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Punaisia verisoluja-sisﬁlfavien nesteiden kisittelymenetelmsd.

" Paul Géran Sigvard Lindroos

Stockholm

7

Kyseisessi keksinngssi kisitelldin punaisia verisoluja sisdltivii

nesteiti tarkoituksena verisolujen solukalvo rikkomalla mzhdollistaa

"solujen sisiltémien arvokkaiden yhdisteiden, erikoisesti wvalkuaisaineiden

talteenotto.
Entuudestaan tunnetaan laboratoriomittakaavassa tapahtuvia punasolujen

solukalvon rikkovia menetelmil, joiden avulla verisolujen sisdltimid
yhdisteitd voidaan eristdi ja sen jidlkeen ldhemmin tutkia, erikoisésti'
esiintyvien reaktiomekanismien suhteen, Esimerkkind tdllaisista menetel-
misti mainittakoon eris, jossa nidyle ensin jdddytetdin, sitten sulatetaan
ja 15bﬁksi laimennetaan tislatulla vedellid ainakin nesteen nelikertaiseen
tilavuuteen. Toinen esimerkki on menetelmi jossa verisoluja pestidin tdis;
tuvasti fysiologisella suolaliuoksella ennen laimennusta tislatulla vedelld
ainakin kaksinkertaiseen tilavuuteen., Kolmantena esimerkkini mainittakoon
solukalvon rikkominen digitoninilla.

N3illZ aiemmin tunnetuilla menetelmillid om pystytty sirkemdidn verisolujen

solukalvo, Haittapuolena n#illid menetelmilld on kuitenkin liuosten suuri

- laimennussuhde, joten jéteveden mdiri on eritidin suuri, josta aiheutuu

hankaluuksia teknisessd prosessissa, samoin aiheutuu tidstd vaikeuksia lop-—
putuotieen puhdistanisessa,., Tuote on kidyttdkelvoton elintarvike-~ ja rehu—

kdyttson,
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" Kyseinen keksints poistaa ennestédin tunnettujen menetelmien vaikeudet

ja mahdollistaa teknisesti ja taloudellisesti toteutettavissa olevan
menetelmin solukalvojen rikkomiseksi ja verisolujen sisiltivien arvok-
kaiden valkuaisaineiden taltiomiseksi. _

Keksinndn mukaan ratkaistaan ongelma siten, etts verisoiuja sisdlté-<.
viin nesteeseen lisédtdin orgéanista liuvotinta tai muita vastaavié.aineita
joilla on solukalvoa denaturoiva ominaisuus, jotta saataisiin liuos jossa
on valkuaisaineita ja kiinted materiaa sisdltien piiasiassa solukalvo-—
materia, ns stromaa. | X

Seuraavassa esitelliin keksintdd esimerkkien valossa.

Esimerkki 1.
25 grammaan verisolumassaa, joka on saatu linkoamalla verestid ja jddh—
dytetty OYC asteeseen, lisdttiin hitaasti sekoittaen ja jidhdyttiden noin
‘ %%%uOS gisdltien L .
-5¢C asteeseerr 10 ml vetta, 20 ml 94% etanolia ja 3 ml 0,5 M etikkahappoa.
Liuoksen pH-arvo lisdyksen jilkeen oli 5,2, Seos lingottiin 8 000 x g 10
minuutin ajan, jonka jilkeen saatiin noin 45 ml sentrifugaattia ja 10 g

sakkaa., Sakka pestiin kahdesti 5 ml vedelld ja erotettiin linkoamalla.

" 8akka oli vidriltddn harmahtava.

Kuiva—ainepitoisuus sentrifugaateissa oli 15,5 %, 9,2 % ja 4,1 %. Yhdes-
sdkidn sentrifugaatissa ei ollut tislatun veden lisiyksen jilkeen havaitta-
vissa stromahajoamista.

Sakka painoi 2,9 g ja sisdlsi 17,5 % kuiva-ainetta.,

Esimerkki 2.

20 grammaén verisolumassaa lisdttiin 15 ml 94 % kylmii etanolia. pH-
arvo sovitettiih 5,3 arvoon Q,5 M rikkihapon avulla. Lopuksi lis&ttiin
10 ml vettid, Lisiyksen aikana jddhdytettiin liuos -59C asteeseen. Linkous
Ja pesu suoritettiin kuten esimerkissd 1., Saatiin noin 40 ml sentrifugaat-
tia jonka kuiva-ainepitoisuus oli 14,9 % seki 2,4 g sakkaa jonka kuiva-
ainepitoisuus oli 18 4. .

Sentrifugaatiesa ei tapahtunut‘stromahajoamista tislatun veden lisiyk-

selli.

Bsimerkki 3.

40 grammaan verisolumassaa, kuiva~ainepitoisuudellaan 40,3 4, lis#ttiin
samalla sekoittaen ja jiZhdyttien seos O - -1°C asteeseen, liuos joka sisil-
si 40 ml 94 % etanolia, 27 ml vettd ja 2,5 ml 0,5 M rikkihappoa. Seoksen
pH-~arvo oli lisiyksen jdlkeen 5,4. .

Seos lingottiin 8 000 x g 10 min ajah, jolloin saatiin noin 95 ml sentri-

fugaattia, kuiva~ainepitoisuudeltaan 14,4 4, sekd 13,8 g sakkaa.
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Sakka pestiin kahdesti 10 m1 36 % etanolilla, ldmpdtila oli -1°c,
Pesujen jdlkeiset seﬁtrifugaatit, 14 ml ja 13 ml sisdlsividt kpiva—ainétta_
7,1 4. ja 4,2 %. Lopullinen sakka, miiriltéisn 4,8 g, sisilsi kuiva-
ainetta 19,2 #. | ’

Vastaavalla tavalla voidaan verisolujen solukalvot rikkoa kiyttimilla
muita orgaanisia liuottimia, esim., toisia alkéholeja, etupdissi kuiten-
kin alifaattisia alkoholeja kuten metanolia, tai muita lyhytket juisia
alkoholeja. Jopa kaksiarvoimsia alkoholeja kuten glykolia voidaan kayttai.

Solukalvon denaturoivan vaikutuksen aikaansaamiseksi on osoittautunut

mahdolliseksi kdytt#d orgaanisia happoja, esim. etkka-, sitruuna- tai viini-

happoa, tai epdorgaanisia happoja, esim. suola- tai rikkihappoa., Esimerk-—
kind muista denaturoivan vaikutuksen omaavista aineista mainittskoon virtsa—~
aine, ja esimerkkind muista orgaanisista liunottimista asetooni ja etyl-
asetaatti, Brikoisen ryhmén kdyttdkelpoisia denaturointiaineita muodostavat
n.k. Tween-valmisteet.

Brittdin tehokas solukalvoja rikkova vaikutus on saatu sovittamalla

verisoluja'siséltévam,liuoksen pH-arvo 5,0 ja 7,2 vdlille, etupZdssi alue=-

elle 5,1 ~ 5,8 , samalla liuos jiZhdyttden.

Keksintd ei rajoitu ylldmainittuihin esimerkkeihin, vaan on toteutetta=-

vissa allamainitiujen vpatenttivaatimusten mukaisesti.
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Patenttivaatimuksia.

1. Menetelmi punaisia verisoluja sisiltivien nesteiden kisittele—
miseksi jotta verisoiujen solukalvot voidaan sirked etanolin avulla, ja
siten mahdellistaa verisolujen sisdltimien arvokkaiden aineosasten talteen—
otto, t unnettu siit d, etti neste ensin lingotaan jotta saadaan
ﬁerisolumassaaejohon sitten lisdtddn livotinta, muodostuen piidasiassa éta-
noli-vesiseoksesta niin pal jon ettd etanolimisrd tulée olemaan 10-70 %
kokonaistilavuudesta, jddhdyttden siten ettd lidmpdiila on korkeintaan o%c

ja soviitaen pH—arvon vilille 5,1 = 5,8.

2.  Menetelmi patenttivaatimuksen 1 mukaan, t unn e t t u siitd, etti

livottimeen lisdtdin asetonia tai etylasetaattia.

3. Menetelmi jommankummah edellisen patentiivaalimuksen mukaan,
tunnet+tu siitd, ettd solukalvon rikkominenm suoritetaan vikevsi-—

dyssd liuoksessa jonka kuiva—ainepitoisuus on noin: 35 %.

4. Menetelmi jonkin edelldmainitun patenttivaatimuksen mukaan,
tunnettu siitid, etti solukalvon rikkomisen jilkeen neste erotetaan,
etupdidssi linkoamalla, joita saadamn liukoiset valkuaisaineet sisiltidvi

neste ja kiinted aines, joka sisdlidi pdiasiassa solukalvomateriaa.

5. Menetelmi jonkin edellimainitun patentitivaatimuksen mukaan,
tunnettu siitid, ettd neste tai sen tiiviste ensin jdZhdytetdin

noin 0CC asteeseen jonka jilkeen lisitiéin liuotin.

6. Menetelm#d jonkin edelliémainitun patenttivaatimuksen mukaan,
tunnett u siitd, ettd solukalvon rikkominen suoritetaan limpdtila-—
alueella -20 - 0°C.
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Patentkrayvw

l.' Sttt att behandla vitskor innehéllande ruda bloakroppar i avsikt att-
nedbryta cellmembranen hos blodkropparna genom anvindning av etanol, och
diérigenom msjliggdra tillvarotogandet av i blodkropparna ingdende, virdefullt
material, kdénneteck nat dérav, att vitskan forst centrifugeras for
erhdllonde av en blodkroppsgrot, varefter gridten iillsﬁttes ett>165ningsmed¢l
i huvudsok bestdende av en etanol-vattenblandning i sGdan mtngd ott etanol-
halten uppgdr till 10 - 70 volymprocent, rdknat pd den totala 1sningsmiingden,
under nedkylning till en temperatur ov hbgst 0°C och vid ett pH-virde av

5.1 ~ 5.8,

2. Sdtt enligt patentkravet 1, kdnnet ecknat .dﬁra;, att -
16sningsmedlet tillssttes aceton eller etylacetat, '
3. Sdtt enligt négot ov de foregdende patentkraven, k dnneteckn atl

dérav, att nedbrytningen utfores i en vatska koncentrerad till en torrhalt av

ca 35 %, o ' '

4, Sttt enligt ndgot av de foregdende patentkraven, k dnne t e c-k n at
dérav, att den efter nedbrytningen erhédllna vidtskan separeras, foretradesvis
genom centrifugering, for erh&llande av en vdtska innehéllande lost protein

samt ett fast material i huvudsok innehdllonde membranmaterialet.

5. Sgtt enligt ndgot av de foregdende patentkraven, ki nnetecknat;
ddrav, att viitskan eller koncentratet férst kyles till ca 0°C och direfter
tillsdttes losningsmedlet. ' ' f |

6. Satt enligt ndgot ov de. foregdende patentkraven, k nn etecknat:
ddérav, att nedbfytningeq.utfﬁxes vid en temperatur mellan ~20°C och LEDOC._
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