ANTITHROMBINUM Il HUMANUM DENSATUM
RZ':0878
Antitrombin Il lidsky koncentrat

DEFINICE

Je to sterilni lyofilizovany piipravek frakce plazmatického glykoproteinu, ktery za pfitomnosti prebytku
heparinu inaktivuje trombin. Ziskava se z lidské plazmy, kterd vyhovuje pozadavkim ¢lanku Plasma humanum
ad separationem (0853). Ptipravek miize obsahovat pomocné latky, jako jsou stabilizatory.

Piipravek rekonstituovany v objemu rozpoustédla uvedeném v oznaceni na obalu ma ¢innost nejméné 25 m. j.
antitrombinu 111 v mililitru.

VYROBA

Metoda piipravy je navrzena k udrZeni funkéni integrity antitrombinu 111, zahrnuje postup nebo postupy, které
prokazatelné odstraniuji nebo inaktivuji zndma infekéni agens. Pokud se pti vyrob& pouziji latky k inaktivaci
virt, nasledny purifikaéni postup se musi validovat, aby se prokazalo, Ze koncentrace téchto latek je sniZena na
vhodnou urovei a Ze jejich zbytky neohrozi bezpeénost ptipravku pro nemocné.

Specifickd u¢innost antitrombinu III je nejméné 3 m.j. v miligramu celkovych bilkovin bez albuminu.
Antitrombin Il se purifikuje a koncentruje, nepiidava se protimikrobni latka ani antibiotika. Koncentrat
antitrombinu III se zfiltruje ptes filtr zadrzujici bakterie, asepticky se rozplni do kone¢nych sterilnich obalt
a ihned se zmrazi. Pak se lyofilizuje a obaly se uzaviou ve vakuu nebo v atmosféie inertniho plynu.

Ma se prokazat, Ze vyrobnim postupem vznika ptipravek s konzistentni frakci antitrombinu 11 schopnou vézat
heparin. To se posuzuje vhodnymi analytickymi postupy, které byly uréeny béhem vyvoje, jako je nasledujici
zkouska:

Frakce vazajici heparin. Provede se elektroforéza v agarosovém gelu (2.2.31). Piipravi se roztok agarosy pro
elektroforézu R (10 g/l) v tlumivém roztoku barbitalovém o pH 8,4, obsahujici 15 m. j. heparinu R v mililitru.
5 ml tohoto roztoku se nalije na étvercovou sklenénou desku o strané 5 cm a chladi se 30 min pti 4 °C. Vytiznou
se dvé jamky o praméru 2 mm, vzdalené 1 cm a4 cm od hrany desky a1 cm od katody. Do jedné jamky se
nanese 5 ul zkouseného piipravku zfedéného na G¢innost asi 1 m. j. antitrombinu 111 v mililitru. Do druhé jamky
se nanese 5 ul roztoku znackovaciho barviva, napt. modri bromfenolové R. Necha se probihat elektroforéza pii
4 °C a konstantnim elektrickém poli 7 V/cm, dokud barvivo nedosahne anody.

V agarosovém gelu se udéla fez ve vzdalenosti 1,5 cm podél hrany desky, kam byl nanesen zkou$eny ptipravek,
a veétsi ¢ast gelu se odstrani. Zbyvajici pas je 1,5 cm Siroky a obsahuje zkouSeny material. Na volné misto se
nalije 3,5ml roztoku agarosy pro elektroforézu R (10 g/l) v tlumivém roztoku barbitalovém o pH 8,4
obsahujicim krali¢i antisérum proti lidskému antitrombinu III ve vhodné, pfedem stanovené koncentraci, aby
vznikl odpovidajici pik 0 vysce nejméné 1,5 cm. Deska se umisti piivodnim gelem smérem ke katodé, takze
druhd elektroforetickd migrace se odehrava v pravém Uhlu k prvni. Druhéa elektroforéza se necha probihat 16 h
pfi konstantnim elektrickém poli 2 V/em. Desky se ptekryiji filtratnim papirem a nékolika vrstvami buni¢iny na-
s&klé roztokem chloridu sodného R (9 g/l) ana 2 h se zatiZzi. Solny roztok se nékolikrat vyméni. Desky se
oplachnou vodou R, ususi se a obarvi modit kyselou 92 RS.

Vypocita se frakce antitrombinu Il vazana na heparin, coz je pik nejblizsi k anodé, vzhledem k celkovému
mnozstvi antitrombinu III, zméfenim ploch dvou precipitaénich pika.

Frakce antitrombinu III, ktera je schopné vazby na heparin, je nejméné 60 %.

VLASTNOSTI

Vzhled. Bila nebo téméf bila drobiva pevna hmota nebo prasek. Je hygroskopicky.

Zkouseny pripravek se rekonstituuje zpiisobem uvedenym v oznaceni na obalu tésné pred provedenim Zkousek
totoznosti, Zkousek na Cistotu (kromé zkousek Rozpustnost, Celkové bilkoviny a Voda) a Stanovent vicinnosti.
ZKOUSKY TOTOZNOSTI

Rozmezi stanoveni t€¢innosti antitrombinu III je zaroven zkouskou totoznosti.

! Text byl zezavaznén Vyborem veiejného zdravi Rady Evropy v souladu s Umluvou pro vypracovani Evropského lékopisu
rozhodnutim AP-CPH (14) 5, s platnosti od 1. 1. 2015.



ZKOUSKY NA CISTOTU

Rozpustnost. Do obalu pfipravku se pti doporucené teploté piida objem tekutiny uvedené v oznaceni na obalu;
ptipravek se za mirného michani zcela rozpusti do 10 min za vzniku ¢irého nebo slabé zakaleného bezbarvého
nebo téméf bezbarvého roztoku.

Hodnota pH (2.2.3). 6,0 a2 7,5.
Osmolalita (2.2.35). Nejméné 240 mosmol/kg.

Celkové bilkoviny. Je-li tieba, zfedi se ptesné odméieny objem zkouSeného piipravku na roztok obsahujici ve
2 ml asi 15 mg bilkovin. Ke 2,0 ml tohoto roztoku se v odstiedivkové zkumavce s kulatym dnem piidaji 2 ml
roztoku molybdenanu sodného R (75 g/l) a 2 ml smé&si objemovych dilt kyseliny sirové prosté dusiku R a vody R
(1 + 30). Protfepe se, 5 min se odstied’'uje, supernatantni tekutina se slije a pfevracena zkumavka se necha
odkapat na filtradni papir. Ve zbytku se stanovi dusik mineralizaci s kyselinou sirovou (2.5.9) a obsah bilkovin
se vypocita vynasobenim vysledku faktorem 6,25.

Heparin. Nejvy3e 0,1 m. j. Gi¢innosti heparinu na mezinarodni jednotku antitrombinu I11.

Antikoagula¢ni a¢innost heparinu se stanovi invitro porovnanim jeho schopnosti zpomalovat za danych

podminek sraZeni rekalcifikované citratové ovéi plazmy se stejnou schopnosti referenéniho piipravku heparinu

kalibrovaného v mezinarodnich jednotkach.

Mezinarodni jednotka je aktivita obsazena v deklarovaném mnozstvi mezindrodniho standardu, kterym je

lyofilizovany heparin sodna sul pfipraveny z vepfové stievni mukézy. Hodnotu Ginnosti mezinarodniho

standardu v mezinarodnich jednotkach vyhlasuje Svétova zdravotnicka organizace.

Heparin sodna sil BRP se kalibruje v mezindrodnich jednotkdch porovnanim s mezinarodnim standardem

pomoci dale uvedené metody stanoveni.

Provede se stanoveni u¢innosti jednou z dale uvedenych metod pro uréeni pocatku sraZeni za pouZiti zkumavek a

dalsiho zafizeni vhodného pro zvolenou metodu:

a) piima vizualni kontrola, nejlépe pfi nepfimém osvétleni proti matnému ¢ernému pozadi;

b) spektrofotometricky zaznam zmény optické hustoty pii vinové délce asi 600 nm;

¢) vizualni detekce zmény tekutosti pfi ruénim naklanéni zkumavek;

d) mechanicky zaznam zmény tekutosti pfi michani; dba se, aby se pfi pocate¢ni fazi sraZeni zpusobilo
minimalni naruseni roztoku.

Je nezbytné validovat metodu stanoveni heparinu pro kazdy zkouseny piipravek s ohledem na interferenci s anti-
trombinem 111.

POSTUP STANOVENI{ UCINNOSTI

Objemy uvedené v dalSim textu slouzi jako priklady a mohou se prizpiisobit zvolenému zaiizeni za predpokladu,
Ze jejich pomeéry ziistanou zachovany.

Heparin sodnd sil BRP se rozpusti v roztoku chloridu sodného R (9 g/l) tak, aby vysledny roztok obsahoval
presné znamy podet mezinarodnich jednotek v mililitru. Obdobné se ptipravi roztok zkouSeného piipravku,
u kterého se predpoklada stejna G¢innost. Pomoci roztoku chloridu sodného R (9 g/l) se z obou roztoku ptipravi
rekalcifikaéniho Casu pii slepé zkousce aaby se pii nejvyssi koncentraci dosahlo vyhovujiciho prabéhu
logaritmické zavislosti odpovédi na davce podle stanoveni v predbézné zkousce.

Do ledové vodni 1azné se vlozi dvanact zkumavek po dvojicich oznaenych T, T, a T3 pro fedéni zkouSeného
ptipravku a S;, S, a S; pro fedéni referenéniho piipravku. Do kazdé zkumavky se odméii 1,0 ml rozmrazené
plazmy substratu R1 a 1,0 ml vhodné ziedéného zkousSeného piipravku, nebo 1,0 ml vhodné ziedéného
referencniho pfipravku. Po kazdém pifidavku se obsah zkumavky promichéd tak, aby se netvofily bubliny.
Zkumavky se v poradi Sy, S,, S3, Ty, T, a T3 pfenesou do vodni lazné o teploté 37 °C na dobu asi 15 min. Po
dosazeni rovnovahy se do kazdé zkumavky odméfi 1 ml vhodného zkoumadla pro aktivovany parcialni
tromboplastinovy ¢as (APTT), obsahujiciho fosfolipid a kontaktni aktivéator a ziedéného tak, aby rekalcifikaéni
Cas ve slepé zkouSce nepiesahl 60 s. Presné za 2 min se do kazdé zkumavky ptida 1 ml roztoku chloridu
vapenatého R (3,7 g/l) pfedem zahtatého na 37 °C a zvolenou metodou se zaznamena Cas srazeni v sekundéach
mezi timto poslednim piidavkem a zaCatkem srazeni. Rekalcifikacni ¢as ve slepé zkouSce se stanovi na zacatku
ana konci postupu podobnym zpiisobem za pouziti 1 ml roztoku chloridu sodného R (9 g/l) misto roztoku
heparinu. Hodnoty stanovené pro dvojici slepych zkousek se nemaji vyznamné lisit. Stfedni hodnoty cast
srazeni zaznamenanych pro dvojici zkumavek se pievedou do logaritmického tvaru. Postup se zopakuje za
pouziti Cerstvych roztokd pfi dodrzeni potadi pro inkubaci Ty, Ty, T3, S;, S, a S3. Vysledky se vypocitaji za
pouziti obvyklych statistickych metod (5.3).



Provedou se vZdy nejméné tii nezavisla stanoveni. Pro kazdé stanoveni se pfipravi Gerstvé roztoky referenéniho
ptipravku a zkouseného piipravku a pouzije se jiny, Cerstvé rozmrazeny dil plazmy substratu.

Ucinnost zkouseného piipravku se uréi z vysledki téchto stanoveni za pouziti obvyklych statistickych metod
(5.3). Jestlize rozptyl mezi jednotlivymi stanovenimi je vyznamny na P =0,01, mize se vysledna G¢innost
stanovit vypoctem nevazeného pruméru jednotlivych stanoveni G¢innosti.

Voda. Stanovi se vhodnou metodou, jako je Semimikrostanoveni vody (2.5.12), Ztrata suenim (2.2.32) nebo
Spektrofotometrie v blizké infradervené oblasti (2.2.40); obsah vody je vrozmezi schvaleném opravnénou
autoritou.

Sterilita (2.6.1). Vyhovuje zkouSce na sterilitu.

Pyrogenni latky (2.6.8) nebo Bakterialni endotoxiny (2.6.14). Vyhovuje zkouSce na pyrogenni latky nebo
prednostné, kde je to zdivodnéno a schvaleno, validované in vitro zkousce, jako je zkouSka na bakterialni
endotoxiny.

Pro zkousku na pyrogenni latky se na 1 kg hmotnosti kralika podd objem zkouSeného piipravku odpovidajici
50 m. j. antitrombinu I11.

Kde se pouZije zkouska na bakterialni endotoxiny, obsahuje zkouSeny ptipravek méné nez 0,1 m. j. endotoxinu
v 1 m. j. antitrombinu I11.

STANOVENI UCINNOSTI
Lidsky antitrombin 111 (2.7.17). Stanovena G¢innost je nejméné 80 % a nejvySe 120 % ucinnosti uvedené
v 0znaceni na obalu. Interval spolehlivosti (P = 0,95) stanovené G¢innosti je v rozmezi 90 % az 110 %.

SKLADOVANI
Ve vzduchotésnych obalech, chranén pted svétlem.

OZNACOVANT{

V oznaceni na obalu se uvede:

— pocet mezinarodnich jednotek antitrombinu 111 v obalu;

— nazev a objem rozpoustédla, které se ma pouzit k rekonstituci ptipravku;
— kde je to vhodné, mnozstvi albuminu pfidaného jako stabilizator.
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