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A raldimdny hdttere

A taldlmény tdrgya uj eljérds olyan, tisztitott he-
moglobin készitmény eldéllitdsdra, amely alkalmas a
vér helyettesftésére a humdn vagy 4llati szervezetekben
transzfiizié sordn vagy felhasznédlhaté oxigénsz4llité
folyadékként. A keresztk6téses hemoglobintermék 1¢-
nyegében szennyezGdésmentes, amennyiben csak na-
gyon kis mennyiségben tartalmaz bakieridlis endoto-
xint és foszfolipidet.

A hemoglobin szerkezetét és funkciGjdt a kor4bbi-
akban maér részletesen 4ttekintették [Bunn. H. F,, and
B. G. Forget. Hemoglobin: Molecular, Genetic and
Clinical Aspects, W. B. Saunders Company, Philadel-
phia. 690 pp.. (1986)]. Az emlés hemoglobin egy tetra-
mer, amely két, egymdst6] eltérd, alfa és béta alegység
két-két tagjdt tartalmazza. Mindegyik alegység hozz4-
vetSleges molekulatomege 16 000 és egy centrlis vas-
atommal rendelkezS hemcsoportot tartalmaz. A prote-
inrégié vagy globin a hemben 1év6 vasnak a redukalt
vagy ferro-dllapotban tartdsat biztositja, lehetSséget
nydjtva arra, hogy a hemoglobinmolekula az oxigént
rcverzibilisen megkdsse.

Az emlds hemoglobint nem egy olyan, statikus tet-
ramerként kell elképzelni, amely egy 64 000-68 000
molekulatdmegl egyetlen proteinfajta. Valéjsban ko-
valens kotésekkél egymashoz kapcsol6do alegységek-
bol épiil fel, és monomer-dimer, valamint dimer-tetra-
mer kolcsonhatdsokat magdban foglalé dinamikus
egyensilyban létezik.

A hemoglobin mindenkor hozzdvetéleg 16 000 mo-
lekulatdmegd monomerek, 32 000 molekulatomegi di-
merek és tetramerek meghatarozott dsszetéielébdl 4ll.
A monomer-, dimer- és tetramerfajidk oldatban lévs
eloszldsa fligg a hemoglobin koncentracigjatol, a he-
moglobin ligandallapotitél, a pH-t6l, valamint a he-
moglobint tartalmazé oldat séosszetételétdl.

Az emlds hemoglobint a vordsvértestek vagy erit-
rocitdk tartalmazzak. Az emlGsdkben ezek a kiilonleges
sejlek az érés sordn elvesztették sejtmagjaikat, és mas
proteineket csak igen alacsony koncentrécidban tartal-
mazva, egyszerden csak a hemoglobin zsdkjaiként
funkciondlnak. A hemoglobin szdmos okbdl kifolydlag
kapcsolédik a keringd eritrocitdkhoz. Elséként, ha a
hemoglobin nem a sejtekben volna, hanem helyette
szabadon, oldatban dramlana, a kapilldrisfalakon, a ve-
sén vagy egyéb helyeken torténd dtjutdssal igen kony-
nyen kikeriilne a keringésbGl. Bizonyos gerinctelen
organizmusok ezt a problémat tgy oldottdk meg, hogy
millids nagysagrendben 1év& molekulatdmegi polimer
hemoglobinokat fejlesztenek, amelyek tilsdgosan na-
gyok ahhoz. hogy dtjussanak a kapilldrisokon és a vese
nefronjdn. A vorosvértestek 4ltal nydjtott tovabbi funk-
ciok kozé tartoznak példdul a kovetkezdk: a véden
kornyezet, anely a hemoglobin-molekuldt megvédi a
proteolitikus szérumproteinektdl; a hemoglobin funkei-
Gjdnak elldtdsat lehetdvé tevs ionegyensily fenntarta-
sa; a hemben 1évé vas redukdlt (funkcids) dllapotban
lartdsat biztositd enzimrendszer; valamint az allosztéri-
kus effektor (végrehajté) molekuldk jelenlétének ira-
nyitdsa (kontrollja).
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A humidn szervezetben végzett transzfizidé soran
alkalmazott vér helyettesitésére alkalmas usztitott,
sztrémamentes hemoglobinoldatok elallitdsdra igen
jelentSs erSfeszitések torténtek méar a kordbbiakban.
(Blood 4: 380-385, (1949); Rabiner, S. F, Helbert, J.
R., Lopas, H., and L. H. Friedman, Evaluation of a
stroma-free hemoglobin solution for use as a plasma
expander. J. Exp. Med. 126: 1127-1142 (1967); Chris-
tensen, S. M., Medina, F., Winslow, R. W,, Snell, S. M.,
Zegna, A., and M. A. Marini, Preparation of human
hemoglobin Ao for possible use as a blood substitute. J.
Biochem. Biophys. Meth. 17: 143~154 (1988); és Feo-
la, M., Gonzalez. H.. Canizaro, P. C., Bingham, D. and
P. Periman, Development of a bovine stroma-free he-
moglobin solution as a blood substitute. Surg. Gyn.
Obst. 157: 399-408 (1983)). Ezekben az oldatokban a
hemoglobin egy médositds nélkili dllapotban van, s a
hemoglobin szabadon az alegységeivé disszocidlhat. A
médositatlan hemoglobin infiizi6ja a hemoglobinnak a
keringésbdl torénd gyors kivéldsahoz vezet. Ezen til-
menden a mddositds nélkiili hemoglobin infizija — a
beszdmoldk szerint — szdmos kdros hatdssal jir a szer-
vezetben, tobbek kozott vesemérgezést okoz. A médo-
sitatlan hemoglobinnal gsszefiiggésben 4116 nefrotoxi-
citds annak kimonddsdra kényszeritette az Amerikai
Egyesiilt Allamok hivatalos hatésagét (Center for Bio-
logics Evaluation and Research of the U. S. Food and
Drug Administration), hogy a hemoglobin alapt oxi-
génszdllftékban megtiltsa a médosftatlan hemoglobin
jelenlétét.

A hemoglobinoldatoknak a hemoglobin polipeptid-
lancai kozotti kovalens kémiai kotések kialakitdsaval
torténd stabilizalasat szimos kozlemény leirja [Rausch,
C. W,, and M. Feola, Extra pure semi-synthetic blood
substitute, PCT/US87/02967. bejelentési és
WO/88/03408. kozzétételi szdmd nemzetkozi szaba-
dalmi bejelentés (1988. 05. 19.); Bonhard, K., and N.
Kothe, Cross-linked hemoglobin of extended shelf life
and high oxigen transport capacity and process for
preparing same. 4 777 244. szdmu amerikai egyesiilt
allamokbeli szabadalmi leirds: Bucci. E., Razynska, A.,
Urbaitis, B., and C. Fronticelli, Pseudo cross-link of
human hemoglobin with mono(3.5-dibromosalicyl)fu-
marate. J. Biol. Chem. 264: 6191-6195 (1989); vala-
mint a 4 001 200. szdmd amerikai egyesiilt dllamokbeli
szabadalmi leirés].

Keresztkotéses hemoglobin készitményeket ismer-
tettek a kordbbiakban a 4 001 200., a 4 011 401., a
4 053 590. és a 4 061 736. szdmi amerikai egyesiilt
dllamokbeli szabadalmi leirdsban.

A keresztkotéses borji (bavine) hemoglobint és an-
nak elGdllitdsat irjak le a kovetkez6 helyeken: Feola,
M., Gonzalez, H., Canizaro, P. C., Bingham, D. and P.
Periman, Development of a bovine stroma-free hemog-
lobin solution as a blood substitute. Surg. Gyn. Obst.
157: 399408 (1983); és a PCT/US87/02967. bejelen-
tési és WO/88/03408. kozzétételi szami nemzetkdzi
szabadalmi bejelentés (1988. 05. 19.).

A dimetil-adipinsav-imiddt és normdl humdn he-
moglobin (HbA), valamint sarlésejtes hemoglobin
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(HbS) reakci6it ismertetik a kovetkez6 helyen: Plese,
C.F, and E. L. Amma, Circular dichroism as a probe
of the allosteric R-T transformation in hemoglobins
and modified hemoglobins (1977). A3 925 344. szdmii
amerikai egyesiilt 4llamokbeli szabadalmi leirds egy
plazmaprotein anyag vagy plazmaexpander el64ll{tasa-
hoz imidoészterekkel kialakitott keresztkotéses he-
moglobint ir le; ugyanakkor ez az anyag nem felel meg
oxigénszallité folyad€kként. Beszdmoltak arrél, hogy
az imidoészterekkel (DMA) végzett térhdl6sftds meg-
noveli az oxigénnek az affinitdsdt a hemoglobinhoz,
amely alkalmatlannd teszi ezéltal a hemoglobint az
oxigén széllitisdra és annak felszabaditdsdra {Penna-
thur-Das, R., Heath, R. H., Mentzer, W. C., and B. H.
Lubin, ,,Modification of hemoglobin S with dimethy!
adipimidate —~ Contribution of individual reacted subu-
nits to changes in properties, Biochim. Biophys. Acta
704: 389-397 (1982); Pennathur-Das, R., Vickery, L.
E.. Mentzer, W. C., and B. H. Lubin, ,Modification of
hemoglobin A with dimethy] adipimidate Contribution
of individual reacted subunits to changes in oxygen
affinity, Biochim. Biophys. Acta 580: 356-365 (1979)].

A kordbbiakbdl kovetkezben sziikség van a térhdls-
sitott hemoglobin eldéllitdsdhoz egy olyan eljdrdsra,
amely a hemoglobint stabilizalja, elsGsorban tetramer
forméban. illetve tobbszoros tetramer forméban, oly
médon azonban, hogy az elgdllitott keresztkotéses he-
moglobin még olyan P50 értékkel (P50 a féltelitésnél
mért parcidlis oxigénnyomads) és oxigénaffinitdssal ren-
delkezzen. amely kellSképpen alacsony az oxigénnek
egy €él6 szervezetben tonénd sz4llitdsdhoz, majd az
oxigénnek a sejt szdmdra torténd felszabaditdsdhoz.
Lényeges tehdt, hogy a molekulatdmeg tdlnyoméan
legaldbb 64 000 legyen (ami a hemoglobin tetramer
formdjdnak felel meg). kevés 64 000-nél kisebb mole-
kulatdmeggel, azaz dimer vagy monomer formaval, és
kevés 64 000-nél nagyobb molekulatdmeggel egyiitt,
amely molekuldk kell6képpen nagyok ahhoz, hogy az
emlds szervezetekben el6nyds hatdst véltsanak ki. Egy
ilyen polimerizaciés eljdrasnak a kifejlesztése rendki-
vil kivdnatos volna annak érdekében, hogy egy ered-
ményes oxigénszallfté helyettesitSt taldljunk.

A 1aldlmdny dsszefoglaldsa

A taldlmédny egyik targya egy olyan stabil, térhdls-
sitott hemoglobin készitmény, amely alkalmas az oxi-
gén szdllitdsara és felszabaditdsdra az €16 sejtekben. A
hemoglobin 1ényegében szennyezGdésektSl mentes, s a
térhdldsitdst egy imidoészterrel végezziik, miéltal a he-
moglobin tiilnyomdérészt tetramer vagy annél nagyobb
formdkban van jelen. A hemoglobin keresztk6téseinek
kialakitdsara el6ny6s imidoészterek a dimetil-adipin-
savimidat és/vagy a dimetil-parafasav-imidat.

Tetramer vagy anndl nagyobb forméban 1évé he-
moglobinnak az tekinthet6, amelyben a keresztkotéses
hemoglobin legaldbb 80%-a legaldbb 64 000 dalton
molekulatomeggel rendelkezik, még elSnyosebben a
keresztkotéses hemoglobin legaldbb 90-95%-a leg-
aldbb 64 000 dalton molekulatomeggel rendelkezik.
Ezen tilmenden az imidoészter keresztkotéses hemog-
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lobin a methemoglobinhoz képest rendkiviil stabil, va-
lamint legaldbb 1,733 kPa (13 Hgmm) értékd oxigénaf-
finitdssal (P50) rendelkezik.

A kezelt emlSs szervezetbe tonéné transzfiizié
vagy injekcié bejuttatdsinak elGsegitésére vagy oxi-
génsz4llit folyadékként az analitikai, transzplantdcios
vagy laboratériumi felhaszndlésra a keresztkétéses he-
moglobin készitmény magédban foglalhat egy gyogy-
szerészeti szempontbdl elfogadhat6 hordoz6kozeget is.
A jellegzetes, gyogyszerészeti szempontb6l elfogadha-
t6 hordoz6kézegek kozé tartozik a viz és a szalinoldat.

A taldlmdny tovébbi térgyét képezi egy eljards ke-
resztkotéses hemoglobin készitmény elSallitdsdra,
amelynek sorén:

a) eml@s vért gydjtiink be,
b) a vordsvértesteket a begydjtott vérbdl elkiilonitjilk
és a vorosvértesteket mossuk,
¢) amosott virosvértesteket lizdljuk,
d) a hemoglobin lizdtum kinyeréséhez a lizdlt voros-
vértesteket centrifugéljuk,
e) aliz4tumot anioncserél vagy kationcseréld kroma-
tografidval tisztitjuk,
f) a tisztftott hemoglobin kinyerésére a kromatografi-
4b6l kapott eludlt lizdtumot ultrafilrdldsnak vagy
mikrofiltrélasnak vetjiik ald, és
a tilnyomdrészt tetramer formaban 1évS hemoglo-
bin kinyerésére a tisztitott hemoglobint egy imido-
észterrel térhal6sitjuk.
A vorosvériestek felolddsét (lizdldsdt) hipoozmoti-
kus sokk segitségével végezhetjiik. Az ultrafiltraldst
jellegezetesen egy 300 000 molekulatémegd membran-
nal, mig a mikrofiltrdldst 4ltaldban egy koriilbeliil
0,025 mikrométer és korilbeliil 0,040 mikrométer ko-
z6tti méretll szdrével végezziik. Alternatfv médon az
imidoészterrel végzett térhalGsitdsi (g) 1épést elvégez-
hetjiik a (d) 1épésben nyert hemoglobin lizdtummal,
miélial az (e) 1épés a keresztkotéses hemoglobin tiszti-
tasdval kezd6dik. Az eljards magdban foglalhat egy
tovébbi, (h) 1épést is, amelynek sorédn a tisztftott, térhé-
16sftott hemoglobint affinitdskromatografdljuk (méret-
kizdrasnak vetjik ald), midltal az alacsony (kisebb,
mint 64 000 dalton) molekulatémegd hemoglobint el-
tavolitjuk. Szokédsosan a méretkizardst alacsony nyo-
m4su affinitdskromatogréfidval végezziik.

A taldlmény egy olyan, imidoészter keresztkotéses
hemoglobin készitményt ismertet, amely lényegében
szennyez6désmentes, tovdbbd alapvet6en tetramer
vagy annal nagyobb forméban van, s a hagyoményos,
példdul glutdraldehiddel térhdlésitott hemoglobinndl
jobb stabilitdssal rendelkezik a hemoglobin oxidéci6j4-
val szemben. A hemoglobin készitmény tilnyomérész-
ben legaldbb 64 000 dalton értékd molekulatémeggel
és fokozott keresztkotés-stabilitassal rendelkezik. A he-
moglobin megfelel a véroxigén széllitdsanak helyette-
sitGjeként az emlGsdkben vagy 4ltaldnosan mint oxi-
génszallits folyadék.

2

A taldlmdny részletes ismertetése
A taldlmény eljérast ismertet hemoglobin tisztitdsa-
ra és térhdl6sitdsdra bizonyos imidoészterékkel, ame-
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lyeket kordbban még nem alkalmaztak a hemoglobin
keresztkotéseinek kialakitdsdra transzfiziés gy6gyd-
szati készitményként torténd alkalmazds céljaval. Ezek
a bifunkcids imidoészter térhalésité anyagok egyebek
kézott magukban foglaljdk a dimetil-adipinsav-imid4-
tot és a dimetil-parafasav-imidédtot. A kordbbiakban
mér alkalmazott hemoglobin térhélésité szerekhez vi-
szonyitva az el6bbi térhdlésité anyagok jelentds el6-
nyokkel rendelkeznek. Az dltalunk alkalmazott reakci-
6kdriilmények egy szdk molekulatomeg-eloszlst biz-
tositanak és lehetdvé teszik az oxigén széllitdsat,

Az imidoészterek, amilyen példdul a dimetil-
adipinsav-imiddt és a dimetil-parafasav-imidat, két-
funkcids térhdldsité reagensek, amelyek specifikusan
€s gyorsan reagdlnak, enyhe koriilmények kozott.
Stabil amidin adduktokat képeznek a lizincsoport ep-
szilon-aminocsoportjaival és a polipeptidlancok ami-
notermindlis aminjdval [Wold, F. (1972) Bifunctional
reagents. Methods in Enz. 25. 623-651; Peters, K.,
and F. M. Richards (1977) Chemical cross-linking:
reagents and problems in studies of membrane struc-
ture. Ann. Rev. Biochem. 46: 523-551]. A térhél6sité
reagens jellegzetesen egy-két aminocsoporttal reagal
hemoglobin alegységenként. Néhdny keresztkotés a
két béta lanc lizincsoport (béta-82) kézott fordul el6,
s ez stabilizdlja a human hemoglobin tetramer forma-
J&t. A hemoglobin S szdmdra sarldsejtellenes (anti-
sickling) dgensként 6rténd alkalmazdsban mér vizs-
galtdk a dimetil-adipinsav-imidétot [Lubin, B. H., Pe-
na. V., Mentzer, W. C., Bymun, E.. Bradley, T. B., and
L. Packer (1975) Dimethy] adipimidaie: a new anti-
sickling agent. Proc. Natl. Acad. U. S. A. 72: 43-46].
A béta-82 lizin mddositdsa megvaltoztatja a HbS
dezoxigenalt formdjanak konformdcidjit, s ily médon
megakaddlyozza annak kristdlyosoddsdt vagy gélese-
dését. A kristalyosodas jelenti a beteg vorosvértestek
formdjdban megjelend sarl6sejtes jelenség molekula-
ris alapjdt. Jéllehet a sarlésejtes megbetegedés meg-
gdtldsdhoz a béta-82 lizin térhaldsito szerrel torténé
moédositdsa szilkséges. egy hemoglobin tetrameren
beliil a két béta-82 lizin adott keresztkdtésére nincs
sziikség. A jelen taldlminyban a dimetil-adipinsav-
imiddtot alkalmazzuk borji hemoglobin esetén, azzal
a szdndékkal, hogy egyrészt a béta-82 lizinek kozé
alegységek kozotti keresztkotések bevezetésével sta-
bilizdlt tetramereket alakitsunk ki, masrészt a szepa-
ralt. stabilizdlt hemoglobin tetramerek epszilon-ami-
no-csoportjai kozotti intermolekuldris keresztkétések
bevezetésével stabilizdlt tetramerek nagy molekulats-
megli aggregdtumait képezziik.

Az imidoészterek, és kiilondsen a dimetil-adipin-
sav-imiddt alkalmazdsdval végzett hemoglobin térhalé-
sitds kettSs eldnnyel jdr:

ElSszor, a keresztkotés meggatolja a 64 000 mole-
kulatomegd tetramer hemoglobin 32 000 molekulats-
megd dimerekre torténd disszocidcidjat. A médositat-
lan hemoglobinban a tetramer és dimer fajtdk dinami-
kus egyensiilyban vannak. Az imidoészterekkel végzett
térhdlésitds titjdn a tetramer hemoglobin stabilizdcidja
alapvetden lecsokkenti a hemoglobin dtjutdsdt a vese-
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tubulusokba, azdltal, hogy megakadilyozza az 4dtszGré-
dést a glomeruldris kapszuldk membrédnjédn keresztil.

Misodszor, a térhéldsitds a hemoglobin tetramerek
olyan, nagy molekulatomegd oligomerjeit eredménye-
zi, amelyek kiilondsen ellendllék a veseszirésse] szem-
ben, s fiziologids hémérsékleten az oxid4ci6val szem-
ben lényegesen stabilabbak, mint akir a médositatlan
hemoglobin, akdr a glutdraldehid térhaldsité szerrel
médositott hemoglobin.

A dimetil-adipinsav-imidat viszonylag olcsé, s
nagy mennyiségekben is hozzaférhet§ reagens. A
dimetiladipinsav-imid4t alkalmazésaval végzett eljards
alkalmas nagyobb méretekben torténs végrehajtésra is,
azaz az ipari felhasznéldsra.

Megvizsgdltuk és mértiik a borji hemoglobin kii-
l6nboz6 formdinak az oxigénkotd tulajdonsdgait. Az
eredményeket az 1. Tabldzatban tiintettiik fel. A P50
az a parcidlis oxigénnyomds, amelynél a lehetséges
helyek 50%-a kit meg oxigént. A Hill-koefficiens
vagy n ériék az oxigénkotd helyek kozotti egylittmd-
kodési készség kifejezése; a magas n érték nagyfoki
egyiittmdkodésre utal. A P50 értékeket egyarant mér-
tilk a hemoglobinoldat oxigendldsdnak és dezoxige-
néldsanak ideje alatt. A f6 PSO értékek a kovetkezdk
voltak: 1,80 kPa (13,5 Hgmm) a dimetil-adipinsav-
imidartal térhdlésitott hemoglobin esetén; 1,90 kPa
(14,25 Hgmm) a glutdraldehiddel térhalésitott he-
moglobin esetén: és 3,166 kPa (23,75 Hgmm) a mo-
dositatlan borjui hemoglobin esetén. Amennyiben imi-
doészterekkel vagy glutdraldehiddel extrém térhalosi-
tast végeztink. ezeknél a hemoglobinokndl a PSO
érték nagymértékben lecsokkent. Megéllapithaté te-
hat, hogy mind az imidoészterekkel, mind a glutdral-
dchiddel térhdlésitott hemoglobin esetén lecsokkent
az egylittmikodési készség, azonban a glutdraldehid-
del kezelt mintdk esetén a csokkenés nagyobbnak
latszott,

I TABLAZAT
] .
Hbminta | PSOoxikPa | ©o0er® n
¥ a
Borji Hb 3,201 3,166 2,1-24
Glutéralde-
hidde] térha- 2,000 1,900 1,2
1ésitott
DMA-tal tér-
halésftott 1.867 1,800 1,6
Glutéralde-
hid feles- 0,933 0,867 1,1
legével
DMAfeles- | 533 1,200 LS
legével

A kiilonboz6 keresztk6tési hemoglobinok stabilita-
sdt osszehasonlitottuk, és azt taldltuk, hogy az imido-
észieres véltozat rendelkezett a legkival6bb stabilitds-
sal. Az imidoészter az aldbbiakban ismertetendd speci-
fikus térhdlésitasi eljaras koriilményei kozott a stabili-



1 HU 211703 A9 2

tdst és az oxigénaffinitdst figyelembe véve egy jobb
oxigénszillité hemoglobint eredményezett.

A 36-37 °C hémérsékletd inkubéciés kisérletben a
dimetil-adipinsav-imiddt keresztkttéses, a glutdr-
aldehid keresztkotéses és a médosftatlan hemoglobin
mintdk a megfeleld sorrendben 2,5%, 8,0% és 3,5%
methemoglobint tartalmaztak az inkubédcié kezdetén.
Ot 6rdn keresztiil végzett 36-37 °C h6mérsékletd inku-
béciét kovetSen a dimetil-adipinsav-imidét keresztko-
téses, a glutdraldehid keresztkotéses és a médosftatlan
borjui hemoglobin mintdkban a methemoglobin szdza-
Iékos ért€ke a megfelel§ sorrendben 8,9%, 44,4% és
8% volt. Huszonnégy 6ra elteltével a dimetil-adipin-
sav-imiddt keresztkotéses, a glutdraldehid keresztkoté-
ses és a moédositatlan borji hemoglobin mintdkban a
methemoglobin szdzalékos értéke a megfelels sorrend-
ben 24,1%, 87,9% és 42% volt. Negyvennvolc 6ra utdn
a dimetil-adipinsav-imid4t keresztkotéses és a nem tér-
hélésitott borjii hemoglobin mintdkban a methemoglo-
bin szdzalékos értéke a megfelel§ sorrendben 46,5% és
68% volt. A methemoglobin-képz8déssel szemben a
dimetil-adipinsav-imid4t keresztkitéses hemoglobin
stabilabb volt, mint a mddositatlan hemoglobin. A
szakirodalom beszdmol arrél, hogy a glutdraldehid ke-
resztkotéses human hemoglobin autooxidédcidja négy-
szer gyorsabb, mint a mddositatlan humén hemoglobi-
né. Ennek alapjdn nemvart eredmény volt, hogy a di-
metil-adipinsav-imidét keresztkdtéses hemoglobin sta-
bilabb. mint a médositatlan hemoglobin.

A dimetil-adipinsav-imid4t keresztkotéses, a glu-
taraldehid keresztkotéses és a modositatlan borji he-
moglobin autooxiddci6val szembeni stabilitdsat vizs-
gdltuk dgy is. hogy a mintdkat ugyanabban, a fentiek-
ben ismertetett foszfatpufferben 4 °C hémérsékleten 52
napon keresztiil inkubaltuk. Huszonnyolc nap elielté-
vel a dimetil-adipinsav-imidat keresztkotéses borji he-
moglobinban 2.5%-r6l 9,6%-ra nétt a methemoglobin
mennyisége. Azonos idS elteltével a glutdraldehid ke-
resztkOtéses hemoglobinban a methemoglobin mennyi-
sége 8,0%-rél 23.5%-ra emelkedett. A mérést 52 nap
utdn végezve a dimetil-adipinsav-imidat keresztkotéses
hemoglobin 14,3% methemoglobint tartalmazott, mig
a médositatlan borji hemoglobin 16,3% methemoglo-
bint tartalmazott mér 37 nap elteltével. Akdrcsak a 37
*C hémérsékleten végzett inkubicié sordn, a dimetil-
adipinsav-imidat keresztkotéses hemoglobin itt is szig-
nifikdnsan stabilabb volt, mint a glutdraldehid kereszt-
kotéses vagy a médositatlan borji hemoglobin.

A taldlmaény részét képezi az emlds hemoglobinok,
kozéttiik a borji hemoglobin stabilitisdnak fokozdsa
imidoészterekkel, koztik dimetil-adipinsav-imidattal
végzett térhélGsitdst kovetSen. Ismertetjilk, hogy az
emlés hemoglobinok stabilitdsa fokozhaté imido-
észterekkel, kiillonosen dimetil-adipinsav-imidéttal
specifikus reakciokoriilmények kézott végzett reakcio-
val. A fentieken nilmenden eljdrést irunk le tisztitott,
emlds hemoglobin, kiilonosen borji hemoglobin el§4l-
litdsdra. A hemoglobinnak lényegében szennyezSdés-
mentesnek kell lennie, ami azt jelenti, hogy nem tartal-
maz semmilyen anyagot olyan mennyiségben, ami a
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kezelt eml6s szdmdra barmilyen kédros hatést okozhat-
na. A hemoglobinnak a térhdlésitdst megel6zden kellG-
képpen mentesnek kell lennie endotoxintdl (példdul
egy legaldbb 40 mg/ml hemoglobin-koncentriciéndl az
endotoxin kevesebb, mint 0,5 EU/ml), foszfolipidt6l,
virusoktl és egyéb, nemhemoglobin proteinekiSl.
Ugyanakkor lehet6ség van arra is, hogy elszor a lizdit
hemoglobin dsszegydjtését kovetéen a hemoglobint
térh4l6sftsuk, majd a keresztkétéses hemoglobint tisz-
titsuk, s igy az eljirds még hatékonyabb lehet az ipari
el6dllitds sordn. A tisztitott és térhélésitott hemoglobin
alkalmas humén és 4llati szervezetekben végrehajtott
transzfizi6é sordn oxigénszallité vérpétlékként.

Jellegzetesen a taldlmény szerinti hemoglobint igy
allitjuk el8, hogy aszeptikus koriilmények kozott be-
gy(jtjiik az eml6s vért, a vorosvértesteket mossuk, li-
zéljuk a vordsvériesteket, a lizdtumot centrifugdljuk,
legalsbb 300 000 molekulatsmegi membrannal ultra-
filtrdljuk vagy 0,025 mikrométert6l koriilbeliil 0,040
mikrométerig terjed6 sztirSvel mikrofiltraljuk, a uszti-
tott hemoglobin kinyerésére anion- vagy kationcseréls
kromatografidval tsztitjuk, majd az imidoészterrel tér-
halésitjuk és adott esetben affinitds- (méretkizérdsos)
kromatogréafidt vagy ultrafiltrdciét végziink az ala-
csony molekulatomeg hemoglobin eltdvolitdsa érde-
kében. Alternativ médon a hemoglobin térhdldsithaté a
lizdtum centrifugéldsat és Osszegy(jtését kovetden. A
tisztitdsi 1épések elvégezhetdk ezt kovetSen, beleérive
az adott esetben végrehajtand6 méretkizarési 1€pést is.

Az igy el64liitott hemoglobin lényegében szennye-
z6désmentes és tilnyomorészt egy stabilizlt tetramer-
b6l 41l. M4s megfogalmazissal, a keresztkotéses he-
moglobin  tilnyomérészt  legaldbb 64  000-es
molekulatomegeloszldssal rendelkezik. Az itteni alkal-
mazdsban a ,,tilnyom6részt” vagy ,tilnyomdan” a tér-
hilés hemoglobin legaldbb 80%-4t, el6nydsen a ke-
resztkotéses hemoglobin 90-95%-4t jelenti.

A speciélis oxigénsz4llits, keresztkotéses hemoglo-
bin el§4llitdsdnak érdekében a térhdlésitasi reakci6 kii-
16nféle paramétereit specifikdljuk.

ElGszor, a kloridion és/vagy a nétrium-klorid kon-
centrdcija jelent6s hatdssal van a (borjii) hemoglobin
dimetil-adipinsav-imiddttal végzett térhdl6siidsdnak
mértékére az 1 mM Tris-HCI és az 50 mM Tns-HCI
plusz 2,0 M NaCl tartomény felett. 1 és 10 mM Tris-
HCl-ben dimetil-adipinsav-imid4t 10 hozzdaddsa utdn
a hemoglobinnak (az elébbi sorrendnek megfelelden)
90,3%-a és 72,2%-a marad polimerizdlatlan. Ezzel
szemben S0 mM Tris-HCI plusz 0,5, 1,0 és 2,0 M NaCl
jelenlétében (az elébbi sorrendnek megfelelden) csak
25.8%, 24,4% és 20,7% marad keresztkdtés nélkil. A
sékoncentrécié ndvelésekor a polimerizélatlan hemog-
lobin folyamatos csokkenése és a nagy molekulaiémeg
(>400 000 dalton) 4lland6 ndvekedése volt megfigyel-
het6. Amennyiben a térhédl6sitdst 50 mM Tris-HCl-ben
vagy 50 mM Tris-HCI plusz 100 mM NaCl-ban végez-
tiik, a hemoglobin legnagyobb szdzaléka a 64 000-
400 000 tartoményban volt megfigyelhetd.

Mdsodszor, megdllapitottuk, hogy a puffer tipusa
jelentds befolysssal bir a térhdl6sitdsra. Példaul a di-
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metil-adipinsav-imid4ttal végzett térhdlésitasi reakcié
gyenge eredményt ad glicin-HCl-ban, etanol-amin-
HCl-ban és nétrium-foszfétot és lizint tartalmaz6 oldat-
ban. Feltételezhetd, hogy ezekben a puffertipusokban a
primer aminocsoport gétolja a térhéldsitdsi reakciét,
ami valdszin(ileg hamarabb reagél, mint a protein N-
termindlisdnak €s lizincsoportjainak aminocsoportjai.
A legnagyobb mennyiségid keresztkdtés 2-amino-2-
metil-1-propano! puffer jelenléiében volt megfigyelhe-
t8, amikoris a hemoglobinnak csak 23,4%-a maradt
térhélésitatlan. Ez a puffer ugyancsak rendelkezik pri-
mer aminocsoporttal. A dimetil-adipinsav-imid4t ke-
resztkotés szempontjabol a kdvetkez négy puffer a
Tris [Trisz(hidroxi-metil)-aminometén]. a ndtrium-kar-
bondt. a CHES [2-(N-ciklohexil-amino)-etanszulfon-
sav] és a CAPSO [2-(ciklohexil-amino)-2-hidroxi-1-
propédnszulfonsav] volt. Ezek koziil hdrom primer ami-
nocsoporttal rendelkezik. Ezzel ellentétben a CAPS
[3-(ciklohexil-amino)- 1-propanszulfonsav] nem volt
megfelel6 puffer a térhélSsitdsi reakcié szdmdra, a ka-
pott termék csak 27,2-ban volt térhélésitott. A nétrium-
foszfét ugyancsak nem bizonyult j6 vdlasztdsnak a tér-
hélésitasi reakcié szdmara.

Harmadszor, a pH jelent8s szerepet jtszott a he-
moglobin imidoészterrel végzett polimerizaciéjdnak
hatékonysdgaban. A dimetil-adipinsav-imiddttal vég-
zett hemoglobin térhal6sitasi kisérletek teljesen siker-
telenek voltak 8,0 pH érték alatt. Abban a kisérletben,
ahol a dimetil-adipinsav-imiddtot tiz részletben hozz24-
adva. amikoris a dimetil-adipinsav-imiddt tizszeres
végss sztochiometriai ardnyban volt a hemoglobinhoz
viszonyitva, pH 8.0 értéken a hemoglobinnak csak
ban n&vekedés volt tapasztalhaté pH 9,0. 10,0 és 10.5
értéknél. amikoris (az el6bbi sorrendnek megfelelden)
csak 58%. 48% és 50% visszamaradt. térhél6sftatlan
hemoglobin volt jelen a dimetil-adipinsav-imid4t be-
adagoldsdnak végén. Az adatokbdl ugyanakkor kitiint,
hogy 9-es vagy ennél nagyobb pH érték sziikséges
ahhoz. hogy a dimetil-adipinsav-imiditnak és a he-
moglobinnak a reakci6ja eredményes legyen.

Végiil, megfigyehiik, hogy a dezoxigenalt hemog-
lobin készségesebben térhdldsddott, mint az oxigendlt
hemoglobin.

Miutdn biztositottuk a fentiekben leirt polimerizéaci-
6s koriilményeket az optimdlis térhdlésitashoz, a
64 000 vagy nagyobb molekulatémeg eléréséhez a tér-
halésftatlan hemoglobint kiszdrhetjiik vagy kromatog-
rafids Gton eltdvolithatjuk, majd tovédbbi szlrés vagy
kromatografdlds eredményezi a tilnyomdrészt 64 000
molekulatémeget. A fentiekbdl kivetkezéen a hemog-
lobin térhaldsitasanak optimalizdldsa nagyban elGsegiti
a tilnyomoérészt 64 000 és 300 000 molekulatdmeg(i
oxigénszillité anyag gazdasdgos és gyakorlatilag meg-
valosithato elGallitdsat.

A keresztkotéses hemoglobint az elGéllitdsét kove-
tGen dltaldban egy olyan, gyégyszerészeti szempontbdl
elfogadhaté hordozokozegbe helyezziik, amely lehetd-
vé teszi az anyagnak egy kezelt emlds szervezetébe
injekcid vagy infizié utjan tornténd bejuttatasat. A jel-

5

15

20

25

30

35

40

45

50

55

legzetes, gydgyszerészeti szempontbdl elfogadhatéd
hordoz6kézegek magukban foglaljdk az injekcidk és
infiziék szdméra megfelelS fiziol6giai szempontbdl el-
fogadhaté séoldatokat, amilyenek példdul a kereske-
delmi forgalomban hozziférhet6 szalinoldatok.
Gydgyszerészeti szempontbél elfogadhaté hordozé le-
het barmely olyan folyadék, amely inert a térhal6sitott
hemoglobinnal szemben és nem okoz semmilyen kéros
hatést az injekci6val vagy infiizidval kezelt eml6s szer-
vezetében. A megfelel6 folyadékok ugyancsak maguk-
ban foglalnak mds, természetes vagy szintetikus vérter-
mékeket, tovabb4 fluorozott szénhidrogéneket. Altald-
ban a taldlmény szerinti térhalésitott hemoglobint Gsz-
szekeverjiik egy megfeleld gyégyszerészeti hordozé-
val, ahol a hemoglobin koncentrici6jt egyenld meny-
nyiségekben korilbelil 40 mg/ml-t6l koriilbeliil 140
mg/ml értékre 4llithatjuk be.

A talédlményt a tovdbbiakban részletesebben ismer-
tetjik, bemutatva valamennyi, a fentiekben emlitett
eljdrasi 1épést és molekuldris készitményt. Az ismerte-
tett eljarasok barmilyen emlds hemoglobin esetén al-
kalmazhaték, jéllehet a bemutatds céljaira az aldbbiak-
ban ismertetendd példak (tisztitds, térhdldsitds és mé-
dosft4s) borji hemoglobint alkalmazunk. A borjid he-
moglobin ugyanakkor val6ban rendetkezik egy eldny-
nyel, mégpedig egy nagyon magas, az oxigénszallitas-
ra alkalmas P50 értékkel.

1. példa

A vér begyiljiése és a vorosvértest hemolizdtum el-

ddllitdsa

A vért aszeptikus korilmények kozott vettiik le
fiatal Holstein marhdkbél a The Upjohn Company Ag-
ricultural Division farmjan. El6szor minden fiatal mar-
ha nyakardl elektromos nyirogéppel eltdvolitottuk a
szdrl. A leborotvalt teriiletet jéddal dtitatott torlGruha-
val letoroltiik, majd spriccflaskdbdl 95%-os etanollal
lemostuk. A vér levétele eldtt az etanolt hagytuk a
levegdn felszdradni. A vért 0,5-1,0 literes, vakuum ald
helyezett ivegekbe vettiik le, amely tivegek sterilek és
pirogénmentesek voltak. A vér begy(jtése el6tt vala-
mennyi tiveghe megfeleld mennyiségld natrium-hepa-
rin-oldatot mértiink be. Felt6ltés utdn az iivegeket
azonnal jégre helyeztiik és jégen tartva a laborat6rium-
ba széllitottuk. A kezdeti vizsgilatokhoz 2,5-5.0 liter
vért vettiink le.

A laborat6riumban minden eljardst vagy jégen vagy 4
°C hémérsékleten végeztiink, hogy minimalizdljuk a
mikroorganizmusok novekedését és az ezzel egylittjard
pirogénképzddést. Ezen tilmenden a tisztitdsi lépéseket
szdn, kis szilardanyag-tartalmy levegdvel elltott, tiszta
kornyezetben végeztiik. A hemoglobin tisztitdsanak els
1épései magukban foglaljdk a vorosvértestek elkiilonfié-
sét a vérplazmabdl, majd a vorosvértestek ismételt mosa-
sét s6oldattal és a vorosvértestek pelletekké 16rténg cent-
rifugdldsat. A teljes vért elGszor pirogénmentes, 0,5 lite-
res centrifugacsovekbe helyeztiik és 4 °C hémérsékleten
4000 fordulat/perc értéken centrifugdltuk 3040 percen
keresztiil. A virosvértestek a centrifugélds ideje alatt pel-
letekké dlltak Ossze. A feliildszéban 1év8 vérplazmat le-
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szivéssal eltavolitottuk. A vorosvértesteket vagy eritroci-
tdkat visszaszuszpenddltuk egy olyan, jéghideg oldat-
ba, amely tisztitott vizben 16 gramm nétrium-kioridot
(Na Cl) tartalmazott literenként. Ezt az oldatot 1,6%-o0s
szalinként emlitjik a tovdbbiakban. A vordsvértesteket
egy steril és pirogénmentes iivegbottal végzett keveréssel
vagy a centrifugacsovek 6vatos, ismételt atforditdsdval
szuszpenddltuk fel. Miutdn a vorosvértesteket vissza-
szuszpendaltuk, 10 000 fordulat/percen ismételten cent-
rifugdltuk 3040 percen keresztiil 4 °C h6mérsékleten. A
vorosvértesteket djra visszaszuszpendéltuk 1,6%-os sza-
linba, majd 10 000 fordulav/percen ismételten centrifu-
galtuk 3040 percen keresztiil 4 °C hmérsékleten. A vo-
rosvérntestek feltdrasa vagy lizdldsa el6tt a vorosvérieste-
ket dsszesen hdromszor 1,6%-os szalinnal mostuk.

A sejtek mosdsa utdn a vorosvértesteket hipoozme-
tikus sokkal lizdltuk, a kovetkez6 médon. Egy térfo-
gatrész mosott, pelletdlt vordsvértesthez hozzdadtunk
négy térfogatrész jéghideg 0,0025 M nétrium-foszfat
puffert (pH 7,4). A vorosvértesteket a centrifugacsé
ovatos felforditdsdval felszuszpenddituk a pufferben.
Mutdn a virosvérnestek tokéletesen szuszpenddlddiak,
a vordsvértest-szuszpenzi6t egy 6ran keresztiil 0—4 °C
hémérsékleten inkubéltuk, majd ezt kdvetden 30-950
percen 4t 4 °C hémérsékleten 10 000 fordulat/perc ér-
tékkel centrifugdltuk. A centrifugdlés utan a feliiliszo-
ban 1év8 hemoglobint leszivatissal eltdvolitottuk. Bi-
zonyos kisérietekben az elSirdsokat a kovetkez6k sze-
rint médositottuk. Az egy 6rés, 0,0025 M nétrium-fosz-
fat pufferrel 0—4 "C hémérsékleten végzett inkubicié
utdn, de a centrifugdldst megel6zéen 2,0 M nétrium-
klorid-oldatot adtunk hozzd olyan mennyiségben, hogy
a végsG koncentracidja 0.2 M legyen. A nétrium-klo-
ridnak a vorosvénestek lizdtumdhoz valé hozzdaddsa
tisztdbb feliihisz6t eredményezett a centrifugéidst ko-
vetden.

A hemolizdtum elGéllitdsa sordn a centrifugdlds
utdn beépithetink egy kitisztité 1épést is. Ebben a I¢-
pésben egy sziirést elGsegitd anyagot, példdul egy cel-
luiéz-, diatémafild-, polimer- vagy szilicium-dioxid-
szarmazékot adunk mozgatds kozben a centrifugdlt he-
molizdtumhoz. A sziirést elGsegitd anyaggal eltavolit-
juk a tovabbi sztrémafragmentumokat, igy a foszfolipi-
det, amely a centrifugdldssal el6zetesen nem tdvolitha-
16 el teljesen.

A hipoozmotikus sokkal szemben alternat{vét jelent
a vorosvértestek lizdldsdhoz a mechanikai roncsolds,
péld4ul francia préssel vagy nagyobb méret( sejthomo-
genizétorral.

A LAL (Limulus Amoebocyte Lysate) pirogénteszt
alapjan az el@allitott négy hemolizdtum pirogéntartal-
ma 0,05 és 0,2 endotoxin egység (EU) kdzott véltozott.
Anioncserél§ vagy kationcserél§ kromatografidval az
endotoxin és foszfolipid utols6 nyomait is eltdvolitot-
tuk.

2. példa

A virustartalom csokkentése

Amennyiben a borjivér virusokkal szennyezett, a
virdlis terhelés egy részét a vorosvértestek lassii centri-
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fugdldssal végzett mosdsa sordn eltdvolijuk. Egy to-
v4bbi részt a hemolizatum nagysebességi centrifugala-
séval tdvolitunk el, amely a pelletbe keriil. Még egy
tov4bi rész a kitisztitdsi 16pés sordn keriil ki.

A virdlis terhelés tovdbbi csokkentését mikro-
filtrdciéval és/vagy ultrafiltrdciéval végezziik. Egy
0,025-0,040 mikrométeres sziir6vel végzett mikrofilt-
rdlds igen nagy méntékben csokkenti a legiobb virus
titerét. A tovabbi eljérds el6tt a hemolizdtum szdrésére
egy 0,04 mikrométeres Ultipor N66 nylon 66 szlir6be-
tétet (Pall Corporation) alkalmaztunk. Ezen tilmenéen
szilkség esetén egy 300 000 molekulatomeg uitrafilt-
rdciés membran (Filtron Corporation) alkalmazhatd,
amelyet egy ultrafiltrdlé egységbe (Amicon Corporati-
on) merftiink. A hemoglobin szabadon 4tdramlott vala-
mennyi emlitett ultra és mikrofiltrdlé membrénon, mig
a virusok részei visszamaradtak azokon. A két sz(r6-
membrdn egyiittes alkalmazdsa igen j6l csokkenti a
virusterhelést. Ezeknek a szr6tipusoknak mindkét tag-
ja csak alacsony protein-visszatartdst mutat.

A szfirésen kiviil a hemolizdtum vagy a sziirt hemo-
lizétum virustartalma megfelel6 detergensek, etilén-
dinitril-tetraecetsav, a U. S. Food and Drug
Administration (FDA) 4ltal jévdhagyott trinitro-butil-
foszf4t reagens vagy ezeknek az adalékoknak kombi-
néciéban torténd hozzaaddsdval is csokkenthetd.

3. példa

A hemoglobin ioncseréld kromatogrdfidja

Az anioncserél§ kromatografit kiterjedten alkal-
mazzdk az emlds hemoglobinok tisztitdsdban [Willi-
ams, R. C., K. Tsay (1973) Anal. Biochem. 54: 137-
45). Az ajanlott pH és ionerdsség koriilményei kozott a
hemoglobin tigy vihetd fel egy anioncseréldre, hogy az
hozz4kotédik az ioncseréléhsz. A protein és nemprote-
in jellegG szennyezGdések az oszlop kifejlesztése sordn
levélnak a hemoglobinrél. A krilmények lgy is meg-
vélaszthaték, hogy a hemoglobinnak csak csekély affi-
nitdsa legyen vagy semmilyen affinitdsa ne legyen az
anioncserél6 gyantdhoz. Ilyen koriilmények kozou a
szennyezések maradnak vissza az oszlopon. A frissen
prepardlt hemolizdtumban jelen 1év6 1ényeges szeny-
nyezések a kovetkezdk: foszfolipidek, az el6zetes eljd-
rési lépések sordn el nem tdvolitott, visszamaradt po-
tencidlis virusok, bakteridlis endotoxin kis mennyisége,
valamint a hemoglobintdl eltér§ proteinek. Az endoto-
xin, foszfolipid és a plazmaproteinek negativabb toltés-
sel rendelkeznek, mint a hemoglobin, s a megfelelGen
megvilasztott koriilmények kozott nagyobb affinitdst
mutatnak az anioncseréléhoz. Az alkalmas terhelési és
elici6s koriilmények kdzott az anioncserélé kromatog-
rafia alkalmasnak bizonyult a hemoglobin kiolddsdra
az emlitett szennyezések mell6l. Ezen tilmenen az
anioncserél6 kromatogréfia tovabb csokkentette a viré-
lis terhelést is. .

A hemoglobin tisztitdsdnal hdrom szempontot vet-
tiink figyelembe az anioncserél§ kromatogréfidval kap-
csolatban: kotés emelt pH értéken; eliici6 csokkend pH
gradiens mellett; és feltdltés olyan pH korilmények
kozott, amelyeknél a hemoglobin nem kotédik meg az
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anioncserél6n, hanem maradéktalanul 4thalad az oszlo-
pon. Bdr valamennyi kisérletiinket oszlopokon végez-
tiik, a tisztftds elvégezhetS szakaszos iizemmédban is,
kozel azonos eredményekkel. Kisérleteinkben Q-Se-
pharose Fast Flow (Pharmacia) anioncserélét alkal-
maztunk, de meg kell jegyezni, hogy ezek az eljardsok
szdmos olyan, kereskedelmi forgalomban hozz4férhe-
16, alacsony vagy kozepes nyomdsy anioncserél@vel
elvégezhetdk, amelyeket proteinek tisztitdséra fejlesz-
tettek ki, magukban foglalva azokat is, amelyek kvater-
ner aminocsoportokkal vagy dietil-amino-etil-csopor-
tokkal rendelkeznek.

A kationcserél6 kromatogréfidt ugyancsak elterjed-
ten alkalmazzdk az emlds hemoglobinok tisztitdsira
{Bucci, E. (1981) Preparation of isolated chains of
human hemoglobin, Methods in Enzymol. 76; 97-106).
A javasolt pH és ionersség koriilményei kozott a he-
moglobin a kationcserélSre tortén6 felvitelt kdvetSen
az ioncseréléhoz kotddik. A foszfolipid és az endoto-
xin. valamint a plazmaproteinek csak kis affinitdssal
rendelkeznek a kationcserél6hdz olyan koriilmények
kozott, amelyek mellett a hemoglobin kotédik. Az al-
kalmas terhelési €s eliciés koriilmények kozott a kati-
oncseréld kromatogréfia alkalmasnak bizonyult a he-
moglobin elvdlasztdsdra az emlitett szennyezések mel-
16]. Ezen tilmenden a kationcserél6 kromatogrifia to-
vdbb csokkentette a virdlis terhelést is.

A hemoglobin tisztitdsandl két szempontot vettiink
figyelembe a kationcseréld kromatografidval kapcso-
latban: el8szor, a hemoglobint olyan koriilmények ko-
zot vittiik fel. amelyek mellett kotGdik a kation-
cseréléhoz, majd ezt kivetSen linedris pH gradienssel
eludltuk; mdsodszor hemoglobint olyan kériilmények
kozott vittiik fel, amelyek mellett koi5dik a gyantéhoz,
majd egyetlen pH gradiensse! eludltuk. Mindkét méd-
szerben a foszfolipid és az endotoxin maradéktalanul
athalad a gyantdn. s igy a hemoglobintdl elvélaszthat6k
az emlitett szennyezGanyagok. Szdmos, kereskedelmi
forgalomban hozzaférhetd kationcseréld megfelel a ki-
dzdu céloknak. Eldnyosen egy S-Sepharose Fast Flow
(Pharmacia) kationcserél6t alkalmaztunk, mivel ez ki-
val6 proteinkdtési és atfolydsi jellemzékkel rendelke-
zik. Megjegyzendd, hogy nagyon sok olyan, alacsony
vagy kozepes nyomdsd kromatografids kozeg eleget
tesz a kivdnt kovetelményeknek, amely szulfopropil-
vagy karboxi-metilcsoporttal rendelkezik. Ezeknek a
gyantiknak az alkalmazdsa igen gazdasdgos.

3A. példa

Anioncseréld kromatogrdfia linedris pH gradiens-

sel

Ez a kisérlet azoknak az anioncserél$ kromatografi-
ds koriilményeknek a bemutatdsdra szolgdl, amelyek
kdzott a borji hemoglobint felvittik az ioncseréldre.
majd linedris pH gradienssel eluéltuk. Egy 2,5 x 5,5
cm-¢s Q-Sepharose Fast Flow oszlopot készitettiink,
majd egy éjszakdn 4t 0,5 M NaOH oldattal végzeu
mosdssal tisztitottuk. Az oszlopot 100 mM Tris oldattal
(pH 8,5) mindaddig mostuk, amig az oszlopeffluens
pH-ja be nem 4llt 8.5 értékre. Ezt kvetGen az oszlopot
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50 mM Tris oldattal (pH 8,5) ekvilibréltuk. A hozzdve-
t6leg 350 mg hemoglobint tartalmazd, frissen preparélt
borjui vordsvértest hemolizdtum 5 ml-es mintdjat meg-
higitottuk 10 ml 100 mM Tris oldattal (pH 8,5), majd
2,5 ml/perc sebességgel a Q-Sepharose oszlopra vittiik.
A felvitelt kovetden az oszlopot 50 mM Tris oldattal
(pH 8,5) mostuk addig, amfg az oszlopeffluens abszor-
bancidja visszatért az alapvonalra. Az oszlopot ezutdn
linedris gradiens elici6nak vetettilk ald: a kiinduldsi
puffert6l 50 mM Tris oldatig (pH 6,5), tizszeres oszlop-
térfogat alatt végezve a véltoztatdst. A hemoglobin
lényegében egyetlen f6 csiics formdjdban eludlédoit,
elStte és utdna szdmos kisebb csiccsal. A f6 csiics az
oszlopra felvitt hemoglobin 95%-4nak felelt meg. Va-
lamennyi kromatografids eljardst 5 ‘C hémérsékleten
végeztiink.

3B. példa

Anioncseréld kromatordfia egy fokozatii pH gradi-

enssel

Ez a kisérlet azoknak az anioncserél§ kromatografi-
4s koriilményeknek a bemutatdsdra szolgal, amelyek
kdzott a borji hemoglobint felvittlik az ioncserélére,
majd egyetlen lépéses pH gradienssel eludltuk. Egy
2,5 % 5,5 cm-es Q-Sepharose Fast Flow oszlopot készi-
tettiink, majd egy éjszakdn 4t 0,5 M NaOH oldattal
végzett mosdssal tisztitottuk. Az oszlopot 100 mM Tris
oldattal (pH 8,5) mindaddig mostuk, amig az osz-
lopeffluens pH-ja be nem 411t 8,5 értékre. Ezt kdvetSen
az oszlopot 50 mM Tris oldattal (pH 8,5) ekvilibréltuk.
A hozzévetSleg 400 mg hemoglobint tartalmaz6 borju
vorosvértest hemolizdtum mintdjdnak 8 ml-€t meghigi-
tottuk 16 ml SO0 mM Tris oldattal (pH 8,5), mayd 2,7
ml/perc sebességgel felvittiik az oszlopra. A felvitelt
kovetSen az oszlopot 50 mM Tris oldattal (pH 8,5)
mostuk addig, amig az oszlopeffluens abszorbancidja
visszatért az alapvonalra. Az oszlopot ezutdn 50 mM
Tris oldattal (pH 7,4) fejlesztettiik ki, és a hemoglobint
lényegében cgyetlen csiics form4jdban eludltuk az osz-
loprél. A hemoglobint tartalmazé frakcidkban jelen lé-
v3 anyag mennyisége kozel azonos volt az oszlopra
felvitt anyag mennyiségével, jelezve, hogy ebben a
1épésben a visszanyerés kozel kvantitativ.

3C. példa

A hemoglobint vissza nem tarto anioncseréld kro-

matogrdfia

Ez a kisérlet azoknak az anioncserél§ kromatografi-
ds koriilményeknek a bemutatdsdra szolgdl, amelyek
kozott a borji hemoglobin nem kot6dott az anion-
cseréléhoz, hanem maradéktalanul 4thaladt az oszlo-

on.

P Egy 2,5 x 5.5 cm-es Q-Sepharose Fast Flow oszlo-
pot készitettiink, majd egy éjszakdn 4t 0,5 M NaOH
oldattal végzett moséssal tisztitottuk. Az oszlopot 100
mM Tris oldattal (pH 7,4) mindaddig mostuk, amig az
oszlopeffluens pH-ja be nem 4llt 7,4 értékre. A 880 mg
hemoglobint tartalmazg, frissen preparélt borji voros-
vértest hemolizdtum 10 ml-es mintdjdt meghigitottuk
40 ml 50 mM Tris oldattal (pH 7,4), majd 2,5 ml/perc
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sebességgel ennek az oldatnak 35 ml-ét a Q-Sepharose
oszlopra vittiik. A felvitelt kdvetGen az oszlopot 50
mM Tris oldattal (pH 7,4) mostuk addig, amfg a he-
moglobin teljes egészében eludlédott az oszloprél. A
hemoglobin kotddés nélkiil dtjutott az oszlopon, és a
visszanyerés értéke 88% volt.

3D. péida

A hemoglobin kationcseréld kromatogrdfidja

Ez a kisérlet azoknak a kationcserél6 kromatografi-
4s koriilményeknek a bemutatdsdra szolgdl, amelyek
kozott a borjé hemoglobint felvittitk az ioncserélére,
majd linedris pH gradienssel eludltuk. Egy 2,5 x 5.5
cm-es Q-Sepharose Fast Flow oszlopot készitettiink,
majd egy éjszakdn 4t 0,5 M NaOH oldattal végzett
mosdssal tisztitottuk. Az oszlopot 100 mM Bis-Tris
oldattal (pH 6,0) mindaddig mostuk, amig az osz-
lopeffluens pH-ja be nem 4llt 6,0 értékre. Ezt kovetSen
az oszlopot 50 mM Bis-Tris oldattal (pH 6,0) ekvilib-
réltuk. A frissen preparélt borjd vorosvértest hemoliza-
tum 5 ml-es mintdjat meghfgftottuk 10 ml 50 mM
Bis-Tris oldattal (pH 6,0), majd 2,5 ml/perc sebesség-
gel a Q-Sepharose oszlopra vittiik. A felvitelt kovetden
az oszlopot 50 mM Bis-Tris oldattal (pH 6,0) mostuk
addig, amig az oszlopeffluens abszorbancidja visszatért
az alapvonalra. Az oszlopot ezutdn linedris gradiens
elicidnak vetettik ald: az oszlop puffertél 50 mM
Bis-Tris oldatig (pH 8,0), tizszeres oszloptérfogat alatt
végezve a véltoztaidst, Valamennyi kromatografids el-
jarast 5 "C hémérsékleten végeztiink.

4. példa

Borji hemoglobin térhdlésitdsa dimetil-adipinsav-

imiddnal

Egy 170 mg/ml tisziitott borji hemoglobint tartal-
mazo mintédt a kovetkezSképpen kezeltiink. A térhdldsi-
tasi reakciét 1,75 mM vagy 112 mg/ml hemoglobin
tetramer koncentricié mellett végeztiik. A magas tetra-
mer-koncentraciok elsegitik a hemoglobin tetramerek
intermolekuldris térhdlésodasdt. A hemoglobin médo-
sitdsat 50 mM Tris puffer (pH 8,8) jelenlétében, 4 °C
homérsékleten végeztiik. A hemoglobin médositdsa ek-
vimoldris mennyiségd dimetil-adipinsav-imidét hozz4-
addsaval tortént (azaz 1,75 mM dimetil-adipinsav-imi-
ddtot adtunk 1,75 mM hemoglobin tetramerhez). A
dimetil-adipinsav-imid4tos kezelést nyolc alkalommal
ismételtiik meg 30 perces id6kozonként, 4 °C hOmér-
sékleten. Minden egyes alkalmazésndl egy 0,025 mM
natrium-karbonét-oldatban (pH 9,25) 1év6 50 mg/ml
koncentracidji  dimetil-adipinsav-imiddt-oldatot ad-
tunk a hemoglobinoldathoz, 1,75 mM végsé dimetil-
adipinsav-imiddt mennyiségig. A térhdl6sité reagens
beadagoldsdnak ideje alatt a hemoglobinoldatot kever-
tettiik, majd jégen 30 percen keresztiil inkubdltuk. A
harminc perc elteltével egy 0,4 mi-es mintdt vettiink ki,
majd ezt hozzaadtuk 4 ml 0,25 mM nétrium-foszfat
(pH 7.0) pufferhez. Az imidoészter hidrolizisével a
foszfat puffer ledllitotta a térhdlésitdsi reakcidt. A
kvencselést két 6ran keresztiil szobahdmérsékleten vé-
geztiikk. A visszamaradé hemoglobinoldatot ismét rea-

10

15

20

25

30

35

45

50

55

60

géltattuk a térhal6sit6 dgens friss oldatdval. A nyolc
reakciGeiklust 3,5 6ra alatt hajtottuk végre. Az ebben a
kisérletben alkalmazott egyedi imidoészter a dimetil-
adipinsav-imid4t volt. Egyéb imidoészterek ugyancsak
felhaszn4lhat6k.

5. példa

A dimetil-adipinsav-imiddnal térhdlésitott hemo-

globin méretkizdrdsos nagynyomdsii folyadékkro-

matogrdfidja (SEC-HPLC)

A hemoglobin koncentréciéjét spekirofotometrid-
san hatdroztuk meg, ismert extinkci6s koefficiensek
alkalmazdsdval [Benesch, R. E., Benesch, R., S. Yung,
(1973) Equations for the spectrophotometric analisys
of hemoglobin mixtures. Analyt. Biochem. 55: 245-
48]. A reakcitermékeket a térhdlositészer minden
egyes hozzdaddsa utdn méretkizdrdsos HPLC (SEC-
HPLC) segitségével megvizsgaltuk. A kvencselt reak-
cioterméket 0,2 M nétrium-foszfat (pH 7,0) pufferben
milliliterenként 1 mg hemoglobin tetramer koncentré-
ciéra higftottuk. A higitott terméket két kiilondllé mé-
don analizdltuk SEC-HPLC itjdn. Az els§ mdédszer
szerint 0,2 M nétrium-foszfat (pH 7,0) pufferrel ekvi-
libr4lt Zorbax GF-250 SEC oszlopot (Dupont) €s 1
ml/perc sebességet alkalmaztunk. A mésodik médszer
szerint 0,1 M nétrium-foszfat (pH 7,0) pufferrel ekvi-
libr4lt Superose 12 FPLC oszlopot (Pharmacia) hasz-
néltunk. El6zetesen mindkét oszlopot ismert molekula-
tomeg( proteinekkel kalibraltuk.

A dimetil-adipinsav-imidéttal végzett, folyamato-
san ismételt térhal6sitds fokozatos novekedést eredmé-
nyezett a polimerizilt, tetramer stabiliz4lt hemogiobin
mennyiségében. A Superose 12 oszloppal végzett SEC-
HPLC segitségével meghatdrozott molekulatbmeg-tar-
toményok a kévetkezdk voltak: 1.) % >400 000 dalton,
2.) % >64 000 dalton és <400 000 dalton és 3.) %
<64 000 dalton. A térhéldsitds négyszeri ismétlést ko-
vetden a szdzalékos értékek a kovetkezdk voitak: 1.)
0%, 2.) 40,64%, 3.) 59,36%. Hétszeri ismétlés utdn a
szdzalékos értékek a kovetkezSképpen alakultak: 1.)
4,1%, 2.) 50,4% és 3.) 45,5%. Nyolcszori ismétlés utdn
a kisvetkez8 sz4zalékos értékeket nyertiik: 1.) 7,5%, 2.)
50,6% és 3.) 41,9%. A 64 000 daltonnil kisebb mole-
kulatémeget jelz8, hdrom csiicsbél 416 csoport szim-
metrikus volt a kézépss, 30 000 dalton molekulatéme-
get jelzd csiicshoz képest. Ez a frakci6 egyiitt eludls-
dott a médositatlan borjid hemoglobinnal, s feltehetSleg
f6leg hemoglobin dimerekbdl 4ll. A térhildsitds hét-
szeri ismétlése utdn a hemoglobin methemoglobin-tar-
talma <2,5% volt. A keresztkdtéses hemoglobin Idthaté
spektruma hasonl6 a médpsitatlan borji hemoglobiné-
hoz.

6. példa

A térhdidsitott hemoglobin ndtrium-dodecil-szulfdt

poli(akril-amid) gélelektroforézise

A nétrium-dodecil-szulfat poli(akril-amid) gélelekt-
roforézist (SDS-PAGE) keresztktéses és térhélositat-
lan hemoglobin mintdkkal végeztiik, a kovetkezokben
leirtaknak megfeleléen. A hemoglobin mintdkat
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2 mg/ml koncentrcidra higitottuk 0,005 M nétrium-
foszfat (ph 7,4) és 0,15 M ndtrium-klorid oldatdval,
majd a meghigitott mintdkat $sszekevertiik hdrom rész
standard SDS-gél pufferrel, s ezt kévetSen a mint4kat
37 °C h6mérsékleten 3 6ran keresztiil inkub4liuk. A
mintdkat 10-20% 1SS minigéleken futtattuk, a nemre-
dukdlt formdban. A térhélésitds hétszeres ismétlését
kovetBen nyert keresztkotéses hemoglobin SDS-PAGE
vizsgilata azt mutatta, hogy a minta 80%-a térh4lésftva
volt az alegységek kozou. Az alegység molekulatome-
gének legaldbb nyolc t6bbszérdse volt jelen, vala-
mennyi kdzel azonos mennyiségben.

7. példa

A térhdldsitort és a nemtérhdidsitott borjii hemo-

globin oxigénegyensiilva

A térhélésitott és a nemtérhélésitott borji hemoglo-
bin oxigénegyensilyanak mérését egy Hemoxanalyzer
késziilék (TCS Medical Industries) segitségével végez-
tik. A dimetil-adipinsav-imidét reakciéjanak hétszeri is-
métlésével nyert térhdlGsitott hemoglobin mintdjét fosz-
fat pufferelt szalinban (pH 7,4) 1,5 mg/ml koncentraciéra
higitottuk, majd analizdltuk. Azonos koriilmények kézott
elemeztiik a médositatlan hemoglobin mint4jat is, vala-
mint azt a glutdraldehiddel a sajdt laboratériumunkban
elGallitott térhaldsitott borju hemoglobint, amelynek els-
allftdsat a kordbban mdér ismertetett médszerrel végeztiik
[Guillochon, D. et al., (1986) Effect of glutaraldehyde on
hemoglobin, Biochem, Pharm. 35: 317-23]. Az egyes he-
moglobinfajidkra a P50 értékek (P50 a féltelitésnél mért
parcidlis oxigénnyomds) a kévetkezdk voltak: a dimetil-
adipinsav-imiddttal térhdldsitott  hemoglobin  esetén
1,800 kPa (13,5 Hgmm); a glutdraldehiddel térhalésitott
hemoglobin esetén 1.900 kPa (14,25 Hgmm); és a médo-
sitatlan borju hemoglobinra 3.166 kPa (23,75 Hgmm)
volt.

8. péida

A térhdlositott és a nemiérhdldsitort borjik hemo-

globin stabilitdsi vizsgdlatai

Dimetil-adipinsav-imidéttal hétszeri ismétléssel
térhalésitott borju hemoglobint, médositatlan borji he-
moglobint, valamint glutdraldehiddel térhélésitott he-
moglobint 0,125 M nétrium-foszfat pufferben (pH 7.1)
36-37 °C hémérsékleten inkubdltunk. A dimetil-adi-
pinsav-imidattal térhélésitott borji hemoglobin és a
mddositatlan borji hemoglobin koncentrdcidja 40
mg/ml, mig a glutdraldehiddel térhéldsitott hemoglobin
koncentricidja 28 mg/ml volt. Meghatdrozout idéks-
zOkben valamennyi hemoglobinfajtdhél mint4t vet-
tiink, 0,25 M nétrium-foszfat pufferben (pH 7,3) 1/100
ardanyban meghfgitottuk, majd 680 nm és 420 nm ko-
z6tt egy Shimadzu Model 160 UV-ldthaté pésztdzé
spektrofotométer segitségével szkenneltiik. A methe-
moglobin-tartalmat valamennyi spektrum elemzése
alapjan hatroztuk meg, ismert egyenletek felhaszndld-
sdval [Benesch, R. E., Benesch, R., S. Yung, (1973)
Equations for the spectrophotometric analisys of he-
moglobin mixtures. Analvt. Biochem. 55: 245-48). A
spektrumokat 22 “C hémérsékleten vettiik fel.
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A dimetil-adipinsav-imid4ttal térhélésitott borjud he-
moglobint, valamint a glutdraldehiddel térhéldsitott he-
moglobint 4 “C h6mérsékleten tovabbi idtartamig in-
kubiéltuk. Id6kozonként mintdkat vettiink, és a fentiek-
ben ismertetett médon meghatéroztuk a methemoglo-
bin-tartalmukat.

A 36-37 °C hémérsékleten végzett inkubéciéban a
dimetil-adipinsav-imid4ttal térhélésitott, a glutdr-
aldehidde! térhél6sitott és a médositatlan borji hemog-
lobin mintdk az el&bbi sorrendnek megfelelden 2,5%,
8,0% és 3,5% methemoglobint tartalmaztak az inkub4-
ci6 kezdetén. A 36-37 °C hémérsékleten végzett inku-
béciéban 5 6ra elteltével a dimetil-adipinsav-imidattal
térhélésitott, a glutdraldehiddel térhélésitott és a médo-
sftatlan borji hemoglobin mintdk az elébbi sorrendnek
megfeleléen 8,9%, 44,4% és 8% methemoglobint tar-
talmaztak. Huszonnégy 6ra utdn a dimetil-adipinsav-
imiddttal térhélositott, a glutdraldehiddel térhélésitott
és a moédosftatlan borji hemoglobin mintdk az el6bbi
sorrendnek megfelelSen 24,1%, 87,9% és 42% methe-
moglobint tartalmaztak. Negyvennyolc 6ra elteltével a
dimetil-adipinsav-imiddttal térhéldsitott és a médosi-
tatlan borji hemoglobin mintdk az elGbbi sorrendnek
megfelelSen 46,5% és 68% methemoglobint tartalmaz-
tak. A dimetil-adipinsav-imidattal térhdlésitott hemog-
lobin 36-37 *C h8mérsékleten stabilabb a methemog-
lobin-képz&déssel szemben, mint a médositatlan borju
hemoglobin. A szakirodalmi adatok alapjdn a glutdral-
dehiddel térhdlésitott humén hemoglobin négyszer
gyorsabban autooxid4l6dik, mint a médosftatlan hu-
man hemoglobin {Guillochon, D. et al., (1986) Effect
of glutaraldehyde on hemoglobin, Biochem. Pharm.
35: 317-23]. Nemviért eredmény volt, hogy a dimetil-
adipinsav-imidattal térhédlésitott hemoglobin az auto-
oxiddcidval szemben stabilabbnak bizonyult, mint a
mddositatlan borji hemoglobin. A dimetil-adipinsav-
imiddttal térhaldsitott és a glutdraldehiddel térhal6sitott
borji hemoglobin autooxiddciéval szembeni stabilit4-
st ugyanabban a pufferben 28 napos, 4 “C hémérsék-
leten végzett inkubacié utdn is mértiik. A dimetil-adi-
pinsav-imidattal térhdlésitott borji hemoglobin esetén
28 nap elteltével a methemoglobin koncentraciéja
2.5%-161 9,6%-ra nétt. A glutdraldehiddel térhalésitott
borji hemoglobinndl azonos id6 elteltével 8,0%-rél
23.5%-ra emelkedett a methemoglobin-koncentréicio.

9. példa

A dimetil-adipinsav-imiddtal térhdiésitont borji

hemoglobin preparativ méretkizdrdsos kromatog-

rdfidja

A preparativ méretkizdrdsos kromatografiat a kis,
azaz <64 000 dalton molekulatomegl fajtdknak a
dimetil-adipinsav-imiddttal térhalésitott borji hemo-
globinb6l torténd eltdvolitdsdra alkalmaztuk. Egy
2.5x 90 cm-es, 0,025 M nétrium-foszfat, 0,15 M
NaCl (pH 7,4) oldattal 4 "C hémérsékleten ekvilib-
ralt Sephacry] S200 HR (Pharmacia) oszlopra vittiik
fel a 40 mg/ml koncentrdci6ju, dimetil-adipinsav-
imidéttal térhaldsitott borji hemoglobint. A felvitt
anyag térfogata az oszlopdgy térfogatdnak 1%-4t tet-
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te ki, az 4tfolyasi sebesség 0,45 ml/perc volt. A
kromatogrdfidb6l szdrmazé egyes csticsoknak meg-
felel6 frakcidkat egyesftettilk, majd az gy kapott,
egyesitett mintdkat a benniik 1év6 hemoglobinfajtdk
molekulatdmeg-eloszldsdnak meghatdrozdsa célja-
bél a fentieknek megfelelS korilmények kozott Su-
perose 12 oszlopon SEC-HPLC-vel analizéltuk. Az
eldoszlop vagy felvitt mintét a Superose 12 oszlopon
ugyancsak vizsgéltuk.

A preparativ méretkizdrasos kromatogrifia a di-
metil-adipinsav-imidattal térhélésitott borji hemog-
lobint két f& frakcidra vdlasztotta szét. Az 1. frakci6,
amely a kinyert hemoglobin teljes mennyiségének
51.3%-4t tartalmazta, a nagyobb molekulatomeg tér-
héldsitott hemoglobinfajtdkat tartalmazta. A 2. frak-
ci6 a 64 000 daltonndl kisebb molekulatdmegd ke-
resztkdtéses hemoglobint tartalmazta. Az elSoszlop
keresztkotéses hemoglobin frakcié SEC-HPLC vizs-
gilata azt jelezte, hogy annak 2,6%-a >400 000 dal-
ton, 47,2%-a >64 000 dalton és 50,2%-a <64 000
dalton. Az analitikai SEC-HPLC alapjén a preparatfv
méretkizdrdsos kromatografidval nyert, tisztitott 1.
frakcié 4,7%-a >400 000 dalton, 92,7%-a >64 000
dalton és 2,6%-a <64 000 dalton. Ez a médszer kiv4-
16an megfelelt a kisebb molekulatémegii hemoglo-
binfajték eltdvolitasara.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Hemoglobin, amely lényegileg szennyezésmen-
tes. bifunkciondlis imidoészterrel van térhilésitva, a
moédositatlan hemoglobinndl stabilabb a methemoglo-
bin-képzddésse]l szemben; tilnyomorészt tetramer-
alakban van és P50 értéke vagyis parcidlis oxigén-nyo-
més féleliten &dllapotban legaldbb 1,7 kPa (13 mm
Hg-oszlop) 7.4 pH-értéknél.

2. Az 1. igénypont szerinti hemoglobin, amelyben az
imidoészter dimetil-adipimidat vagy dimetil-parafasav-
imidat.

3. Az |. vagy 2. igénypont szerinti hemoglobin,
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amelynek legaldbb 80%-a legaldbb 64 000 molekula-
tomegd.

4. A 3. igénypont szerinti hemoglobin, amelynek
legaldbb 95%-a legaldbb 64 000 molekulatémegd.

5. Készitmény, amely az el6z6 igénypontok barme-
lyike szerinti hemoglobint és gy6gyszerészeti szem-
pontbél elfogadhaté hordozékdzeget tartalmaz.

6. Az 5. igénypont szerinti készftmény, amelyben a
hordozékozeg tisziftott viz vagy fiziol6gids konyhasdol-
dat.

7. Eljarés ilnyomorészt 64 000 molekulatsmeg( €s
7,4 pH-értéknél legaldbb 1,7 kPa (13 mm Hg-oszlop)
P50-ériékd térhaldsitott hemoglobin el§éllftdsdra, tiszti-
tott hemoglobinlizdtum bifunkciondlis imidoészierrel,
legalbb 8,0 pH-értéknél risz-HCl-puffert tartalmaz6 po-
limerizéci6s oldatban torténé térhalésitdsa Gtjan.

8. A 7. igénypont szerinti eljdrds, amelyben a poli-
merizéciés oldat natrium-kloridot tartalmaz.

9. A 7. vagy 8. igénypont szerinti eljdrds, amelyben
a pH-érték 8,0 és 12,0 kozott van.

10. A 7. vagy 8. igénypont szerinti eljdrds, amely-
ben a polimerizaci6s oldat 50 mM trisz-HCI-t és 0,1-
2,0 M nitrium-kloridot tartalmaz.

11. A 7-10. igénypontok barmelyike szerinti elja-
r4s, amelyben a tisztitott hemoglobin-lizitum oxigénta-
lanitva van.

12. A 7-11. igénypontok barmelyike szerinti eljd-
ras, amelyben a kis molekulatdmeg( hemoglobint mé-
retkizéréssal tdvolitjuk el.

13. A 12. igénypont szerinti eljards, amelyben a
méretkizards kromatografids Gton torénik.

14. A 7-13. igénypontok barmelyike szerinti eljé-
rds. amelyben imidoészierként dimetil-adipimidatot
vagy dimetil-parafasav-imidatot alkalmazunk.

15. A 7-14. igénypontok barmelyike szerinti elj4-
ras, amelyben a polimerizdciot a tisztftott hemoglobin-
nak az imidoészter ekvimoldris mennyiségével val6
ismételt kezelésével végezziik.

16. Eljaras az 5. vagy 6. igénypont szerinti készit-
mény el6dllitasdra, a hemoglobinnak a hordozékozeg-
gel val6 egyesitése utjan.
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