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(57)Re§eni se tykd pracovniho postupu, kte-
ry urychluje a zjednodusuje nékteré tech-
nické operace spojené s odstranovédnim stro-
mat a jejich fragmentl z hemolyzédtu; hemo-
lyza se provéddi kombinovanym d&inkem hypo-
osmotického pufru a chloroformu, kdy socu-
gasné s narudenim erytrocytdrni{ membrdny,
probihd extrakce fosfolipidl do organické
fdze a zdroven se sré?eji rozpu$ténym chlo-
roformem nékteré labilné&j3{ komponenty
membrédnové i cytoplasmatické nebo virové.
Nizkoobrdtkovou centrifugac{ se vznikl4
smés snadno rozdgli na balastn{ sediment
a purifikovany hemolyzét. Zbytky chloro-
formu lze odstranit napf. v proudu dusfiku
podstatnd rychleji a sndze neZ ptipadnd
jind rozpoustédla s vy351i teplotou varu.
Postup pasteurizace deoxyhemoglobinu lze
vhodné zatadit do vyrobniho postupu. Z4vé-
retné zpracovéani roztoku zahrnuje op&t
nizkoobrétkovou centrifugaci, dialyzu, za-
hugténi hemoglobinu b&znymi technikami
a sterilizaéni filtraci a popfipadé lyo-
filizaci. Prepardt mlZe nalézt uplatndni
pti vyvoji novych zdokonalenych roztokd
properfizi orgdnd pro jejich krédtkodobou
ochranu pted ischemif{, pop¥ipad& po modi-
fikaci jako infizni roztok a dédle v ana-
lytické biachemii.




CS 271872 B1

Vyndlez se tyké& zplsobu vyroby nativniho hemoglobinu z lidskych nebo zvifecich &erve-
nych krvinek k analytickym, perfdznim nebo vyhledové infdznim G&eldm. Oproti dosavadnim
postuptm md navrfeny zpisob v&t3{ rychlost a UZinnost odstranovdni neddoucich piimési
v hemolyzdtu erytrocytd., Jde jak o mechanické Sastice (erytrocytdrni stromata a jejich
fragmenty), tak o rozpu%t&né nehemové bilkoviny nebo fosfolipidy. Postup zahrnuje i moZ-
nost odstranén{ pfi{padné virové kontaminace pasteurizaci{. P¥iprava nativniho hemoglobinu
podle vyndlezu je jednou z moZnostf, jak vyuZzit a prakticky zhodnotit €d4st dosud exspiru-
jicich erytrocytl z krevnich konzerv transfuzni sluZby.

Podstata obecného feseni zplsaobu vyroby hemoglobinu podle vyndlezu spocivéd ve vhodné
kombinaci a sledu technickych operac{ a o sobé& zndmych postupl, jako je hemolyza, odstra-
novéni, vytfepdvdni organickym rozpoust#dlem, filtrace, deoxygenace, pasteurizace, steri-
lizagn{ filtrace, adsorpce a lyofilizace. Nd% postup vychdz{ z plsobeni chloroformu
na promytou exspirovanou erytromasu nafed&nou hypoosmotickym pufrem za fysiologického pH,
za tfepdni a intensivniho michdni, v pfitomnosti laurylalkoholu k potladeni pé&n&dni. V té&ch-
to podminkdch se vyrdzné urychly hemolyza, extrakce fosfeolipidl do chloroformu i vysrédZeni
nékterych nehemovych bilkovin za tvorby v podstat® tfifdzového systému: chloroform (spod-
n{ fdze) - sra’enina nebo emulze (stfedni féze) - roztok hemoglobinu. Po nizkoobrdtkové
centrifugaci se odsaje hemoglobinovd vrstva, zbavi se rozpusté&ného chloroformu v proudu
plynného dusiku. V této fd4zi je moZno roztek zcela deoxygenovat naptiklad dithioni&itanem
a po nafedéni na 1 aZ 2% hemoglobin pasteurizovat pfi 60 ¢ po 10 h. Béhem postupného chla-
zeni se zbytky laurylalkoholu odstrani adsorpc{ na aktivni uhli. Po centrifugaci se prove-
de dialyza proti vodé&, poptipadé& diafiltrace, upravi se koncentrace hemoglobinu, pH, a né&-
sleduje steriliza&ni filtrace. Prepardt se skladuje za chladu po pfipadné mrazové sublima-
ci (lyofilizaci).

Kone&¢ny roztok (60 .a% 70 g hemoglobinu/l) md jasné &ervenou barvu, absorp&ni spektrum
odpovidd nativnimu oxyhemoglobinu. Obsah methemoglobinu &in{ obvykle 3 % (relativnd k cel-
kovému Hb),

Pfedmét vyndlezu je doloZen v nésledujicim ptikladu, ani? by byl timto p¥ikladem ome-
zovién.

P¥iklad

1 objemovy dil steriln{ exspirované lidské erytromasy (ne star$i ne¥ 42 dnd po odb&-
ru) se p¥i 4 oc promyje centrifugatné p¥i 1 000 g, &tyfikrdt po 10 min vidy s pFidavkem
3 objemovych dild 0,15M chloridu sodného. K 5 objemovym dfldm promyté erytromasy se prids
10 objemovych dilG hemolyza&niho roztoku o sloeni 0,01M fasfore&nan sodny pufrujici{ pH
7,5, ddle se pridaji 3 objemové dily chloroformu a 1[]"3 objemového dilu laurylalkoholu.
Smés se intensivn& protfepdvd a michd 60 min p#i 25 9C. Potom se centrifuguje pfi 2 000 g
po dobu 20 min. Cerveny supernatant se oddé&li a zbavi se rozpudté&ného chloroformu prlcho-
dem #istého dusiku p¥i teplotd 25 a% 30 °C b&hem 60 a2 90 min. Roztok se upravi na koncen-
traci hemoglobinu 1%, fosfdtovéha pufru 0,1M p¥i pH 7,5, pfid4 se dithioni&itan sodny do
dosaZeni kancentrace 0,04M a vzorek se v mirném proudu dusiku pasteurizuje zahtivénim
na 60 °C po dobu 10 h. Ke kaZdym 100 ml roztoku se ptfidé 0,2 ml aktivniho uhli, smés se
postupng chlad{ za p¥fstupu vzduchu a k 10 °C za michdni, potom se centrifuguje a filtru-
Je na vrstvé Seitz EK. Kone&ny jasnd serveny roztok se dialyzuje proti vod& pri 4 0C, kon-
centrace hemoglobinu se upravi naptfklad dialitrac{ na 40 a¥% 70 g/l, pH se upravi na 6,5
az 7,4, roztok se sterilizuje filtraci pfes membrdnové filtry a skladuje za chladu, popfi-
padé po lyofilizaci s p¥fslusnym protektivem.
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PREDMET VYNALEZU

ZpGsob pfipravy purifikovaného roztoku oxyhemoglobinu z exspirované lidské nebo zviie-
ci erytromasy za poufitl obecn& zndmych materidld a postupl ‘jako je hemolyza, odsti¥edovéni,
vytfepdvéni, filtrace, diafiltrace, deoxygenace,pasteurizace, sterilizaén{ filtrace a lyo-
filizace, pricemZ konkrétni pracovni postup, vyznadujici se tim, Ze 4 aZz 6 objemovych di-
10 promyté erytromasy se hemolyzuje 8 aZ 12 objemovymi dily 0,005 aZ 0,03M pufru o pH 6,6
a? 7,6 v pritomnosti 3 a? 6 objemovych dild& chloroformu s pfidavkem 107% az 1073 objemo-
vych dild laurylalkoholu za t¥epdni a michéni této smési pfi teploté 25 az 30 O¢ po dobu
30 aZz 90 min, potom se vznikld suspenze centrifuguje p#i 2 000 aZz 4 000 g za teploty 5 a¥
25 UC, potom se ¢erveny supernatant zbavi chloroformu odpatenim, v proudu inertniho plynu,
potom se hemoglobin nafedi na koncentraci 10 a% 30 g/l fosfédtovym pufrem pH 7 a% 7,8 a po
redukci, respektive deoxygenaci na deoxyhemoglobin se pasteurizuje zahtivédnim na 60 az
65 °c po dobu 1 aZ 10 h, potom se pfidé aktivni uhl{ k odstran&ni laurylalkoholu a né&kte-
rych dalsich pfimési, po ochlazenf za pfistupu vzduchu se smés centrifuguje, filtruje, dia-
lyzuje proti vod& nebo 0,03 a% 0,15M chloridu sodnému, koncentrace hemoglobinu se upravi
na 50 a 70 g/l1, pH na 6,5 aZ 7,5, potom se roztok sterilizuje filtraci a skladuje za chla-
du po pfipadné lyofilizaci.
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