerbél 4ll, ahol legalabb az egyik inakti-
védlé médszer a vérkészitmény hékezeléséhdl 4ll szilard
és nedves dllapotban, 0,05-0,70 viztartalom mellett.

5. Egy 4. igénypont szerinti vérkészitmény, ahol
legaldbb az cgyik inaktivilé mddszer a vérkészitmény
vizes detergens-oldattal val$ kezeléséb6l 411,

6. Eljards vérkészitmény, kivéve az albumint, el54l-
litdsdra. a vérkészitmény 6sszvirus-redukcids faktora
legaldbb 40 és biolGgiai aktivitdsa a fert6z6 anyagok
inaktivdldsdnak a megval6sitdsa el6tti aktivitdsdra vo-
natkoztatva legaldbb 50%-os €s amelyet egy olyan
inaktivalé kezeléssel éllftunk elé, ahol

a) a vérkészitményt legaldbb 2% detergenst tartal-
mazé vizes oldatban kezeljiik és ezt kovetSen szildrd
allapotban hevitjiik vagy

b) a vérkészitményt szildrd 4llapotban hevitjik &s
ezt kovetden legaldbb 2% detergenst tartalmazé vizes
oldatban kezeljiik,

a hevitést forrd g6zzel végezziik és a szildrd 4llapo-
Wi vérkészitmény viz-, metanol- vagy etanol-tartalmat
t8bb, mint 0,05 (5 témeg%) és kevesebb, mint 0,70 (70
1Womeg%) értékre dllitjuk be és zdrt tartdlyban 50—
121 °C hémérséklettartoményban kezeljiik.

7. A 6. igénypont szerinti eljards, ahol a viz-, meta-
nol- vagy etanol-tartalom kevesebb, mint 0,40 (40 t5-
meg%).

Kiadja az Orsz4gos Taldlmanyi Hivatal, Budapest
A kiaddsért felel: Gyurcsekné Philipp Clarisse osztilyvezets
ARCANUM Databases - BUDAPEST
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