9 s .

-

1563093  KOZZETETELI PELDANY e 4 -

v
-

e O0C e .
. .

.

L] .
Sse s00 oo, 000 00

.
P s .
it q ;

P

s | Y .
é }’g ey / -~
i N |8 ;
& dmi .
G Ny
&

N E N Ty ‘"’:/"(-?-P\m/\‘ |
IMIDOESZTERﬁEh—EERHAﬁGSi%G@T HEMOGLOBIN KRGZEFMENYEK T i ALL (A
BN A
THE UPJOHN COMPANY, Kalamazoo, Michigan, A. | .
| N ¢

A bejelentés napja: 1991. 10. 03.
Elsébbsége: 1990. 11. 29. (07,619,840)
Amerikai Egyesilt Allamok

A nemzetkdzi beJelentes szédma: PCT/US91/07155
A PR U VS AT R %) (RS SO R AR G

KIVONAT

A talalmany az él6 sejtekhez torténd oxigén-
szallitasra alkalmas térhdaldésitott hemoglobin készitmény-
re vonatkozik. A készitményben 1év8d hemoglobin lényegében
szennyezddésmentes és egy imidoészterrel térhalésitott. A
hemoglobin tdlnyoméan tetramer formdban van Jjelen a
készitményben és P50 értéke legaldbb 1,733 kPa (13 Hgmm).
El8ny&sen a térhdaldésitott hemoglobin készitmény
tdlnyoméan legalabb 64000 értéki molekulatdmeggel

rendelkezik.
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A talalméany hgégbéﬁ”"fogiuiﬁaMna térhdlésitott
hemoglobin készitmény el6dllitdsi eljarasas-—i6. Ennek
soran egy tisztitott hemoglobin liz&tumot imidoészterrel
legalabb 8,0 értékli pH-n, egy Tris-HCl-ot tartalmazéd
polimerizaciés oldatban térhalésitanak, mialtal a tér-
halésitott hemoglobin tilnyomérészt 64000 értéku
molekulatémeggel és legaldbb 1,733 kPa (13 Hgmm) P50

értékkel rendelkezik.

A tisztitott és térhdlésitott hemoglobin az
autooxidaciéval szemben megndvelt Kkeresztkdtés-stabi-
litadssal rendelkezik, s 3j61 alkalmazhaté az emldsdk
szamara vérhelyettesitdként, illetve oxigénszallité

folyadékként.
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A talalmany targya Uj eljaras olyan, tisztitott
hemoglobin készitmény eld4dllitasara, amely alkalmas a vér
helyettesitésére a humdn vagy &llati szervezetekben
transzfazié sordn vagy felhaszndlhaté oxigénszallité
folyadékként . A keresztkitéses hemoglobintermék
~1ényegében szennyezddésmentes, amennyiben csak nagyon kis
ﬁennyiségben tartalmaz bakteridlis endotoxint és foszfo-

lipidet.

A hemoglobin szerkezetét és funkciéjat a korab-
biakban mar részletesen attekintették [Bunn. H. F., and
B. G. Forget, Hemoglobin: Molecular, Genetic and Clinical
Aspects, W. B. Saunders Company, Philadelphia, 690 pp.,
(1986)]. Az emldés hemoglobin egy tetramer, amely két,
egymastél eltérd, alfa és béta alegység két-két tagjat
tartalmazza. Mindegyik alegység hozzavetdleges molekula-
tomege 16000 és egy centrdlis vasatommal rendelkezd hem-
csoportot tartalmaz. A proteinrégié vagy globin a hemben
lévé vasnak a redukdlt vagy ferro-allapotban tartasat
biztositja, lehetdséget nyGjtva arra, hogy a hemoglobin-

molekula az oxigént reverzibilisen megké&sse.

Az emlbés hemoglobint nem egy olyan, statikus
tetramerként kell elképzelni, amely egy 64000-68000
molekulatdmegli egyetlen proteinfajta. Valéjadban kovalens
k&tésekkel egymdshoz kapcsolédd alegységekbdl épiil fel,
és monomer~dimer, valamint dimer-tetramer kélcson-

hatdasokat magdban foglaldé dinamikus egyensilyban létezik.
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A hemoglobin mindenkor hozzdvetdleg 16000 molekulatdmegi
monomerek, 32000 molekulatdmegli dimerek és tetramerek
meghatarozott &Osszetételébél &ll. A monomer-, dimer- és
tetramerfajtdk oldatban 1évé eloszlasa fiigg a hemoglobin
koncentréciéjétél, a hemoglobin ligandallapotatél, a pH-

'té61, valamint a hemoglobint tartalmazé oldat sédssze-

tételétsl.

Az emlds hemoglobint a vordsvértestek vagy
eritrocitdk tartalmazzak. Az emlésékben ezek a kiildnleges
sejtek az érés soradn elvesztették sejtmagjaikat, és mas
proteineket csak igen alacsony Kkoncentraciéban tartal-
mazva, egyszeriien csak a hemoglobin zsdkjaiként
funkcion&lnak. A hemoglobin szamos okbél kifolydlag kap-
csolédik a keringé eritrocitdkhoz. Elséként, ha a
hemoglobin nem a sejtekben volna, hanem helyette
szabadon, oldatban aramlana, a kapilldrisfalakon, a vesén
vagy egyéb helyeken toérténdé 4tjutédssal igen konnyen ki-
keriilne a keringésbdl. Bizonyos gerinctelen organizmusok
ezt a problémdt ugy oldottdk meg, hogy milliés nagysag-
rendben 1évé molekulatomegi polimer hemoglobinokat
fejlesztenek, amelyek tidlsdgosan nagyok ahhoz, hogy
dtjussanak a kapillarisokon és a vese nefronjan. A
vordsvértestek &ltal nyGjtott tovdbbi funkcidék kdzé
tartoznak példaul a kovetkezOk: a védett Kkérnyezet, amely
a hemoglobin-molekuldt megvédi a proteolitikus szérum-
proteinektdl; a hemoglobin funkciéjanak ellatasat

leheté&vé tevd ionegyensily fenntartdsa; a hemben 1évd vas



9 S0 B30 » o
. . *e o
» 049 e . .

£l 1] .
08 o3s evo asy bage

redukalt (funkcidés) &llapotban tartasat biztosité enzim-
rendszer; valamint az allosztérikus effektor (végrehajté)

molekuldk jelenlétének irdnyitdsa (kontrollija).

A»humén szervezetben végzett transzfizié soran
alkalmazott vér -—~helyettesitésére alkalmas tisztitott,
sztrémamentes hemogiobinoldatok eldallitasdra igen jelen-
t0s erdfeszitések torténtek mar a kordbbiakban. [Blood 4:
380-385, (1949); Rabiner, S. F., Heibert, 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); Christensen, 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 Feola, M., Gonzalez, H., Canizaro,
P. €., Bingham, D. and P. Periman, Development of a
bovine stroma-free hemoglobin solution as a blood substi-
tute. Surg. Gyn. Obst. 157: 399-408 (1983)]. Ezekben az
oldatokban a hemoglobin egy médositds nélkiili allapotban
van, s a hemoglobin szabadon az alegységeivé disszocidl-
hat. A médositatlan hemoglobin infaziéja a hemoglobinnak
a keringésbdl torténd gyors kivalasahoz vezet. Ezen tdl-
menden a médositds nélkili hemoglobin infaziéja - a
beszamoldk szerint - szamos k&ros hatassal Jar a
szervezetben, tdbbek ko&zoétt vesemérgezést okoz. A médosi-
tatlan hemoglobinnal O&sszefliggésben &116 nefrotoxicitéas

annak kimondasdra kényszeritette az Amerikai Egyesiilt
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Allamok hivatalos hatésagat (Center for Biologics Evalua-
tion and Research of the U.S. Food and Drug Administra-
tion), hogy a hemoglobin alapd oxigénszallitékban
megtiltsa a médositatlan hemoglobin jelenlétét.

A hemoglobinoldatoknak a hemoglobin polipeptid-
lancai ko6z6tti kovalens kémiai kétések kialakitasaval
torténd stabilizalasat szamos kézlemény leirja [Rausch,
C. W., and M. Feola, Extra pure semi¥synthetic blood sub-
stitute, ©PCT/US87/02967. bejelentési és WO/88/03408.
kbzzétételi szami nemzetkdzi szabadalmi bejelentés (1988.
05. 19.); Bonhard, K., and N. Kothe, Cross-linked
hemoglobin of extended shelf life and high oxigen trans-
port capacity and process for preparing same, 4,777,244.
szami amerikai egyesiilt &llamokbeli szabadalmi leiras;
Bucci, E., Razynska, A., Urbaitis, B., and C. Fronti-
celli, Pseudo cross-link of human hemoglobin with mono-
(3,5-dibromosalicyl)fumarate. J. Biol. Chem. 264: 6191-
6195 (1989); valamint a 4,001,200. szdmd amerikai

egyesiilt 4llamokbeli szabadalmi leiras].

Keresztkotéses hemoglobin készitményeket
ismertettek a korédbbiakban a 4,001,200., a 4,011,401., a
4,053,590. és a 4,061,736. szama amerikai egyesiilt
dllamokbeli szabadalmi leir&sban.

A keresztkétéses borjd (bovine) hemoglobint és
annak eldallitasat irjadk le a koévetkezd helyeken: Feola,

M., Gonzalez, H., Canizaro, P. C., Bingham, D. and P.



Periman, Development of a bovine stroma-free hemoglobin
solution as a blood substitute. Surg. Gyn. Obst. 157:
399-408 (1983); és a PCT/US87/02967. bejelentési és
wW0/88/03408. kozzétételi szami nemzetkdzi szabadalmi

bejelentés (1988. 05. 19.).

‘A dimetil-adipinsav-imidat és normdl human
hemoglobin (HbA), valamint sarlésejtes hemoglobin (HbS)
reakcidéit ismertetik a kévetkezd heiyen: Plese, C. F.,
and E. L. Amma, Circular dichroism as a probe of the
allosteric R-T transformation in hemoglobins and modified
hemoglobins (1977). A 3,925,344. szami amerikai egyesiilt
dllamokbeli szabadalmi 1leirds egy plazmaprotein anyag
vagy plazmaexpander eldallitasahoz imidoészterekkel
kialakitott keresztkotéses hemoglobint ir le; ugyanakkor
ez az anyaqg nem felel meg oxigénszdllité folyadékként.
Beszamoltak arrél, hogy az imidoészterekkel (DMA) végzett
térhdlésitds megndveli az oxigénnek az affinitdsat a
hemoglobinhoz, amely alkalmatlannd teszi ezdltal a
hemoglobint az oxigén szillitdsdra és annak fel-
szabaditasara [Pennathur-Das, R., Heath, R. H., Mentzer,
W. C., and B. H. Lubin, "Modification of hemoglobin S
with dimethyl adipimidate - Contribution of individual
reacted subunits to changes in properties, Biochim. Bio-
phys. Acta 704: 389-397 (1982); Pennathur-Das, R.,
Vickery, L. E., Mentzer, W. C., and B. H. Lubin,
"Modification of hemoglobin A with dimethyl adipimidate -

Contribution of individual reacted subunits to changes in



oxygen affinity, Biochim. Biophys. Acta 580: 356-365

(1979)7.

A korabbiakbél kovetkezden sziikség van a
térhalésitott hemoglobin elsallitasadhoz egy olyan
eljarasra, amely a hemoglobint stabilizdlja, els&sorban
tetramer forméban, illetve tObbszérés tetramer forméban,
oly médon azonban, hogy az el&dllitott keresztkdtéses
hemoglobin még olyan P50 értékkel (PSO a féltelitésnél
mért parcidlis oxigénnyomds) és oxigénaffinitiassal ren-
delkezzen, amely Kkelldképpen alacsony az oxigénnek egy
€186 szervezetben torténd szdllitdsdhoz, majd az oxigénnek
a sejt szamara torténd felszabaditdsdhoz. Lényeges tehit,
hogy a molekulatdmeg tdlnyoméan legaldbb 64000 legyen
(ami a hemoglobin tetramer formdjanak felel meg), kevés
64000-nél kisebb molekulatdmeggel, azaz dimer vagy
monomer formaval, és kevés 64000-nél nagyobb molekula-
tdmeggel egylitt, amely molekuldk kelldképpen nagyok
ahhoz, hogy az emlds szervezetekben eldnyds hatéast
valtsanak ki. Egy ilyen polimerizdciés eljardsnak a ki-
fejlesztése rendkiviil kivadnatos volna annak érdekében,
hogy egy eredményes oxigénszallité helyettesitét

talaljunk.

A talalmany egyik targya egy olyan stabil, tér-
halésitott hemoglobin készitmény, amely alkalmas az oxi-
gén szillitasara és felszabaditdsdra az é16 sejtekben. A

hemoglobin 1lényegében szennyezddésektdl mentes, s a



térhaldésitast egy 1imidoészterrel végezzilk, midltal a
hemoglobin talnyomérészt tetramer vagy annd&l nagyobb for-
makban van jelen. A hemoglobin keresztkotéseinek
kialakitdasara alkalmas eldnyds imidoészterek kozé tar-
tozik a diﬁétil—adipinsav—imidét és a dimetil-parafasav-
-imid4t. Tetramer vagy anndl nagyobb formdban 1évs
hemoglobinnak az tekinthets, émelyben a keresztkotéses
hemcglobin legaldbb 80 %-a legalabb 64000 dalton
molekulatémeggel rendelkezik, még eldnydsebben a
keresztkdtéses hemoglobin legaldbb 90-95 %-a legalébb
64000 dalton molekulatdmeggel rendelkezik. Ezen tdlmenden
az imidoészter keresztkétéses hemoglobin a met-
hemoglobinhoz képest rendkiviil stabil, valamint legaldbb
1,733 kPa (13 Hgmm) értékl oxigénaffinitdssal (P50) ren-

delkezik.

A kezelt emlds szervezetbe torténd transzfazié
vagy injekcié bejuttatdsénak eldsegitésére vagy oxigén-
szallité folyadékként az analitikai, transzplantaciés
vagy laboratériumi felhaszndlasra a keresztkotéses
hemoglobin készitmény magdban foglalhat egy gydégy-
szerészeti szempontbél elfogadhaté hordozdéksdzeget is. A
jellegzetes, gyégyszerészeti szempontbél elfogadhaté hor-

dozdkdzegek kozé tartozik a viz és a szalinoldat.



A talalmany tovabbi targyat képezi egy eljaras
keresztkotéses hemoglobin készitmény eldallitasara,
amelynek soran:

a) emlds vért gylijtiink be,

b) a vérésvértesteket a begylijtott  vérbél
elkiilénitjlik és a vérdsvértesteket mossuk,

c) a mosott vérésvértesteketulizéljuk,

d) a hemoglobin 1lizadtum Kkinyeréséhez a 1lizalt
vérosvértesteket centrifugéljuk,

e) a lizatumot anioncseréld vagy kationcseréld
kromatografidval tisztitjuk,

f) a tisztitott hemoglobin kinyerésére a Kkro-
matografidbél kapott eludlt liz&tumot ultra-

filtradlasnak vagy mikrofiltrdlasnak vetjik

ala, és
g) a tadlnyomdérészt tetramer forméaban lévé
hemoglobin kinyerésére a tisztitott

hemoglobint egy imidoészterrel térhalésit-

juk.

A vordsvértestek feloldasat (lizalasat) hipo-
ozmotikus sokk segitségével végezhetijiik. Az ultra-
filtralast jellegzetesen egy 300000 molekulatémegl
membrannal, mig a mikrofiltrdlast 4ltaldban egy kéril-
beliil 0,025 mikrométer és koriilbelidl 0,040 mikrométer
k6zotti méretl szlirdvel végezziik. Alternativ médon az
imidoészterrel végzett térhdlésitasi (9) lépést

elvégezhetjik a (d) lépésben nyert hemoglobin lizatummal,
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midltal az (e) lépés a keresztkdétéses hemoglobin
tisztitasaval kezdddik. Az eljards magdban foglalhat egy
tovabbi, (h) 1lépést 1s, amelynek soran a tisztitott,
térhalésitott hemoglobint affinitdskromatografaljuk
(méretkizardsnak vetjik ala), midltal az alacsony
(kisebb, mint 64000 dalton) molekulatdmegl hemoglobint
eltavolitjuk. Szokdsosan a méretkizarast aiacsony nyomasua

affinitaskromatografidval végezziik.

A taldlmany egy olyan, imidoészter
keresztkdtéses hemoglobin készitményt ismertet, amely
lényegében szennyezddésmentes, tovabba alapvetden
tetramer vagy annél nagyobb formdban van, s a hagyo-
manyos, példaul glutaraldehiddel térhalésitott
hemoglobinnal jobb stabilitdssal rendelkezik a hemoglobin
oxiddciéjaval szemben. A hemoglobin készitmény tal-
nyomérészben 1legaldbb 64000 dalton értékli molekula-
tomeggel és fokozott keresztkdStés-stabilitdssal ren-
delkezik. A hemoglobin megfelel a véroxigén sz&llitasanak
helyettesitdjeként az emldsckben vagy &ltaldnosan mint

oxigénsz4l1ité folyadék.

A taldlméany eljarast ismertet hemoglobin
tisztitasdra és térhdlésitasara olyan imidoészterekkel,
amelyeket Kkorabban még nem alkalmaztak a hemoglobin
keresztkdtéseinek kialakitdsdra transzfuzidés gyégyaszati
készitményként torténd alkalmazds céljaval. Ezek a bi-

funkciés imidoészter térhalésité anyagok egyebek k&zdtt
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magukban foglaljdk a dimetil-adipinsav-imidatot és a
dimetil-parafasav-imiddtot. A korabbiakban mar alkalma-
zott hemoglobin térhdlésité szerekhez viszonyitva az
elébbi térhaldésité anyagok Jjelentds eldnydkkel ren-
delkeznek. Az 4ltalunk alkalmazott reakcidkdriilmények egy
szlk molekulatdmeg-eloszlast biztositanak és lehetévé

teszik az oxigén szallitasat.

Az imidoészterek, amilyen példaul a dimetil-
~adipinsav-imidat és a dimetil-parafasav-imidat, két-
funkciés térhalésité reagensek, amelyek specifikusan és
gyorsan reagdlnak, enyhe k&rilmények k&6zé6tt. Stabil
amidin adduktokat képeznek a lizincsoport epszilon-amino-
-csoportjaival és a polipeptidlancok aminoterminalis
aminjaval [Wold, F. (1972) Bifunctional reagents. Methods
in Enz. 25: 623-651; Peters, K., and F. M. Richards

(1977) Chemical cross-linking: reagents and problems ir
studies of membrane structure. Ann. Rev. Biochem. 46:
523-551]. A térh4ldésitd reagens Jellegzetesen egy-két
aminocsoporttal reagdl hemoglobin alegységenként. Néhany
keresztkotés a két béta 1lanc 1lizincsoport (béta-82)
k6zétt fordul eld, s ez stabilizdlja a humadn hemoglobin
tetramer form&jat. A hemoglobin S szamdra sarlésejt-
ellenes (antisickling) &gensként to6rténd alkalmazasban
mar vizsgdltdk a dimetil-adipinsav-imiddtot [Lubin, B.
H., Pena, V., Mentzer, W. C., Bymun, E., Bradley, T. B.,

and L. Packer (1975) Dimethyl adipimidate: a new anti-

sickling agent. Proc. Natl. Acad. U.S.A. 72: 43-46]. A
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béta-82 1lizin médositdsa megvaltoztatja a HbS dezoxi-
genalt formajanak konformacidéjat, s ily médon megakada-
lyozza annak kristdlyosodasat vagy gélesedését. A
kristalyosodas jelenti a beteg vdrésvértestek formajadban
megjelend sarléseijtes jelenség molekuldris alapjat.
J6llehet a sarlésejtes megbetegedés meggatlasdhoz a béta-
-82 1lizin térh&l6sité szerrel t8rténd médositdsa sziik-
séges, egy hemoglobin tetrameren beliill a két béta-82
lizin adott keresztk&tésére nincs szikség. A Jjelen
talalmdnyban a dimetil-adipinsav-imidatot alkalmazzuk
borjad hemoglobin esetén, azzal a szandékkal, hogy
egyrészt a béta-82 1lizinek Kkozé alegységek kdzotti
keresztkotések bevezetésével stabilizdlt tetramereket
alakitsunk ki, masrészt a szeparalt, stabilizalt
hemoglobin tetramerek epszilon-amino-csoportijai koézdtti
intermolekuldris keresztk&tések bevezetésével stabilizalt

tetramerek nagy molekulatdmeqii aggregdtumait képezziik.

Az imidoészterek, és kiiléndsen a dimetil-
-adipinsav-imidat alkalmazasaval végzett hemoglobin

térhaldésitas kettds eldnnyel jar.

El8sz6r, a keresztkotés meggdatolja a 64000
molekulatdmegli tetramer hemoglobin 32000 molekulatémegii
dimerekre torténd disszociaciéjat. A médositatlan
hemoglobinban a tetramer és dimer fajtdk dinamikus egyen-
silyban vannak. Az imidoészterekkel végzett térhalésitas

Gtjdn a tetramer hemoglobin stabilizaciéja alapvetden
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lecs&kkenti a hemoglobin &tjutdsat a vesetubulusokba,
azaltal, hogy megakadalyozza az atszlrddést a

glomerularis kapszuldk membranjan Keresztiil.

Masodszor, a térhdlésitas a hemoglobin
tetramerek olyan, nagy molekulatdmegl oligomerjeit ered-
ményezi, amelyek kiilénésen ellendllék a veseszliréssel
szemben, s fiziolégids hOmérsékleten az oxidaciéval szem-
ben 1lényegesen stabilabbak, mint akir a médositatlan
hemoglobin, akdr a glutdraldehid térhdalésité szerrel

médositott hemoglobin.

A dimetil-adipinsav-imidat viszonylag olcsé, s
nagy mennyiségekben is hozzdférhetd reagens. A dimetil-
-adipinsav-imidat alkalmaz&saval végzett eljards alkalmas
nagyobb méretekben térténd végrehaijtdsra 1is, azaz az

ipari felhaszn&dlasra.

Megvizsgdltuk és mértiik a borji hemoglobin
kilénb&z6 formadinak az oxigénkdtd tulajdonsigait. Az
eredményeket az I. Té&bl&zatban tiintettiik fel. A P50 az a
parcidlis oxigénnyomds, amelynél a lehetséges helyek 50
%-a kot meg oxigént. A Hill-koefficiens vagy n érték az
oxigénkétd helyek koézétti egylittmikddési készség ki-
fejezése; a magas n érték nagyfoki egylittmikddésre utal.
A P50 értékeket egyarant mértik a hemoglobinoldat oxi-
gendlasdnak és dezoxigendlasanak ideje alatt. A £8 P50

értékek a kd&vetkezdk voltak: 1,80 kPa (13,5 Hgmm) a
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dimetil-adipinsav-imidattal térhalésitott hemoglobin
esetén; 1,90 kPa (14,25 Hgmm) a glutaraldehiddel
térhdlésitott hemoglobin esetén; és 3,166 kPa (23,75
Hgmm) a médositatlan borja hemoglobin esetén. Amennyiben
imidoészterekkel vagy glutdraldehiddel extrém
-~térhdldésitast végeztink, ezeknél a hemoglobinoknal a P50‘
érték nagymértékben lecsdkkent. Megdllapithaté tehat,
hogy mind az imidoészterekkel, mind a glutdraldehiddel
térhalésitott hemoglobin esetén‘ lecsodkkent az
egylttmik&édési készség, azonban a glutaraldehiddel kezelt

mintdk esetén a csékkenés nagyobbnak latszott.
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I. TABLAZAT
Hb minta P50 oxi P50 dezoxi n
" kPa XPa
Borji Hb 3,201 3,166 2,1 - 2,4

Glutdaraldehiddel 2,000 1,900 1,2
térhdldésitott

DMA-tal 1,867 1,800 1,6
térhalésitott

Glutaraldehid 0,933 0,867 1,1
feleslegével

DMA 1,333 1,200 1,5
feleslegével

A kiilénb6z6 keresztkotés hemoglobinok stabili-
tasat Osszehasonlitottuk, és azt taldltuk, hogy az imido-
észteres valtozat rendelkezett a legkivaldébb stabilitis-
sal. Az imidoészter az aldbbiakban ismertetendd speci-
fikus térhdldésitasi eljdras koriilményei kozdtt a stabili-
tast és az oxigénaffinitist figyelembe véve egy jobb

oxigénsz4llité hemoglobint eredményezett.
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A 36-37 °C hdmérsékletli inkubdcidés kisérletben
a dimetil-adipinsav-imiddt Kkeresztkétéses, a glutar-

aldehid keresztkOtéses és a moédositatlan hemoglobin

o

mintdk a megfeleld sorrendben 2,5 %, 8,0 és 3,5 %
methemoglobint tartalmaztak az inkubacié kezdetén. Ot
éran keresztiil végzett 36-37 °C hdémérsékletld inkubidcidét
kévetben a Jdimetil—adipinsav-imidét keresztkotéses, a
glutaraldehid keresztkotéses és a médositatlan borjd
hemoglobin mintdkban a methemoglobin‘szézalékos értéke a
megfeleld sorrendben 8,9 %, 44,4 % és 8 % volt. Huszon-
négy éra elteltével a dimetil-adipinsav-imidat
keresztkotéses, a glutdraldehid keresztkotéses és a
médositatlan borji hemoglobin mintdkban a methemoglobin
szdzalékos értéke a megfeleld sorrendben 24,1 %, 87,9 %
és 42 % volt. Negyvennyolc 6ra utdn a dimetil-adipinsav-
-imidat Kkeresztkdtéses és a nem térhalésitott borija
hemoglobin mintdkban a methemoglobin szazalékos értéke a
megfelelé sorrendben 46,5 % és 68 % volt. A met-
hemoglobin-képzddéssel szemben a a dimetil-adipinsav-
-imidat keresztkotéses hemoglobin stabilabb volt, mint a
médositatlan hemoglobin. A szakirodalom beszdmol arrél['
hogy a glutdraldehid Kkersztkotéses humdan hemoglobin
autooxidacidéja négyszer gyorsabb, mint a médositatlan
human hemoglobiné. Ennek alapjan nemvart eredmény volt,
hogy a dimetil-adipinsav-imidat keresztkétéses hemoglobin

stabilabb, mint a médositatlan hemoglobin.
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A dimetil-adipinsav-imidat Kkeresztkétéses, a
glutaraldehid keresztkdtéses és a médositatlan borja
hemoglobin autooxidacidéval szembeni stabilitdsat vizsgal-
tuk Ugy 1is, hogy a mintdkat ugyanabban, a fentiekben
ismertetett’foszfétpufferben 4 °C hémérsékleten 52 napon
keresztiil inkub&altuk. Huszonnyolc nap elteltével a
dimetil—adipinsav—imidét keresztkdtéses borja hemoglobin-
ban 2,5 %-rél 9,6 %-ra ndtt a methemoglobin mennyisége.
Azonos 1d86 elteltével a glutéraldéhid keresztkotéses
hemoglobinban a methemoglobin mennyisége 8,0 %-rél 23,5

%-ra emelkedett. A mérést 52 nap utdn végezve a dimetil-

o

adipinsav-imid4t keresztkotéses hemoglobin 14,3
methemoglobint tartalmazott, mig a mdédositatlan borja
hemoglobin 16,3 % methemoglobint tartalmazott mar 37 nap
elteltével. Akarcsak a 37 °C hémérsékleten végzett
inkub4cié soran, a dimetil-adipinsav-imidat
keresztkStéses hemoglobin itt is szignifikdnsan stabilabb
volt, mint a glutdraldehid keresztkétéses vagy a médosi-

tatlan borji hemoglobin.

A taldlmany részét képezi az emlds hemo-
globinok, kozéttiik a borjd hemoglobin stabilitdsanak
fokozadsa imidoészterekkel, k&ztlik dimetil-~adipinsav-
-imidattal végzett térh4alésitast kévetden. Ismertetiiik,
hogy az emlés hemoglobinok stabilitdsa fokozhatdé imido-
észterekkel, kiilondsen dimetil-adipinsav-imidattal speci-
fikus reakcidkdriilmények kdzétt végzett reakcidval. A

fentieken taGlmenden eljardst irunk le tisztitott, emlds
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hemoglobin, kiiléndsen borji hemoglobin eld&allitasdra. A
hemoglobinnak lényegében szennyezddésmentesnek kell
lennie, ami azt Jjelenti, hogy nem tartalmaz semmilyen
anyagot olyan mennyiségben, ami a kezelt emlds szamdra
barmilyen Karos hat&st okozhatna. A hemoglobinnak a
térhaldsitast megel&zden Kkelldképpen mentesnek kell
lennie endotoxintél (példéul egy legaldbb 40 mg/ml
hemoglobin-koncentraciéndl az endotoxin Kkevesebb, mint
0,5 EU/ml), foszfolipidt6l, virusoktdl és egyéb, nem-
hemoglobin proteinektdl. Ugyanakkor lehetdség van arra
is, hogy el8szdr a 1izalt hemoglobin Osszegyljtését
k6vetden a hemoglobint térhdlésitsuk, majd a
keresztkotéses hemoglobint tisztitsuk, s igy az eljaréas
még hatékonyabb 1lehet az ipari elddallitds soran. A
tisztitott és térhdlésitott hemoglobin alkalmas human és
dllati szervezetekben végrehajtott transzfdizié soréan

oxigénszallité vérpétlékként.

Jellegzetesen a taldlmadny szerinti hemoglobint
agy &allitjuk eld, hogy aszeptikus koérililmények Kkézott
begyljtjiik az emlds vért, a vordsvértesteket mossuk,
1liz4dljuk a vordsvértesteket, a lizdtumot centrifugaljuk,
legaldbb 300000 molekulatdmegli membrannal ultrafiltriljuk
vagy 0,025 mikrométertdl korililbeliil 0,040 mikrométerig
terjedd szirével mikrofiltrédljuk, a tisztitott hemoglobin
kinyerésére anion- vagy Kkationcseréld kromatografiaval
tsztitjuk, majd az imidoészterrel térhalésitjuk és adott

esetben affinitas- (méretkizarasos) kromatografiat vagy



o o o9 veece

e o -
e oes soe
. .

19

ultrafiltracioét végzink az alacsony molekulatodmegii
hemoglobin eltdvolitdsa érdekében. Alternativ médon a
hemoglobin térhalésithaté a 1lizatum centrifugalasat és
Osszegylijtését kovetden. A tisztitasi lépések
elvégezhetdk ezt kévetden, beleértve az adott esetben

végrehajtandé méretkizdardsi.-lépést is.

Az igy eldallitott hemoglobin lényegében
szennyezd6désmentes és tﬁlnyomérészf egy stabilizalt
tetramerbdl &ll. Mas megfogalmazdssal, a keresztkdtéses
hemoglobin tulnyomérészt legaldbb 64000-es molekulatdmeg-
-eloszlassal rendelkezik. Az itteni alkalmazasban a
"talnyomérészt" vagy "tilnyoméan" a térhdlés hemoglobin
legalabb 80 %-at, eldnydsen a keresztkdtéses hemoglobin

90-95 %-a4t jelenti.

A specidlis oxigénszallité, keresztkStéses
hemoglobin el&dllitdsdnak érdekében a térhaldésitasi reak-

cié kiiénféle paramétereit specifik&ljuk.

El6sz6r, a kloridion és/vagy a néatrium-klorid
koncentraciéja Jjelentds hatassal van a (borja) hemoglobin
dimetil-adipinsav-imidattal végzett térhalésitdsdnak
mértékére az 1 mM Tris-HCl és az 50 mM Tris-HCl plusz 2,0
M NaCl tartom&ny felett. 1 és 10 mM Tris-HCl-ben dimetil-
-adipinsav-imidat 10 hozz&addsa utdn a hemoglobinnak (az
eldbbi sorrendnek megfelelden) 90,3 %-a és 72,2 %-a marad

polimerizdlatlan. Ezzel szemben 50 mM Tris-HC1l plusz 0,5,
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1,0 és 2,0 M NaCl Jjelenlétében (az eldbbi sorrendnek

P

;, 24,4 % és 20,7 % marad

ov

megfelelden) c¢sak 25,8
keresztkdétés nélkiil. A sékoncentricié novelésekor a
polimerizalatlan hemoglobin folyamatos cs8kkenése és a
nagy molekuﬁatémeg (> 400000 dalton) A&allandé névekedése
volt megfigyelhetd. Amennyiben a térhdlésitast 50 mM
Tris-HCl-ben vagy 50 mM Tris-HC1l plusz 100 mM NaCl-ban
végeztik, a hemoglobin 1legnagyobb szdzaléka a 64000 -

400000 tartomanyban volt megfigyelhetd.

Mé&sodszor, megillapitottuk, hogy a puffer
tipusa jelentds befolyassal bir a térhalésitasra. Példaul
a dimetil-adipinsav-imidattal végzett térhdlésitdsi reak-
cié gyenge eredményt ad glicin-HCl-ban, etanol-amin-HCl-
ban és natrium-foszfatot és lizint tartalmazé oldatban.
Feltételezhetd, hogy ezekben a puffertipusokban a primer
aminocsoport gitolja a térhadlésitdsi reakciét, ami
valdészinlileg hamarabb reagal, mint a protein N-
-termindlisdnak és lizincsoportjainak aminocsoportjai. A
legnagyobb mennyiségli keresztkdétés 2-amino-2-metil-1-
-propanol puffer jelenlétében volt megfigyelhetd, amikor-
is a hemoglobinnak csak 23,4 %-a maradt térhalésitatlan.
Ez a puffer ugyancsak rendelkezik primer aminocsoporttal.
A dimetil-adipinsav-imidat keresztkdtés szempontjdbél a
kSvetkezd négy puffer a Tris [Trisz(hidroxi-metil)-amino-
metan], a natrium-karbondt, a CHES [2-(N-ciklohexil-
amino)-etdnszulfonsav] és a CAPSO [2-(ciklohexil-amino)-

2-hidroxi-l1-propanszulfonsav] volt. Ezek ké&ziil h&rom
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primer aminocsoporttal rendelkezik. Ezzel ellentétben a
CAPS [3-(ciklohexil-amino)-1-propanszulfonsav] nem volt
megfeleld puffer a térhaldésitdsi reakcié szamara, a
kapott termék csak 27,2-ban volt térhalésitott. A
natrium-foszfat ugyancsak nem bizonyult jé valasztdsnak a

térhdldésitasi reakcidé szamara.

Harmadszor, a pH jelentds szerepet jatszott a
hemoglobin imidoészterrel véqzett' polimerizaciéjanak
hatékonysagaban. Példaul a dimetil-adipinsav-imidattal
végzett hemoglobin térhaldésitasi kisérletek teljesen
sikertelenek voltak 8,0 pH érték alatt. Abban a kisérlet-
ben, ahol a dimetil-adipinsav-imidatot tiz részletben
hozzaadva, amikoris a dimetil-adipinsav-imidat tizszeres
végsd sztdchiometriai ardnyban volt a hemoglobinhoz
viszonyitva, pH 8,0 értéken a hemoglobinnak csak 12,2 %-a
volt térhaldésitott. A térhalésitasi  hatékonyséagban
névekedés volt tapasztalhaté pH 9,0, 10,0 és 10,5
értéknél, amikoris (az el&8bbi sorrendnek megfelelden)
csak 58 %, 48 % és 50 % visszamaradt, térhdlésitatlan
hemoglobin volt jelen a dimetil~adipinsav-imidat
beadagolasanak végén. Az adatokbél ugyanakkor kitiint,
hogy 9-es vagy ennél nagyobb pH érték sziikséges ahhoz,
hogy a dimetil-adipinsav-imidatnak és a hemoglobinnak a

reakciéja eredményes legyen.
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Végiil, megfigyeltik, hogy a dezoxigenalt
hemoglobin készségesebben térhalésédott, mint az oxi-

genalt hemoglobin.

Miutdn biztositottuk a fentiekben leirt poli-
merizacids koriilményeket az optimalis térhdlésitashoz, a
64000 vagy nagyobb molekulatémeg eléréséhez a térhalési-
tatlan hemoglobint kiszilirhetjiik vagy kromatografids uton
eltivolithatjuk, majd tovabbi szlirés Vagy kromatografalas
eredményezi a tdlnyomérészt 64000 molekulatdmeget. A
fentiekbd1l k&vetkezBen a hemoglobin térhdlésitasanak
optimalizdl&sa nagyban eldsegiti a tdlnyomérészt 64000 és
300000 molekulatdmegli oxigénsz&llité anyag gazdasagos és

gyakorlatilag megvaldsithaté el8allitésat.

A keresztkotéses hemoglobint az elBallitasat
kdvetden altalaban egy olyan, gydgyszerészeti szempontbdl
elfogadhatd hordozdékézegbe helyezziik, amely lehetdvé
teszi az anyagnak egy kezelt emlds szervezetébe injekcié
vagy infazié Utjan torténd bejuttatdsat. A Jjellegzetes,
gydgyszerészeti szempontbdél elfogadhaté hordozdékézegek
magukban foglaljdk az injekcidék és 1infaziék szamara
megfeleld fizioldgiai szempontbdél elfogadhaté sdolda-
tokat, amilyenek példaul a kereskedelmi forgalomban
hozzaférheté szalinoldatok. Gydgyszerészeti szempontbdl
elfogadhaté hordozdé lehet barmely olyan folyadék, amely
inert a térhalésitott hemoglobinnal szemben és nem okoz

semmilyen karos hatast az injekciéval vagy infaziéval

ooooooo
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kezelt emlds szerveztében. A megfeleld folyadékok ugyan-
csak magukban foglalnak mds, természetes vagy szintetikus
vértermékeket, tovabba fluorozott szénhidrogéneket.
Altaldban a taldlmdny szerinti térhalésitott hemoglobint
osszekeverjlk egy megfeleld gyégyszerészeti hordozdval,
ahol a hemoglobin koncentrdciéjat egyenld mennyiségekben
kérilbeliil 40 mg/ml-t81 korililbellil 140 mg/ml értékre

allithatjuk be.

A talalmdnyt a tovabbiakban részletesebben
ismertetjiik, bemutatva valamennyi, a fentiekben emlitett
el jaréasi lépést és molekuldris készitményt. Az
ismertetett eljidrdsok barmilyen emlds hemoglobin esetén
alkalmazhatdék, jéllehet a bemutatds céljaira az alabbiak-
ban 1ismertetendé példak (tisztitas, térhalésitas és
médositas) borjid hemoglobint alkalmazunk. A borija
hemoglobin ugyanakkor valéban rendelkezik egy eldénnyel,
mégpedig egy nagyon magas, az oxigénszillitasra alkalmas

P50 értékkel.
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1. példa

A vér begylijtése és a vOrdsvértest hemolizdtum

eldallitasa

»

A vért aszeptikus koriilmények kézéttwveftﬁk le
fiatal Holstein marhdkbél a The Upjohn CompanyuAgricul—
tural Division farmjan. El6szdr minden fiatal marha
nyakarol elektromos nyirdégéppel eltévblitottuk a szért. A
leborotvalt terililetet jéddal 4&titatott  t&rléruhidval
letoroltik, majd spriccflaskdbél 95 %-o0os etanollal
lemostuk. A vér levétele elétt az etanolt hagytuk a
levegdbn felszadradni. A vért 0,5-1,0 literes, vakuum alé
helyezett iivegekbe vettik 1le, amely ilivegek sterilek és
pirogénmentesek voltak. A vér begylijtése eldtt valamennyi
Uvegbe megfeleld mennyiséqgi natrium-heparin-oldatot
mértiink be. Feltdltés utadn az 1{vegeket azonnal jégre
helyeztiik és jégen tartva a laboratériumba szdllitottuk.

A kezdeti vizsgdlatokhoz 2,5-5,0 liter vért vettiink le.

A laboratdériumban minden eljarast vagy Jjégen
vagy 4 °C hdémérsékleten végeztiink, hogy minimalizdljuk a
mikroorganizmusok névekedését és az ezzel egylittjaré
pirogénképz&dést. Ezen tdlmenden a tisztitasi lépéseket
szlirt, kis szilardanyag-tartalmi 1levegdvel ell4atott,
tiszta kornyezetben végeztilk. A hemoglobin tisztitas&nak
elsé lépései magukban foglal jak a vordsvértestek

elkililénitését a vérplazmdbdl, majd a virdsvértestek
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ismételt mosésat séoldattal és a vorosvértestek
pelletekké tSrténd centrifugdlasat. A teljes vért eldszdr
pirogénmentes, 0,5 literes centrifugacsdvekbe helyeztiik
és 4 °C  homérsékleten 4000 fordulat/perc  értéken

centrifugal€uk 30-40 percen Keresztiil. A vdrdsvértestek a

centrifugdlds ideje alatt pelletekké alltak dOssze. A.

feliiliszéban 1évé vérplazmat leszivassal eltdvolitottuk.

A vordsvértesteket vagy eritrocitékat vissza-
szuszpendaltuk egy olyan, Jjéghideg oldatba, amely tiszti-
tott vizben 16 gramm natrium-kloridot (NacCl) tartalmazott
literenként. Ezt az oldatot 1,6 %-os szalinként emlitjiik
a tovdbbiakban. A vorosvértesteket egy steril és pirogén-
mentes {ilvegbottal végzett Kkeveréssel vagy a centrifuga-
csévek o6vatos, 1ismételt A&tforditasaval szuszpendaltuk
fel. Miutdn a vordsvértesteket visszaszuszpendaltuk,
10000 fordulat/percen 1ismételten centrifugdltuk 30-40
percen keresztiil 4 °C hdémérsékleten. A vordsvértesteket
Gjra visszaszuszpenddltuk 1,6 %-os szalinba, majd 10000
fordulat/percen ismételten centrifugaltuk 30-40 percen
keresztliil 4 °C hémérsékleten. A vordsvértestek feltarasa
" vagy lizdldsa eldtt a vordsvértesteket Osszesen haromszor

1,6 %-os szalinnal mostuk.

A sejtek mosasa utdn a vordsvértesteket hipo-
ozmotikus sokkal 1lizdltuk, a koévetkezd médon. Egy tér-
fogatrész mosott, pelletdlt vordsvértesthez hozzaadtunk
négy térfogatrész jéghideg 0,0025 M natrium-foszfat

puffert (pH 7,4). A vOrdsvértesteket a centrifugacsd

[
»
»
.
.
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ovatos felforditasaval felszuszpendaltuk a pufferben.
Mutan a vorodsvértestek tokéletesen szuszpendalédtak, a
vOrosvértest-szuszpenzidét eqgy ©6ran Kkeresztiil 0-4 °C
hémérsékleten inkubdltuk, majd ezt kévetden 30-90 percen
4t 4 °C "hémérsékleten 10000 fordulat/perc értékkel
centrifugdltuk. A centrifugdlas utdn a felildszdéban 1évd
hemoglobint leszivatdssal eltdvolitottuk. Bizonyos kisér-
letekben az eldirasokat a kovetkezdk szerint mdbédositot-
tuk. Az egy 6ras, 0,0025 M natrium-foszfat pufferrel 0-4
°C hémérsékleten végzett inkubéacié utéan, de a
centrifugdldst megelézden 2,0 M natrium-klorid-oldatot
adtunk hozzd olyan mennyiségben, hogy a végsd koncentra-
ciéja 0,2 M legyen. A natrium-kloridnak a vérdsvértestek
lizatumdhoz valé hozzdadasa tisztabb feliiliszét ered-

ményezett a centrifugdlast koSvetden.

A hemolizdtum elS&llitdsa sordn a centrifugdlas
utdn beépithetiink egy kitisztité 1épést is. Ebben a
lépésben egy szilirést elésegitd anyagot, példaul egy
celluléz-, diatémafdld-, polimer- vagy szilicium-dioxid-
-szarmazékot adunk mozgatéas kézben a centrifugalt
hemoliz&tumhoz. A szlirést elfsegitd anyaggal eltavolitjuk
a tovabbi sztrémafragmentumokat, igy a foszfolipidet,
amely a centrifugdlassal eldzetesen nem tdvolithaté el

teljesen.

A hipoozmotikus sokkal szemben alternativat

jelent a vordsvértestek lizadlasahoz a mechanikai
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roncsolds, példaul francia préssel vagy nagyobb méreti

sejthomogenizatorral.

A LAL (Limulus Amoebocyte Lysate) pirogénteszt
alapjadn az "eldallitott négy hemolizdtum pirogéntartalma
0,05 és 0,2 endotoxin egység (EU) kozétt valtozott.
Anioncseréld vagy kationcseréld kromatografiaval az endo-

toxin és foszfolipid utolsé nyomait is eltavolitottuk.

2. példa

A virustartalom csékkentése

Amennyiben a borjavér virusokkal szennyezett, a
virdlis terhelés egy 7részét a vordsvértestek lassu
centrifugdalassal végzett mosdsa sordn eltdvolitjuk. Egy
tovdbbi részt a hemolizdtum nagysebességl centrifugdlasa-
val tavolitunk el, amely a pelletbe keriil. Még egy tovabi

rész a kitisztitdsi lépés soréan keriil ki.

A viradlis terhelés tovabbi csokkentését mikro-
filtraciéval és/vagy ultrafiltraciéval végezziik. Egy
0,025-0,040 mikrométeres szlrdvel végzett mikrofiltralas
igen nagy mértékben csdkkenti a legtdbb virus titerét. A
tovabbi eljardas eldtt a hemolizatum szlirésére egy 0,04
mikrométeres Ultipor N66 nylon 66 szilirSbetétet (Pall
Corporation) alkalmaztunk. Ezen tilmenden sziikség esetén

eqgy 300000 molekulatdmegl ultrafiltraciés membran
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(Filtron Corporation) alkalmazhaté, amelyet egy ultra-
filtradldé egységbe (Amicon Corporation) meritiink. A
hemoglobin szabadon ataramlott valamennyi emlitett ultra-
és mikrofiltraldé membranon, mig a virusok részel vissza-
maradtak azokon. A két szlrémembran egylittes alkalmazéasa
igen jél csbkkenti a virusterhelést. Ezeknek a
szlirdtipusoknak mindkét tagjé csak alacsony protein-

-visszatartast mutat.

A szlrésen kiviil a hemolizatum vagy a szirt
hemolizdatum virustartalma megfeleld detergensek, etilén-
-dinitril-tetraecetsav, a U.S. Food and Drug Administra-
tion (FDA) altal jévéhagyotf trinitro-butil-foszfat
reagens vagy ezeknek az adalékoknak kombin&ciéban torténd

hozz&adasaval is csdkkenthetd.

3. példa

A hemoglobin ioncseréld kromatografidia

Az anioncseréld kromatografidt kiterjedten
alkalmazzak az emlds hemoglobinok tisztitdaséban
(Williams, R. C., K. Tsay (1973) Anal. Biochem. 54: 137-
45}. Az ajanlott pH és ionerdsség koriilményei kozdtt a
hemoglobin Ugy vihetd fel egy anioncserélére, hogy az
hozzakétddik az ioncseréldéhdz. A protein és nemprotein

jellegli szennyezddések az oszlop kifejlesztése soran

levalnak a hemoglobinrél. A  koridlmények agy is
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megvalaszthatdk, hogy a hemoglobinnak csak csekély
affinitasa legyen vagy semmilyen affinitdsa ne legyen az
anioncseréld gyantdhoz. Ilyen kérilmények koézdott a
szennyezések maradnak vissza az oszlopon. A frissen
preparalt hemolizatumban jelen 1évd lényeges szennyezések
a kovetkezdk: foszfolipidek, az eldzetes eljarasi lépések
soran el nem tavolitott, visszamaradt potencidlis viru-
sok, bakteridlis endotoxin kis mennyisége, valamint a
hemocglobintél eltérd proteinek. Az endotoxin, foszfolipid
és a plazmaproteinek negativabb toltéssel rendelkeznek,
mint a hemoglobin, s a megfelelden megvalasztott
koériilmények ko&zétt nagyobb affinitdst mutatnak az anion-

cseréldéhéz. Az alkalmas terhelési és eliciés kérilmények

kozott az anioncseréld kromatografia alkalmasnak
bizonyult a hemoglobin kioldasara az emlitett
szennyezések melldl. Ezen tdlmenden az anioncseréld

kromatografia tovabb csdkkentette a viralis terhelést is.

A hemoglobin tisztit4sdndl h&rom szempontot
vettlink figyelembe az anioncseréld Kkromatografiaval
kapcsolatban: koétés emelt pH értéken; elicid csbkkend pH
gradiens mellett; és feltdltés olyan pH korililmények
ko6zott, amelyeknél a hemoglobin nem koétddik meg az
anioncseréldén, hanem maradéktalanul &thalad az oszlopon.
Bar valamennyi kisérletiinket oszlopokon végeztiik, a
tisztitds elvégezhetd szakaszos ilizemméddban is, kozel
azonos eredményekkel. Kisérleteinkben Q-Sepharose Fast

Flow (Pharmacia) anioncseréldt alkalmaztunk, de meg kell

oooooo
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jegyezni, hogy ezek az el jarasok szamos olyan,
kereskedelmi forgalomban hozzaférhetd, alacsony vagy
k6zépes nyomdsU anioncseréldvel elvégezhetdk, amelyeket
proteinek tisztitéasara fejlesztettek ki, magukban
foglalva aébkat is, amelyek kvaterner aminocsoportokkal

vagy dietil-amino-etil-csoportokkal rendelkeznek.

A kationcseréld kromatogrdafidt ugyancsak elter-
jedten alkalmazzdk az emlds hemogiobinok tisztit4sara
[Bucci, E. (1981) Preparation of isolated chains of human
hemoglobin, Methods in Enzymol. 76: 97-106]. A javasolt
pH és ionerdsség koériilményei ko6z6tt a hemoglobin a
kationcseréldre tdrténd felvitelt koévetSen az ion-
cseréldhdz ko&tddik. A foszfolipid és az endotoxin,
valamint a plazmaproteinek csak kis affinitdssal ren-
delkeznek a Kkationcseréléhdéz olyan koriilmények kozott,
amelyek mellet a hemoglobin ko&tédik. Az alkalmas ter-
helési és eldcidés korilmények k&Szdtt a kationcseréld
kromatogréafia alkalmasnak bizonyult a hemoglobin
elvdlasztisdra az emlitett szennyezések melldl. Ezen tual-
menden a kationcseréld kromatografia tovabb csdkkentette

a virdlis terhelést is.

A hemoglobin tisztitdsanal két szempontot
vettliink figyelembe a Kkationcseréld Kkromatogrdfiaval
kapcsolatban: eldszdr, a hemoglobint olyan Kkdériilmények
k6zott wvittlik fel, amelyek mellett k&tddik a kation-

cseréléhéz, majd ezt kovetden linedris pH gradienssel
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elualtuk; masodszor hemoglobint olyan koriilmények kozott
vittiik fel, amelyek mellett k&tédik a gyantahoz, maijd
egyetlen pH gradienssel eludltuk. Mindkét médszerben a
foszfolipid és az endotoxin maradéktalanul 4&thalad a
gyantan, s igy a hemoglobintél elvalaszthatdék az emlitett
szennyezbanyagok. Sza&mos, kereskedelmi forgalomban hozzé-
férhetsd kationcserélé megfelel a kitGzétt céloknak.
Eldnydsen egy S-Sepharose Fast Flow (Pharmacia) kation-
cseréldt alkalmaztunk, mivel ez kivals proteink&tési és
atfolyasi jellemzdkkel rendelkezik. Megjegyzendd, hogy
nagyon sok olyan, alacsony vagy k&zepes nyomasid
kromatografias kézeqg eleget tesz a kivant
kovetelményeknek, amely szulfopropil- vagy karboxi-metil-
-csoporttal rendelkezik. Ezeknek a gyantdknak az alkal-

mazdsa igen gazdasagos.

3A. példa

Anioncseréldé kromatogrdfia linedris pH gradienssel

Ez a kisérlet azoknak az anioncseréld kromato-
grafids koérlilményeknek a bemutatdsdra szolgdl, amelyek
koézoétt a borjad hemoglobint felvittik az ioncserélére,
majd linedris pH gradienssel eludltuk. Egy 2,5 x 5,5 cm-
es Q-Sepharose Fast Flow oszlopot készitettiink, majd eqgy
éjszakan at 0,5 M NaOH oldattal végzett mosassal tiszti-
tottuk. Az oszlopot 100 mM Tris oldattal (pH 8,5) mind-

addig mostuk, amig az oszlopeffluens pH-ja be nem 4&4llt
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8,5 értékre. Ezt kOvetden az oszlopot 50 mM Tris oldattal
(pH 8,5) ekvilibraltuk. A hozzavetdleg 350 mg hemoglobint
tartalmazéd, frissen preparalt borja vordsvértest
hemolizatum 5 ml-es mintdjat meghigitottuk 10 ml 100 mM
Tris oldattal (pH 8,5), majd 2,5 ml/perc sebességgel a Q-
-Sepharose oszlopra vittiik. A felvitelt ko&vetden az
oszlopot 50 mM Tris oldattal (pH 8,5) mostuk adaig, amig
az oszlopeffluens abszorbancidja visszatért az alap-
vonalra. Az oszlopot ezutén lineéris gradiens eltcidénak
vetettiik ala: a kiindulasi puffertél 50 mM Tris oldatig
(pH 6,5), tizszeres oszloptérfogat alatt végezve a val-
toztatast. A hemoglobin 1lényegében egyetlen f& csuacs
formad jdban eludldédott, elbétte és utdna szamos Kkisebb
cslccsal. A £f6 csUGcs az oszlopra felvitt hemoglobin 95 %-
anak felet meg. Valamennyi kromatogrdfias eljdrast 5 °C

hémérsékleten végeztiink.

3B. példa

Anioncseréld kromatografia eqy fokozatu pH gradienssel

Ez a kisérlet azoknak az anioncseréld kromato-
grafias koriilményeknek a bemutatdsdra szolgdl, amelyek
kézétt a borju hemoglobint felvittlik az ioncserélére,
majd egyetlen lépéses pH gradienssel eludltuk. Egy 2,5 «x
5,5 cm-es Q-Sepharose Fast Flow oszlopot Kkészitettlink,
majd egy éjszakdn &t 0,5 M NaOH oldattal végzett moséassal

tisztitottuk. Az oszlopot 100 mM Tris oldattal (pH 8,5)
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mindaddig mostuk, amig az oszlopeffluens pH-ja be nem
allt 8,5 értékre. Ezt kovetden az oszlopot 50 mM Tris
oldattal (pH 8,5) ekvilibraltuk. A hozzavetdleg 400 mng
hemoglobint tartalmazdé borjid vordsvértest hemolizatum
mintdjanak 8 ml-ét meghigitottuk 16 ml 50 mM Tris oldat-
tal (pH 8,5), majd 2,7 ml/perc sebességgel . felvittik az
oszlopra. A felvitelt kovetden az oszlopot 50 mM Tris
oldattal (pH 8,5) mostuk addig, amig az oszlopeffluens
abszorbancidja visszatért az alapvdnalra. Az oszlopot
ezutan 50 mM Tris oldattal (pH 7,4) fejlesztettiik ki, és
a hemoglobint lényegében egyetlen csics formdjédban eludl-
tuk az oszloprél. A hemoglobint tartalmazé frakcidkban
jelen 1évd anyag mennyisége k&zel azonos volt az oszlopra
felvitt anyag mennyiségével, jelezve, hogy ebben a lépés-

ben a visszanyerés koézel kvantitativ.

3C. példa

A hemoglobint vissza nem tarté anioncseréld

kromatografia

Ez a kisérlet azoknak az anioncseréld kromato-
grafids korilményeknek a bemutatdsdra szolgdl, amelyek
kézdétt a borji hemoglobin nem koétddsétt az anion-
cseréldhoz, hanem maradéktalanul 4&thaladt az oszlopon.
Egy 2,5 x 5,5 cm-es Q-Sepharose Fast Flow oszlopot
készitettiink, majd egy éjszakan a4t 0,5 M NaOH oldattal

végzett mosassal tisztitottuk. Az oszlopot 100 mM Tris
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oldattal (pH 7,4) mindaddig mostuk, amig az oszlop-
effluens pH-ja be nem 4&llt 7,4 értékre. A 880 mg
hemoglobint | tartalmazé, frissen prepardlt borjua
vordsvértest hemolizdtum 10 ml-es mintdj&t meghigitottuk
40 ml 50 mM Tris oldattal (pH 7,4), majd 2,5 ml/perc
sebességgel ennek az oldatnak 35 ml-ét a Q-Sepharose
oszlopra vittiik. A felvitelt kd&vetden az oszlopot 50 mM
Tris oldattal (pH 7,4) mostuk addig, amig a hemoglobin
teljes egészében eludlédott az oszlbprél. A hemoglobin
kotédés nélkiil &tjutott az oszlopon, és a visszanyerés

értéke 88 % volt.

3D. példa

A hemoglobin kationcseréld kromatoqrafidia

Ez a kisérlet azoknak a kationcseréld kromato-
grafids koriilményeknek a bemutatdsdra szolgdl, amelyek
koéz6tt a borjad hemoglobint felvittik az ioncserélédre,
majd linedris pH gradienssel eludltuk. Egy 2,5 x 5,5 cm-
es Q-Sepharose Fast Flow oszlopot készitettiink, majd egy
éjszakadan 4t 0,5 M NaOH oldattal végzett mosassal tiszti-
tottuk. Az oszlopot 100 mM Bis-Tris oldattal (pH 6,0)
mindaddig mostuk, amig az oszlopeffluens pH-ja be nem
allt 6,0 értékre. Ezt kOvetden az oszlopot 50 mM Bis-Tris
oldattal (pH 6,0) ekvilibraltuk. A frissen preparalt
borja vordsvértest hemolizdtum 5 ml-es mintdjat meghigi-

tottuk 10 ml 50 mM Bis-Tris oldattal (pH 6,0), majd 2,5
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ml/perc sebességgel a Q-Sepharose oszlopra vittiik. A
felvitelt koévetden az oszlopot 50 mM Bis-Tris oldattal
(pH 6,0) mostuk addig, amig az oszlopeffluens abszorban-
cidja visszatért az alapvonalra. Az oszlopot ezutéan
linedris gradiens eltGcidénak vetettilk ald: az oszlop
puffertdl 50 mM Bis-Tris oldatig (pH 8,0), tizszeres
oszloptérfogat alatt végezve a valtoztatast. Valamennyi

kromatografias eljardst 5 °C hdémérsékleten végeztiink.

4. példa

Borjd hemoglobin térhdlésitisa dimetil-adipinsav-

-imidattal

Egy 170 mg/ml tisztitott borja hemoglobint tar-
talmazé mintat a kévetkezdképpen kezeltiink. A
térhalésitdsi reakciét 1,75 mM vagy 112 mg/ml hemoglobin
tetramer koncentracié mellett végeztiik. A magas tetramer-
-koncentraciék eldsegitik a hemoglobin tetramerek inter-
molekulédris térhdlésodasdt. A hemoglobin médositasat 50
mM Tris puffer (pH 8,8) jelenlétében, 4 °C hdémérsékleten
végeztik. A hemoglobin médositdsa ekvimolaris mennyiségi
dimetil-adipinsav-imiddt hozzaadasaval toértént (azaz 1,75
mM dimetil-adipinsav-imidatot adtunk 1,75 mM hemoglobin
tetramerhez). A dimetil-adipinsav-imiddtos kezelést nyolc
alkalommal ismételtiik meg 30 perces iddkézdénként, 4 °C
hdmérsékleten. Minden egyes alkalmazasnal egy 0,025 mM

natrium-karboniat-oldatban (pH 9,25) 1évo 50 mg/ml
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koncentraciéja dimeti1—édipinsav-imidét-oldatot adtunk a
hemoglobinoldathoz, 1,75 mM végsdé dimetil-adipinsav-
-imidat mennyiségig. A térhdlésitd reagens beadagolasanak
ideje alatt a hemoglobinoldatot kevertettiik, majd jégen
30 percen keresztlil inkubaltuk. A harminc perc elteltével
egy 0,4 ml-es mintdt vettilink ki, majd ezt hozzdadtuk 4 ml
0,25 mM natrium-foszfat (pH 7,0) pufferhez. Az imido-
észter hidrolizisével a foszfat puffer 1ledllitotta a
térhaldésitdsi reakcidt. A kvencselést két 6ran keresztiil
szobahdmérsékleten végeztiik. A visszamaradé hemoglobin-
oldatot ismét reagaltattuk a térhdlésité 4&agens friss
oldataval. A nyolc reakciéciklust 3,5 6ra alatt hajtottuk
végre. Az ebben a Kkisérletben alkalmazott egyedi imido-
észter a dimetil-adipinsav-imidat volt. Egyéb imido-

észterek ugyancsak felhasznalhatdk.

5. példa

A dimetil-adipinsav-imidattal térhalésitott hemoglobin

méretkizarasos nagynyomasit folyvadékkromatografiiija

(SEC-HPLC)

A hemoglobin koncentracidjat spektrofoto-
metriasan hatdroztuk meg, ismert extinkcidés koefficiensek
alkalmazasaval [ Benesch, R. E., Benesch, R., S. Yung,
(1973) Equations for the spectrophotometric analisys of
hemoglobin mixtures. Analyt. Biochem. 55: 245-48]. A

reakcidétermékeket a térhalésitészer minden egyes



hozzdadasa utan méretkizarasos HPLC (SEC-HPLC) segit-
ségével megvizsgdltuk. A kvencselt reakcidéterméket 0,2 M
ndtrium-foszfat (pH 7,0) pufferben milliliterenként 1 mg
hemoglobin tetramer koncentraciéra higitottuk. A higitott
terméket két k&1liindll6 médon analizaltuk SEC-HPLC Gtijan.
Az elsd médszer szerint 0,2 M natrium-foszfat (pH 7,0)
pufferrel ekvilibralt Zorbax GF-250 SEC oszlopot (Dupont)
és 1 ml/perc sebességet alkalmaztunk. A mdsodik médszer
szerint 0,1 M natrium-foszfat (pH 7,0) pufferrel ekvilib-
ralt Superose 12 FPLC oszlopot (Pharmacia) hasznaltunk.
ElSdzetesen mibkét oszlopot ismert molekulatémegli pro-

teinekkel kalibraltuk.

A dimetil-adipinsav-imidattal végzett, folya-
matosan ismételt térhdldésitds fokozatos ndvekedést ered-
ményezett a polimerizdlt, tetramer stabilizalt hemoglobin
mennyiségében. A Superose 12 oszloppal végzett SEC-HPLC
segitségével meghatdrozott molekulatdmeg-tartomdnyok a
kévetkezdk voltak: 1l.) % > 400000 dalton, 2.) % > 64000
dalton és < 400000 dalton és 3.) % < 64000 dalton. A
térhdldésitdas négyszeri ismétlést kovetden a szazalékos
értékek a kdvetkezdk voltak: 1.) 0 %, 2.) 40,64 %, 3.)
59,36 %. Hétszeri ismétlés utdn a szadzalékos értékek a
kovetkezbéképpen alakultak: 1.) 4,1 %, 2.) 50,4 % és 3.)
45,5 %. Nyolcszori ismétlés utdn a kovetkezd szizalékos
értékeket nyertik: 1.) 7,5 %, 2.) 50,6 % és 3.) 41,9 %. A
64000 daltonnadl kisebb molekulatdmeget jelzd, harom

cslcsb6él 4116 csoport szimmetrikus volt a k&zépsd, 30000
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dalton molekulatdmeget jelz& csicshoz képest. Ez a frak-
cidé egylitt elualdédott a médositatlan borja hemoglobinnal,
s feltehetfleg £f&leg hemoglobin dimerekbdl all. A
térhdalésitds hétszeri ismétlése utdn a hemoglobin met-
hemoglobin-tartalma < 2,5 $ volt. A keresztkdtéses
hemoglobin lathaté spektruma hasonlé a ﬁédositatlan borja

hemoglobinéhoz.

6. példa

A térhdlésitott hemoglobin natrium-dodecil-szulfat

poli(akril-amid) gélelektroforézise

A natrium-dodecil-szulfat poli(akril-amid) gél-
elektroforézist (SDS-PAGE) Kkeresztkoétéses és térhalédsi-
tatlan hemoglobin mintakkal végeztiik, a kovetkezdkben
leirtaknak megfelelden. A hemoglobin mintakat 2 mg/ml
koncentraciéra higitottuk 0,005 M natrium-foszfat (pH
7,4) és 0,15 M natrium-klorid oldataval, majd a meghigi-
tott mintakat Osszekevertik hadrom rész standard SDS-gél
pufferrel, s ezt kdévetden a mintdkat 37 °“C hdémérsékleten
3 o6ran keresztiil inkubaltuk. A mint&kat 10-20 % 1ISS
minigéleken futattuk, a nemredukalt formaban. A
térhaloésitas hétszeres ismétlését kovetden nyert
keresztkotéses hemoglobin SDS—-PAGE vizsgalata azt
mutatta, hogy a minta 80 %-a térhalésitva volt az al-

egységek ko6zott. Az alegység molekulatdmegének legalabb
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nyolc tdbbszdrose volt jelen, valamennyi k&zel azonos

mennyiségben.

7. példa

A térhdlésitott és a nemtérhalésitott bor-u hemoglobin

oxigénegyensilya

A térhdlésitott &s a nemtérhalésitott borija
hemoglobin oxigénegyensilyanak mérését egy Hemoxanalyzer
készlilék (TCS Medical Industries) segitségével végeztiik.
A dimetil-adipinsav-imidat reakciéjanak hétszeri
ismétlésével nyert térhalésitott hemoglobin mintajat
foszfat pufferelt szalinban (PH 7,4) 1,5 mg/ml koncentr4-
cidra higitottuk, majd analizdltuk. Azonos koriilmények
kéz6tt elemeztiik a médositatlan hemoglobin mintdjat is,
valamint azt a glutaraldehiddel a sajat laboratériu-
munkban eldillitott térhalésitott borjua hemoglobint,
amelynek eldallitasat a kordbban mar ismertetett médszer-
rel végeztiik [Guillochon, D. et al., (1986) Effect of
glutaraldehyde on hemoglobin, Biochem. Pharm. 35: 317-
23]. Az egyes hemoglobinfajtakra a P50 értékek (P50 a
féltelitésnél mért parcialis oxigénnyomds) a kévetkezdk
voltak: a dimetil—adipinsav—imidéttal térhalésitott
hemoglobin esetén 1,800 kPa (13,5 Hgmm); a glutaraldehid-
del térhdlésitott hemoglobin esetén 1,900 kPa (14,25
Hgmm); és a médositatlan borji hemoglobinra 3,166 KkPa

(23,75 Hgmm) volt.
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8. példa

A térhaldsitott és a nemtérhaldsitott borijd hemoglobin

stabilitdsi vizsgdlatai

Dimetil-adipinsav-imidattal hétszeri ismétlés-
sel térha&ldésitott borju hemoglobint, médositatlan borja
hemoglobint, valamint glutdraldehiddel térhaldsitott
hemoglobint 0,125 M natrium-foszfat pufferben (pH 7,1)
36-37 °C hémérsékleten inkubdltunk. A dimetil-adipinsav-
-imidattal térhalésitott borji hemoglobin és a médositat-
lan borjad hemoglobin koncentraciéja 40 mg/ml, mig a
glutaraldehiddel térh&lésitott hemoglobin koncentracidija
28 mg/ml volt. Meghatarozott iddkdzokben valamennyi
hemoglobinfajtdbél mintdt vettiink, 0,25 M natrium-foszfat
pufferben (pH 7,3) 1/100 aradnyban meghigitottuk, majd 680
nm és 420 nm ko&z6tt egy Shimadzu Model 160 UV-lathaté
pdsztazé spektrofotométer segitségével szkenneltiik. A
methemoglobin-tartalmat valamennyi spektrum elemzése
alapjan hataroztuk meg, ismert egyenletek felhaszndlasa-
val [Benesch, R. E., Benesch, R., S. Yung, (1973) Equa-
tions for the spectrophotometric analisys of hemoglobin
mixtures. Analyt. Biochem. 55: 245-48]. A spektrumokat 22

‘C homérsékleten vettiik fel.

A dimetil-adipinsav-imidattal térhalésitott
borjd hemoglobint, valamint a glutdraldehiddel tér-

halésitott hemoglobint 4 °C homérsékleten tovabbi idé-
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tartamig inkubdltuk. Id&kdzénként mintakat vettlink, és a
fentiekben ismertetett médon meghataroztuk a met-

hemoglobin-tartalmukat.

A"36-37 °C homérsékleten végzett inkubacidéban a
dimetil-adipinsav-imidattal térhalésitott, a glutar-
aldehiddel térhalésitott és a médositatlan borja
hemoglobin mintdk az eldbbi sorrendnek megfelelfen 2,5 %,
8,0 % és 3,5 % methemoglobint tartalmaztak az inkub&cié
kezdetén. A 36-37 °C hdémérsékleten végzett inkubacidéban 5
o6ra elteltével a dimetil-adipinsav-imidattal térh&ldési-
tott, a glutdraldehiddel térhalésitott és a mdbédositatlan
borji hemoglobin mintdk az eldbbi sorrendnek megfelelden
8,9 %, 44,4 % és 8 % methemoglobint tartalmaztak. Huszon-
négy ©6ra utdan a dimetil-adipinsav-imidattal térh&alési-
tott, a glutdraldehiddel térhaldsitott és a médositatlan
borja hemoglobin mintdk az eldbbi sorrendnek megfelelden

24,1 %, 87,9

o

és 42 % methemoglobint tartalmaztak.
Negyvennyolc 6ra elteltével a dimetil-adipinsav-imidattal
térhaldésitott és a médositatlan borjd hemoglobin mintéak
az eldbbi sorrendnek megfelelden 46,5 % és 68 % met-
hemoglobint tartalmaztak. A dimetil-adipinsav-imidattal
térhalésitott hemoglobin 36-37 °C hémérsékleten stabilabb
a methemoglobin-képzédéssel szemben, mint a médositatlan
borji hemoglobin. A szakirodalmi adatok alapjan a
glutdraldehiddel térhdlésitott humdn hemoglobin négyszer
gyorsabban autooxiddlédik, mint a médositatlan huméan

hemoglobin ([Guillochon, D. et al., (1986) Effect of
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glutaraldehyde on hemoglobin, Biochem. Pharm. 35: 317-
23]. Nemvart eredmény volt, hogy a dimetil-adipinsav-
~imidattal térhalésitott hemoglobin az autooxidacidval
szemben stabilabbnak bizonyult, mint a médositatlan borijua
hemoglobin.” A dimetil-adipinsav-imidattal térhalésitott
és a glutaraldehiddel térhalésitott borjd hemoglobin
autooxidaciéval szembeni stabilitdsat ugyanabban a
pufferben 28 napos, 4 °C hdmérsékleten végzett inkubdciéd
utdn is mértiikk. A dimetil-adipinsav-imidattal térhalési-
tott borji hemoglobin esetén 28 nap elteltével a met-
hemoglobin koncentraciéja 2,5 %-rél 9,6 %-ra ndtt. A
glutaraldehiddel térhdlésitott borjd hemoglobinndl azonos
idd elteltével 8,0 %-rél 23,5 %-ra emelkedett a met-

hemoglobin-koncentracié.

9. példa

A dimetil-adipinsav-imidattal térhalésitott

borji hemoglobin preparativ méretkizarésos

kromatografiaija

A preparativ méretkizardsos Kkromatografiat a
kis, azaz < 64000 dalton molekulatémegli fajtaknak a
dimetil-adipinsav-imidattal térhalésitott borjid hemo-
globinbdél torténd eltavolitéaséra alkalmaztuk. Egy
2,5 x 90 cm-es, 0,025 M natrium-foszfat, 0,15 M NaCl (pH
7,4) oldattal 4 °C homérsékleten ekvilibrdlt Sephacryl S-

-200 HR (Pharmacia) oszlopra vittik fel a 40 mg/ml
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koncentracéiéju, dimetil-adipinsav-imidattal térhdldsi-
tott borji hemoglobint. A felvitt anyag térfogata az
oszlopagy térfogatdnak 1 %-a&t tette ki; az atfolyéasi
sebesség 0,45 ml/perc volt. A kromatografidbdél szarmazd
egyes csicsoknak megfeleld frakcidkat egyesitettiik, majd
az 1gy kapott, egyesitett mintdkat a bennlik 1évd
hemoglobinfajtdk molekulatdmeg-eloszlasdnak meghatdrozasa
céljabél a fentieknek megfeleld koriilmények kézdtt
Superose 12 oszlopon SEC-HPLC-vel ahalizéltuk. Az eld-
oszlop vagy felvitt mint&t a Superose 12 oszlopon ugyan-

csak vizsgaltuk.

A preparativ méretkizdrdsos Kkromatografia a
dimetil-adipinsav-imidattal térhalésitott borjad hemo-
globint két f6 frakcidéra valasztotta szét. Az 1. frakcié,
amely a kinyert hemoglobin teljes mennyiségének 51,3 %-at
tartalmazta, a nagyobb molekulatdmegli térhdaldsitott
hemoglobinfajtdkat tartalmazta. A 2. frakcié a 64000
daltonnal kisebb molekulatémegl keresztkdtéses
hemoglobint tartalmazta. Az eldoszlop Kkeresztkoétéses
hemoglobin frakcié SEC-HPLC vizsgdlata azt Jjelezte, hogy
annak 2,6 %-a > 400000 dalton, 47,2 %-a > 64000 dalton és
50,2 %-a < 64000 dalton. Az analitikai SEC-HPLC alapjan a
preparativ méretkizarisos kromatogrdfidval nyert, tiszti-
tott 1. frakcidé 4,7 %-a > 400000 dalton, 92,7 %-a > 64000
dalton és 2,6 %—-a < 64000 dalton. Ez a mdédszer kivaldan
megfelelt a kisebb molekulatdmegli hemoglobinfajtak

eltavolitasara.
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SZABADAIMI IGENYPONTOK

1. El6 sejtekhez t&6rténd oxigénszdllitdasra
alkalmas térhdldésitott hemoglobin készitmény, a z z a 1
jelleme zv e, hogy a készitményben 1évé hemoglobin
lényegében szennyezddésmentes és egy imidoészterrel
térhaldésitott, midltal a hemoglobin tdlnyomdéan tetramer
formaban van jelen és amelynek P50 értéke legaldbb 1,733

kPa (13 Hgmm).

2. Az 1. 1igénypont szerinti térhdldsitott
hemoglobin készitmény, a z z a 1 jellemezve,
hogy az imidoészter dimetil-adipinsav-imidat vagy

dimetil--parafasav-imidat.

3. Az 1. igénypont szerinti térhaldsitott
hemoglobin készitmény, a z z a 1 jellemezv e,
hogy a térh&lésitott hemoglobin legaldbb 80 %-a legaldbb

64000 értéki molekulatdmeggel rendelkezik.

4, Az 1. 1igénypont szerinti térhalésitott
hemoglobin készitmény, a z z a 1 jellemezve,
hogy a térhaldésitott hemoglobin legaldbb 95 %-a legaldbb

64000 értékli molekulatdmeggel rendelkezik.

5. Az 1. igénypont szerinti térhalésitott

hemoglobin készitmény, a z z a 1 jellemezve,
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hogy a készitmény magaban foglal egy gydégyszerészeti

szempontbdl elfogadhatdé hordozdékdzeget.

6. Az 5. 1igénypont szerinti térhalésitott
hemoglobin készitmény, a z z a 1 jellemezv e,
hogy a gyogyszerészeti szempontbdél elfogadhatd

hordozdkdézeg tisztitott viz vagy szalinoldat.

7. Eljaras €16 sejtekhez torténd oxigén-
szallitasra alkalmas térhalésitott hemoglobin Xxészitmény
eléallitasdra, az zal jellemezve, hogy egy
tisztitott hemoglobin lizatumot egy imidoészterrel
legalabb 8,0 értéki pH-n egy Tris-HCl-ot tartalmazé
polimerizaciés oldatban térhalésitunk, midltal a
térhalésitott hemoglobin  tadlnyomérészt 64000 értéki
molekulatdmeggel és 1legaldbb 1,733 kPa (13 Hgmm) P50

értékkel rendelkezik.

8. A 7. igénypont szerinti eljards, a z z a 1
jelleme zv e, hogy a polimerizaciés oldat natrium-

~kloridot tartalmaz.

9. A 7. igénypont szerinti eljaras, a z z a 1
jellemezve, hogy a pH értéke 8,0-t61 kdriilbeliil

12,0-ig terjed.

10. A 7. igénypont szerinti eljards, a z z a 1

jellemezve, hogy a polmerizaciés oldat 50 mM
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Tris--HCl-t és koérilbeliil 0,1 - 2,0 M natrium-kloridot

tartalmaz.

11. A 7. igénypont szerinti eljards, a z z a 1
jelle me zv e, hogy a tisztitott hemoglobin lizatum

dezoxigenalt.

12. A 7. igénypont szerinti eljaras, a z z a 1
jellemezve, hogy az eljaras magaban foglalja a
kis molekulatdmegli hemoglobin méretkizarassal t&rténd

eltadvolitasat.

13. A 12. igénypont szerinti eljaras, a z z a 1
jellemezve, hogy a méretkizdrast kromatografias

Gton végezziik.

l4. A 7. igénypont szerinti eljaras, a z z a 1
jellemezve, hogy az imidoészter dimetil-

adipinsav-imidat vagy dimetil-parafasav-imidat.

15. A 7. igénypont szerinti eljards, a z z a 1
jellemezve, hogy a polimerizdcié soran a
tisztitott hemoglobint az imidoészter ekvimolaris

/ . o
mennyiségével, ismételt reakcidkban kezeljiik.
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