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DESCRIPCION

Un procedimiento para la preparacion de una composicién farmacéutica que contiene un portador de oxigeno
termoestable

Referencia cruzada a solicitudes relacionadas:

[0001] Esta solicitud reivindica prioridad de la solicitud de patente de EE.UU. n°® de serie 12/821.214,
presentada el 23 de junio de 2010, y de la solicitud de continuacién en parte de patente de EE.UU. n° de serie
12/957.430, presentada el 1 de diciembre de 2010.

Notificacion/permiso de derechos de autor

[0002] Una parte de la divulgacion de este documento de patente contiene material que esta sujeto a la
proteccion de derechos de autor. El poseedor de los derechos de autor no tiene objeciones a la reproduccion
facsimilar de cualquiera de los documentos de patente o divulgaciones de patente como aparecen en el archivo o
registros de patentes de la Oficina de Patentes y Marcas, pero se reserva por lo demas absolutamente todos los
derechos de autor. La siguiente naotificacion se aplica a los procesos, experimentos y datos como se describen a
continuacién y a los dibujos adjuntos a los mismos: Copyright © 2010, Billion King International Limited, todos los
derechos reservados.

Campo técnico

[0003] La presente invencion se refiere a un procedimiento para la preparacion de una composicion
farmacéutica que contiene un portador de oxigeno termoestable y a la composicion preparada mediante el proceso.

[0004] Se da a conocer también el uso de la composicién farmacéutica que contiene un portador de oxigeno
termoestable para el tratamiento de cancer, trastornos por privacion de oxigeno y conservacion de 6rganos para
seres humanos y otros animales.

Antecedentes de la invencion

[0005] La hemoglobina desempefia un papel importante en la mayoria de los vertebrados para el intercambio
gaseoso entre el sistema vascular y los tejidos. Es responsable de portar oxigeno desde el sistema respiratorio a las
células corporales mediante la circulacién sanguinea y también de portar el producto de desecho metabdlico diéxido
de carbono fuera de las células corporales al sistema respiratorio, donde se exhala el diéxido de carbono. Puesto
que la hemoglobina tiene este rasgo de transporte de oxigeno, puede usarse como un potente suministrador de
oxigeno si puede estabilizarse ex vivo y usarse in vivo.

[0006] La hemoglobina de origen natural es un tetramero que es generalmente estable cuando esta presente
en los eritrocitos. Sin embargo, cuando se retira la hemoglobina de origen natural de los eritrocitos, se vuelve
inestable en el plasma y se escinde en dos dimeros a-. Cada uno de estos dimeros es de un peso molecular de
aproximadamente 32 kDa. Estos dimeros pueden causar una lesion renal sustancial cuando se filtran a través de los
rifones y se excretan. La degradacién del ligamiento del tetrdmero influye negativamente también sobre la
sostenibilidad de la hemoglobina funcional en circulacion.

[0007] Para resolver el problema, los desarrollos recientes en el procesamiento de hemoglobina han
incorporado diversas técnicas de reticulacion para crear enlaces intramoleculares en el tetrAmero asi como enlaces
intermoleculares entre los tetrameros, formando hemoglobina polimérica. La técnica anterior ensefia que la
hemoglobina polimérica es la forma preferida para aumentar la semivida en circulacion de la hemoglobina. Sin
embargo, como se determina por los presentes inventores, la hemoglobina polimérica se convierte mas facilmente
en metahemoglobina en la circulacién sanguinea. La metahemoglobina no puede unir oxigeno y por lo tanto no
puede oxigenar tejidos. Por lo tanto, la reticulacion ensefiada por la técnica anterior que causa la formacion de
hemoglobina polimérica es un problema. Existe la necesidad en la materia de una técnica que permita una
reticulacion intramolecular para crear tetrameros estables sin la formacién simultanea de hemoglobina polimérica.

[0008] Los problemas adicionales con los intentos de la técnica anterior de estabilizar la hemoglobina incluyen

la producciéon de hemoglobina tetramérica que incluye un porcentaje inaceptablemente alto de unidades diméricas;
la presencia de dimeros hace a la composicion de hemoglobina insatisfactoria para administracion a mamiferos. La
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forma dimérica de la hemoglobina puede causar lesion renal grave a un cuerpo de mamifero, y esta lesion renal
puede ser suficientemente grave para causar la muerte. Por lo tanto, existe la necesidad en la materia de crear
hemoglobina tetramérica estable con una forma dimérica indetectable en el producto final.

[0009] Otro problema con los productos de hemoglobina de la técnica anterior es un aumento repentino de la
presion sanguinea después de la administracion. En el pasado, se han registrado eventos de vasoconstriccion por
portadores de oxigeno basados en hemoglobina de generaciones anteriores. Por ejemplo, el producto Hemopure®
(Biopure Co., EE.UU.) daba como resultado una presién arterial media un 30% mas alta (16,5 + 1,2 kPa) cuando se
comparaba con el valor basal (12,8 + 1,3 kPa) como se da a conocer por Katz y col., 2010. Los intentos anteriores
de resolver este problema se han basado en reactivos de sulfhidrilo que reaccionaban con grupos sulfhidrilo de
hemoglobina, supuestamente para evitar la unién del factor de relajacién derivado de endotelio con los grupos
sulfhidrilo. Sin embargo, el uso de tratamiento de sulfhidrilo afiade etapas de procesamiento, dando como resultado
un coste afadido e impurezas que deben retirarse después de la composicién de hemoglobina. Por tanto, existe la
necesidad en la materia de un proceso para preparar hemoglobina que no cause vasoconstriccion ni hipertension
cuando se aplica a un mamifero.

[0010] Los problemas adicionales con los intentos de la técnica anterior de crear hemoglobina estable
incluyen la presencia de impurezas proteicas tales como inmunoglobulina G que pueden causar efectos alérgicos en
mamiferos. Por lo tanto, existe la necesidad en la materia de un proceso que pueda producir hemoglobina
tetramérica estable sin impurezas proteicas.

[0011] Ademas de los problemas anteriores, existe la necesidad en la materia de una hemoglobina
tetramérica estabilizada que esté exenta de dimeros, exenta de fosfolipidos y pueda producirse a escala industrial.

Resumen de la invencién

[0012] La presente invencion proporciona un procedimiento para procesar una hemoglobina tetramérica
reticulada purificada termoestable no polimérica adecuada para uso en mamiferos sin causar lesion renal grave,
efectos vasculares perjudiciales ni eventos adversos graves, incluyendo la muerte. La presente invencion retira la
forma dimérica de hemoglobina, la hemoglobina tetramérica no reticulada, fosfolipidos e impurezas proteicas.
Adicionalmente, la presente invencién usa (1) un aparato de citélisis instantanea para una lisis hipoténica precisa y
controlada, (2) una cromatografia en columna de flujo continuo continuo, (3) un aparato de alta temperatura/corto
tiempo (ATCT) para procesamiento térmico de la disolucion de hemoglobina en el proceso de purificacion para retirar
los dimeros de hemoglobina no estabilizados indeseables y para retirar las impurezas proteicas, por ejemplo
inmunoglobulina G, de modo que puedan evitarse lesiones renales, efectos vasculares perjudiciales y otras
reacciones téxicas y (4) un envase de bolsa de infusién hermético para evitar la entrada de oxigeno al producto.

[0013] El procedimiento incluye un material de partida de sangre completa de mamifero que incluye al menos
eritrocitos y plasma. Los eritrocitos se separan del plasma en la sangre completa de mamifero, seguido de filtracién
para obtener una fraccién de eritrocitos filtrados. Se lava la fraccién de eritrocitos filtrados para retirar las impurezas
proteicas plasmaticas. Se disgregan los eritrocitos lavados mediante lisis hipoténica controlada durante un tiempo
suficiente para lisar los eritrocitos sin lisar los leucocitos en un aparato de citélisis instantanea a un caudal de 50-
1000 I/h. Se efectta una filtracion para retirar al menos una parte del retenido de desecho del lisado. Se extrae una
primera disolucién de hemoglobina del lisado.

[0014] Se efectlia un primer proceso de ultrafiltracién usando un filtro de ultrafiltracion configurado para retirar
las impurezas que tienen un peso molecular mayor que la hemoglobina tetramérica y para retirar adicionalmente
cualquier virus y retenido de desecho residual de la primera disolucién de hemoglobina, obteniéndose una segunda
disolucién de hemoglobina. Se efectlia una cromatografia de columna de flujo continuo con la segunda disolucién de
hemoglobina para retirar las impurezas proteicas, hemoglobina dimérica y fosfolipidos, formando una disolucion de
hemoglobina exenta de fosfolipidos. Se efectlla un segundo proceso de ultrafiltracion con la disolucion de
hemoglobina exenta de fosfolipidos usando un filtro configurado para retirar las impurezas, dando como resultado
una disolucién de hemoglobina exenta de fosfolipidos purificada concentrada.

[0015] Se reticulan al menos las subunidades a-a de la hemoglobina purificada mediante fumarato de bis-3,5-
dibromosalicilo, formando hemoglobina reticulada termoestable sin formacion de hemoglobina polimérica, de tal
modo que el peso molecular de la hemoglobina tetramérica reticulada no polimérica resultante sea de 60-70 kDa. La
expresion “no polimérica”, como se usa en la presente memoria, hace referencia a hemoglobina tetramérica que no
esta reticulada intermolecularmente con otras moléculas de hemoglobina ni ninguna otra molécula no de
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hemoglobina tal como PEG. Se intercambia un tampén fisiolégico adecuado, tal como disolucién salina tamponada
con fosfato (PBS), disolucion de lactato de Ringer, disolucion de acetato de Ringer o tampén Tris, por la
hemoglobina tetramérica reticulada. Se retira cualquier producto quimico residual usando filtracion por flujo
tangencial.

[0016] Después de este procedimiento, se trata térmicamente la hemoglobina reticulada para retirar cualquier
hemoglobina tetramérica no reticulada residual y cualquier hemoglobina no estabilizada, por ejemplo la forma
dimérica de hemoglobina, y cualquier otra impureza proteica.

[0017] El tratamiento térmico es un tratamiento a alta temperatura durante corto tiempo realizado a 70 a 95°C
durante 30 s a 3 h en una o mas de las condiciones siguientes: seguido inmediatamente de enfriamiento
aproximadamente a 25°C; y/lo se afiade N-acetilcisteina a la hemoglobina tetramérica reticulada antes del
tratamiento térmico. Antes del tratamiento térmico, se afiade opcionalmente N-acetilcisteina a una concentracion de
aproximadamente 0,2% a la hemoglobina tetramérica reticulada para impedir la formacién de metahemoglobina.
Inmediatamente después del tratamiento térmico y enfriamiento, se afiade N-acetilcisteina a una concentracién de
aproximadamente 0,2 a 0,4% para impedir adicionalmente la formacion de metahemoglobina.

[0018] Se retira cualquier precipitado formado durante el tratamiento térmico mediante centrifugaciéon o un
aparato de filtracion, formando una disolucién transparente después de ello.

[0019] Se afiade entonces la hemoglobina tetramérica reticulada no polimérica termoestable exenta de
impurezas proteicas, exenta de fosfolipidos y exenta de dimero a un portador farmacéuticamente aceptable.

[0020] Después de ello, se formula la hemoglobina tetramérica reticulada termoestable y se envasa en una
bolsa de infusién a medida y hermética de polietileno, etileno-acetato de vinilo, etileno-alcohol vinilico (PE, EVA,
EVOH). El envasado impide la contaminacién que da como resultado la formacion de metahemoglobina inactiva.

[0021] Se usa la hemoglobina tetramérica reticulada termoestable producida mediante el procedimiento
anterior para el tratamiento de diversos canceres tales como leucemia, cancer colorrectal, cancer de pulmén, cancer
de higado, cancer nasofaringeo y cancer de eséfago. El mecanismo para destruir células es mejorar la oxigenacion
de tumores en condiciones hipoxicas, potenciando asi la sensibilidad hacia la radiacion y los agentes
qguimioterapéuticos. La hemoglobina tetramérica reticulada termoestable se usa también para la conservacion de
tejidos de dérganos durante transplantes o para la conservacion del corazén en situaciones en que hay una falta de
suministro de oxigeno in vivo, tal como en un corazoén privado de oxigeno.

Breve descripcién de los dibujos

[0022] La FIG. 1 representa el alineamiento de secuencia aminoacidica de diferentes hemoglobinas.

[0023] La FIG. 2 es un diagrama de flujo que representa una visidon general del proceso de la presente
invencion.

[0024] La FIG. 3 representa esquematicamente un aparato de citélisis instantanea usado en el proceso de la
presente invencion.

[0025] La FIG. 4 representa un analisis de cromatografia liquida de alta resolucion para (a) hemoglobina

tetramérica reticulada no termotratada y (b) hemoglobina tetramérica reticulada termoestable que ha experimentado
un tratamiento térmico a 90°C durante 45 s a 2 min o0 a 80°C durante 30 minutos.

[0026] La FIG. 5 representa un analisis de espectrometria de masas con ionizacién por electropulverizacién
(EM-IEP) de hemoglobina tetramérica reticulada termoestable.

[0027] La FIG. 6 muestra un analisis de espectroscopia de dicroismo circular de (a) una disolucion de
hemoglobina purificada y (b) hemoglobina tetramérica reticulada termoestable.
[0028] La FIG. 7 muestra la mejora de oxigenacion en tejido normal. La inyeccion de una disolucion de

hemoglobina tetramérica reticulada termoestable 0,2 g/kg da como resultado un aumento significativo de (A) la
concentracion plasmatica de hemoglobina y (B) el suministro de oxigeno al musculo. Se observa un aumento
significativo de oxigenacion durante un periodo mayor de tiempo en comparacion con el nivel de hemoglobina
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plasmatica.

[0029] La FIG. 8 muestra la mejora de oxigenacion en tejido tumoral hipédxico. La inyeccién de una disolucién
de hemoglobina tetramérica reticulada termoestable 0,2 g/kg da como resultado un aumento significativo del
suministro de oxigeno a un xenoinjerto de carcinoma escamoso de cabeza y cuello (HNSCC).

[0030] La FIG. 9 muestra la reduccién tumoral parcial en modelos de roedor de (A) carcinoma nasofaringeo
(NPC) y (B) tumor hepético.

[0031] La FIG. 10 demuestra los cambios de presién arterial media en un modelo de rata de choque
hemorragico grave después de tratamiento con hemoglobina tetramérica reticulada termoestable.

[0032] La FIG. 11 es un perfil de elucién para cromatografia en columna de flujo continuo; la disolucién de
hemoglobina esta en la fraccion de flujo continuo.
[0033] La FIG. 12 representa esqguematicamente un sistema de cromatografia de columna CM de flujo

continuo con ultrafiltracion para operacion a escala industrial.

[0034] La FIG. 13 es una representacion esquematica de un aparato usado para la etapa de procesamiento
térmico ATBT.

[0035] La FIG. 14 demuestra el perfil de temperatura en el aparato de procesamiento de ATBT y el tiempo
tomado para retirar el tetramero inestabilizado (dimero) del sistema a 85 y 90°C de la presente invencion.

[0036] La FIG. 15 demuestra la velocidad de formacion de metahemoglobina en el sistema a 85 y 90°C en el
aparato de procesamiento de ATBT de la FIG. 13.

[0037] La FIG. 16 es una representacion esquematica de una bolsa de infusion de hemoglobina tetramérica
reticulada termoestable de la presente invencion.

Descripcion detallada de la invencion

[0038] La hemoglobina es una proteina transportadora de oxigeno que contiene hierro en los eritrocitos de la
sangre de mamiferos y otros animales. La hemoglobina exhibe caracteristicas tanto de estructura terciaria como
cuaternaria de proteinas. La mayoria de los aminoacidos de la hemoglobina forman hélices a conectadas por
segmentos cortos no helicoidales. Los enlaces de hidrégeno estabilizan las secciones helicoidales dentro de la
hemoglobina, causando atracciones dentro de la molécula y plegandose asi cada cadena polipeptidica con una
forma especifica. Una molécula de hemoglobina se ensambla a partir de cuatro subunidades proteicas globulares.
Cada subunidad esta compuesta por una cadena polipeptidica dispuesta en un conjunto de segmentos estructurales
de hélice a conectados en una disposicion de “plegamiento de mioglobina” con un grupo hemo incrustado.

[0039] El grupo hemo consiste en un atomo de hierro mantenido en un anillo heterociclico, conocido como
porfirina. El atomo de hierro se une igualmente a los cuatro atomos de nitrégeno en el centro del anillo, que se
encuentra en un plano. El oxigeno puede unirse entonces al centro de hierro perpendicularmente al plano del anillo
de porfirina. Por tanto, una sola molécula de hemoglobina tiene la capacidad de combinarse con cuatro moléculas de
oxigeno.

[0040] En adultos humanos, el tipo mas comin de hemoglobina es un tetramero llamado hemoglobina A
consistente en dos subunidades a y dos  unidas no covalentemente designado como a2f32, cada una compuesta
por 141 y 146 residuos aminoacidicos, respectivamente. El tamafio y estructura de las subunidades a y 3 son muy
similares entre si. Cada subunidad tiene un peso molecular de aproximadamente 16 kDa para un peso molecular
total del tetramero de aproximadamente 65 kDa. Las cuatro cadenas polipeptidicas estan unidas entre si por
puentes salinos, enlaces de hidrégeno e interaccién hidréfoba. La estructura de la hemoglobina bovina es similar a la
de hemoglobina humana (90,14% de identidad en la cadena a; 84,35% de identidad en la cadena B). La diferencia
es que los dos grupos sulfhidrilo en la hemoglobina bovina estan colocados en B Cys93, mientras que los sulfhidrilos
en la hemoglobina humana estan colocados en a Cys 104, B Cys 93 y B Cys 112, respectivamente. La FIG. 1
muestra el alineamiento de secuencias aminoacidicas de hemoglobina bovina, humana, canina, porcina y equina,
marcadas respectivamente B, H, C, P y E. Se sombrean los aminoacidos distintos de diversas fuentes. La FIG. 1
indica que la hemoglobina humana comparte una alta similitud con la bovina, canina, porcina y equina cuando se
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comparan sus secuencias aminoacidicas.

[0041] En la hemoglobina de origen natural dentro de los eritrocitos, la asociacion de una cadena a con su
correspondiente cadena B es muy fuerte y no se disocia en condiciones fisiolégicas. Sin embargo, la asociacién de
un dimero de af} con otro dimero de af es bastante débil fuera de los eritrocitos. El enlace tiene tendencia a
escindirse en dos dimeros de af cada uno de aproximadamente 32 kDa. Estos dimeros indeseados son
suficientemente pequefios para filtrarse por los rifiones y excretarse, siendo el resultado una lesion renal potencial y
un tiempo de retencion intravascular sustancialmente reducido.

[0042] Por lo tanto, es necesario estabilizar cualquier hemoglobina que se use fuera de los eritrocitos tanto por
eficacia como por seguridad. El proceso para producir hemoglobina estabilizada se esboza a continuacién; se
presenta una vision general del proceso de la presente invencién en el diagrama de flujo de la FIG. 2.

[0043] Inicialmente, se selecciona una fuente de sangre completa como fuente de hemoglobina de eritrocitos.
Se selecciona sangre completa de mamifero incluyendo, pero sin limitacién, sangre completa humana, bovina,
porcina, equina y canina. Se separan los eritrocitos del plasma, se filtran y se lavan para retirar las impurezas
proteicas plasmaticas.

[0044] Para liberar la hemoglobina de los eritrocitos, se lisa la membrana celular. Aunque pueden usarse
diversas técnicas para lisar eritrocitos, la presente invencién usa lisis en condiciones hipoténicas de manera
controlable con precision a voliumenes adecuados para produccion a escala industrial. Con este fin, se usa un
aparato de citolisis instantanea como se observa en la FIG. 3 para lisar los eritrocitos. La lisis hipotdnica crea una
disolucién de lisado que incluye hemoglobina y un retenido de desecho. Para posibilitar la produccién a escala
industrial, se controla cuidadosamente la lisis de tal modo que se lisen solo los eritrocitos sin lisar leucocitos u otras
células.

[0045] Se selecciona el tamafio del aparato de citdlisis instantanea de tal modo que los eritrocitos atraviesen
el aparato en 2 a 30 s o de otro modo un tiempo suficiente para lisar los eritrocitos, y preferiblemente 30 s. El
aparato de citdlisis instantanea incluye un mezclador estatico. Se usa agua desionizada y destilada como disolucion
hipoténica. Se entiende, por supuesto, que el uso de otras disoluciones hipoténicas que tengan diferentes
concentraciones salinas daria como resultado diferentes periodos de tiempo para la lisis de eritrocitos. Debido a que
el procedimiento de lisis controlada lisa solo los eritrocitos, no los leucocitos ni material celular, se minimiza la
liberaciéon de proteinas téxicas, fosfolipidos o ADN de eritrocitos y otro material celular. Se afiade una disolucion
hiperténica inmediatamente después de 30 s, es decir, después de que la disolucion que contiene eritrocitos haya
atravesado la parte de mezclador estatico del aparato de citélisis instantanea. La hemoglobina resultante tiene una
mayor pureza y menores niveles de contaminantes, tales como ADN indeseado y fosfolipidos, que la hemoglobina
resultante de usar otras técnicas de lisis. No se detectan acidos nucleicos indeseados de leucocitos ni impurezas
fosfolipidicas en la disolucion de hemoglobina por los métodos de reaccion en cadena de la polimerasa (limite de
deteccion= 64 pg) ni cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, limite de deteccion= 1 pug/ml), respectivamente.

[0046] Se efectlian dos procesos de ultrafiltracion: uno que retira las impurezas que tienen pesos moleculares
mayores que la hemoglobina antes de la cromatografia en columna de flujo continuo, y otro que retira las impurezas
que tienen pesos moleculares menores que la hemoglobina después de cromatografia en columna de flujo continuo.
El dltimo proceso de ultrafiltracion concentra la hemoglobina. En algunas realizaciones, se usa un filtro de 100 kDa
para la primera ultrafiltracion, mientras que se usa un filtro de 30 kDa para la segunda ultrafiltracion.

[0047] Se usa la cromatografia en columna de flujo continuo para retirar las impurezas proteicas de la
disolucién de hemoglobina purificada, tales como inmunoglobulina G, albimina y anhidrasa carbénica. En algunas
realizaciones, se lleva a cabo la cromatografia en columna usando una o una combinacién de columnas de
intercambio i6nico comercialmente disponibles tales como una columna de DEAE, columna de CM, columna de
hidroxiapatito, etc. El pH para cromatografia en columna es tipicamente de 6 a 8,5. En una realizacién, se usa una
etapa de cromatografia en columna de CM de flujo continuo para retirar las impurezas proteicas a pH 8,0. Se efectia
un ensayo de inmunosorcion ligado a enzima (ELISA) para detectar las impurezas proteicas y los fosfolipidos que
quedan en la mezcla después de elucién de la cromatografia en columna. Esta separacion de cromatografia en
columna de flujo continuo Unica posibilita un esquema de separacion continua para produccién a escala industrial. El
resultado de ELISA muestra que la cantidad de estas impurezas es sustancialmente baja en la hemoglobina eluida
(inmunoglobulina G: 44,3 ng/ml; albimina: 20,37 ng/ml; anhidrasa carbodnica: 81,2 pg/ml). Se muestran en la Tabla 1
siguiente los resultados de la retirada de impurezas proteicas usando diferentes clases de columna con diferentes
valores de pH.
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Tabla 1
Columna (condicion de pH) Porcentaje de retirada (%)
Anhidrasa carbdénica Albimina  Inmunoglobulina G
DEAE (a pH 7,5) - 68 29,8
DEAE (a pH 7,8) - 60 50,9
CM (a pH 6,2) - 32 21,8
CM (a pH 8,0) 5,6 53,2 66,4
Hidroxiapatito (a pH 7,5) 4,5 23,5 22,8
[0048] Después del proceso cromatografico en columna, se somete la hemoglobina a reticulacion con

fumarato de bis-3,5-dibromosalicilo (DBSF). Para impedir la formacion de hemoglobina polimérica, se controla
cuidadosamente la reaccion en un entorno desoxigenado (preferiblemente menos de 0,1 ppm de nivel de oxigeno
disuelto) con una relacién molar de hemoglobina a DBSF de entre 1:2,5 y 1:4,0 durante un periodo de tiempo de 3 a
16 horas a temperatura ambiente (15-25°C), preferiblemente a un pH de aproximadamente 8-9, de tal modo que la
hemoglobina reticulada resultante sea hemoglobina tetramérica que tiene un peso molecular de 60-70 kDa,
demostrando que no esta presente hemoglobina polimérica. El rendimiento de la reaccion de DBSF es alto, > 99%, y
la concentracion de dimero en el producto final es baja. Opcionalmente, el presente proceso no requiere reactivos de
tratamiento con sulfhidrilo tales como yodoacetamida para reaccionar con la hemoglobina antes de la reticulacion,
como se usan en diversos procesos de la técnica anterior.

[0049] En este punto, se intercambia disolucion salina tamponada con fosfato (PBS), un tampén fisiolégico,
con la disolucion de reticulacion y se retira cualquier producto quimico residual mediante filtracion por flujo
tangencial.

[0050] Después del proceso de reticulacién de hemoglobina por DBSF en condiciones desoxigenadas, la
presente invencion proporciona una etapa de procesamiento térmico para la disolucion de hemoglobina tetramérica
reticulada en un entorno desoxigenado. Antes del tratamiento térmico, se afiade opcionalmente N-acetilcisteina para
impedir la formacién de metahemoglobina (hemoglobina inactiva). Después de la etapa de procesamiento térmico,
se enfria la disolucion y se afiade inmediatamente N-acetilcisteina para mantener un nivel bajo de metahemoglobina.
Si se afiade N-acetilcisteina antes y después del tratamiento térmico, la cantidad afiadida antes del tratamiento
térmico es de aproximadamente un 0,2%, mientras que la cantidad afiadida después del tratamiento térmico es de
aproximadamente 0,2% a 0,4%. Sin embargo, si se afiade N-acetilcisteina solo después del tratamiento térmico,
entonces la cantidad afiadida es de un 0,4%.

[0051] Se calienta la disolucién de hemoglobina tetramérica reticulada en un intervalo de temperaturas de 70
a 95°C y durante tiempos desde 30 s a 3 h. En algunas realizaciones preferidas, se calienta la disolucion de
hemoglobina tetramérica reticulada a menos de 80°C durante 30 minutos. Y en alin otras realizaciones preferidas, se
calienta la disolucion de hemoglobina reticulada a 90°C durante 30 s a 3 min, se enfria entonces rapidamente a
aproximadamente 25°C en aproximadamente 15 a 30 s y se afiade N-acetilcisteina como se expone anteriormente.
Resulta una cantidad muy baja de metahemoglobina, por ejemplo, menos de 3%. Sin el uso de N-acetilcisteina, la
cantidad de metahemoglobina formada es de aproximadamente un 16%, un porcentaje inaceptablemente alto para
aplicaciones farmacéuticas.

[0052] Se usan cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), espectrometria de masas con ionizacién por
electropulverizacion (EM-IEP), espectroscopia de dicroismo circular (DC) y Hemox Analyzer para medidas de p50
después para analizar y caracterizar la hemoglobina tetramérica reticulada termoestable. Para una hemoglobina
originada en una fuente de sangre bovina, la FIG. 4 muestra que la forma dimérica de hemoglobina es indetectable
en un sistema de HPLC (limite de deteccion: 2,6 pg/ml o 0,043%) para hemoglobina que ha experimentado un
tratamiento térmico a 90°C durante 45 s a 2 min o a 80°C durante 30 min. Se encuentra como termoestable a 80 o
90°C la hemoglobina tetramérica no polimérica reticulada durante un periodo de tiempo. La etapa de procesamiento
térmico (alta temperatura/corto tiempo, ATCT) es una potente etapa para desnaturalizar la forma tetramérica no
reaccionada natural y la forma dimérica de hemoglobina.

[0053] Para analizar el resultado de esta etapa de ATCT, se usa un procedimiento analitico de HPLC para
detectar la cantidad de dimero después de esta etapa de procesamiento térmico. La fase moévil para analisis de
HPLC contiene cloruro de magnesio (0,75 M) que puede separar la hemoglobina dimérica (tetramero no
estabilizado) y la tetramérica reticulada termoestable. Para promover la disociacion de hemoglobina en dimeros, el

7



10

15

20

25

30

35

ES 2404 405 T3

cloruro de magnesio es aproximadamente 30 veces mas eficaz que el cloruro de sodio a la misma fuerza ionica. La
etapa de procesamiento térmico actlia también como etapa de desnaturalizacion para retirar drasticamente aquellas
impurezas proteicas indeseadas de la hemoglobina tetramérica reticulada (inmunoglobulina G indetectable, albdimina
indetectable, 99,99% de reduccién de anhidrasa carbdnica). Se efectla un ensayo de inmunosorcién ligado a
enzima (ELISA) para detectar las impurezas proteicas en la muestra. Por tanto, la disolucion de hemoglobina
tetramérica reticulada termoestable purificada tiene un nivel indetectable de dimero (menor que el limite de
deteccion: 0,043%) e inmunoglobulina G y una cantidad muy baja de albimina (0,02 pg/ml) y anhidrasa carbdnica
(0,014 pg/ml). La Tabla 2 muestra los resultados experimentales respecto a las impurezas proteicas y la retirada de
dimero por la etapa de procesamiento térmico de ATCT. Esta etapa térmica de ATCT posibilita la separacién
selectiva del tetramero reticulado termoestable del tetramero inestable y dimero.

Tabla 2
Condiciones Impurezas proteicas (por ELISA) Por HPLC
de la muestra Inmunoglobulina G Albumina Anhidrasa Tetramero  Dimero (%) | p50 a 37°C
(ng/ml) (ng/ml) carbonica (%) (mm de
(Hg/ml) Hg)
Sin 0,36 0,57 355,41 90,1 54 38
tratamiento
térmico
80°C durante | Indetectable 0,33 0,032 92,7 3,4 Sin datos
10 min
80°C durante | Indetectable 0,14 0,022 93,3 2,9 Sin datos
15 min
80°C durante | Indetectable 0,03 0,014 95,6 Indetectable | 32
30 min
Sin 0,29 0,52 261,80 91,8 53 38
tratamiento
térmico
90°C durante | Indetectable 0,21 >0,063 93,4 2,0 29
1,0 min
90°C durante | Indetectable 0,04 0,022 94,9 0,6 31
1,5 min
90°C durante | Indetectable 0,02 0,016 96,1 Indetectable | 31
2,0 min
[0054] Después de la etapa de procesamiento térmico para hemoglobina reticulada en condiciones

desoxigenadas, la hemoglobina tetramérica reticulada termoestable esta lista para formulaciéon farmacéutica y
envasado. La presente invencion describe una etapa de envasado hermético de la disolucion de hemoglobina
tetramérica reticulada termoestable en un entorno desoxigenado. La hemoglobina tetramérica reticulada
termoestable de la presente invencion es estable en condiciones desoxigenadas durante mas de dos afios.

[0055] En esta invencion, la composicion farmacéutica que contiene portador de oxigeno se pretende
principalmente para aplicacién por inyeccion intravenosa. Tradicionalmente, los productos anteriores usan una bolsa
de sangre de PVC o bolsa de sangre Stericon que tiene una alta permeabilidad al oxigeno que dado el caso acortara
la vida util del producto, puesto que lo vuelve rapidamente metahemoglobina inactiva (en unos pocos dias) en
condiciones oxigenadas.

[0056] El envasado usado en la presente invencion da como resultado una hemoglobina tetramérica
reticulada termoestable que es estable durante mas de dos afios. Se usa un envasado multicapa de material
EVA/EVOH para minimizar la permeabilidad gaseosa y evitar la formacion de metahemoglobina inactiva. Se prepara
una bolsa de infusiébn de 100 ml disefiada para uso con la hemoglobina tetramérica reticulada purificada y
termoestable de la presente invencién a partir de cinco capas de material laminado de EVA/EVOH con un grosor de
0,4 mm, que tiene una permeabilidad al oxigeno de 0,093-2 cm®/m? por 24 horas por atmésfera a temperatura
ambiente. Este material es un plastico de clase VI (como se define en USP<88>) que satisface los ensayos de
reactividad bioldgica in vivo y el ensayo fisicoquimico y es adecuado para fabricar una bolsa de infusién con fines de
inyeccion intravenosa. Esta bolsa primaria es particularmente Gtil para proteger la disolucion de hemoglobina
tetramérica reticulada termoestable de la exposicién a oxigeno a largo plazo que causa su inestabilidad y dado el
caso afecta a sus propiedades terapéuticas.
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[0057] Para una proteccion secundaria de los productos sanguineos, se ha conocido usar un envoltorio de
aluminio para proteger frente a una fuga potencial de aire y para mantener al producto en estado desoxigenado. Sin
embargo, existe el potencial de orificios en el envoltorio de aluminio que comprometen su hermeticidad y hacen al
producto inestable. Por lo tanto, la presente invencién usa como envasado secundario un saquito de envoltorio de
aluminio que impide la oxigenacioén e impide también la exposicion a la luz. La composicion del saquito de envoltorio
incluye 0,012 mm de poli(tereftalato de etileno) (PET), 0,007 mm de aluminio (Al), 0,015 mm de nailon (NY) y 0,1 mm
de polietileno (PE). La pelicula de envoltorio tiene un grosor de 0,14 mm y un indice de transmision de oxigeno de
0,093 cm*/m? por 24 horas por atmosfera a temperatura ambiente. Este envasado secundario alarga el tiempo de
estabilidad de la hemoglobina, prolongando la duracién de almacenamiento del producto.

[0058] Se analiza la hemoglobina de la presente invencion mediante diversas técnicas, incluyendo EM-IEP. La
EM-IEP posibilita el analisis de moléculas muy grandes. Es una técnica de ionizacion que analiza el compuesto de
alto peso molecular ionizando la proteina y separando entonces la proteina ionizada basandose en la relacion de
masa/carga. Por lo tanto, el peso molecular y las interacciones proteicas pueden determinarse exactamente. En la
FIG. 5, el resultado del analisis de EM-IEP indica que el tamafio de la hemoglobina tetramérica reticulada
termoestable es de 65 kDa (tetrameros de hemoglobina no polimérica). Los espectros de DC de UV lejano de 190 a
240 nm revelan las estructuras secundarias de la parte de globina de la hemoglobina. En la FIG. 6, la consistencia
de los espectros de la disolucion de hemoglobina purificada y hemoglobina tetramérica reticulada termoestable
revela que las cadenas de hemoglobina se pliegan apropiadamente incluso después del tratamiento térmico a 90°C.
El resultado de DC muestra que la hemoglobina tetramérica reticulada termoestable tiene aproximadamente un 42%
de hélice a, un 38% de lamina B, un 2,5% de giros B y un 16% de ovillo aleatorio. Confirma adicionalmente que la
hemoglobina tetramérica reticulada es termoestable.

[0059] El proceso de esta invencién es aplicable a la producciéon a gran escala industrial de hemoglobina
tetramérica reticulada termoestable. Ademas, la hemoglobina tetramérica reticulada termoestable en combinacion
con un portador farmacéutico (por ejemplo, agua, tampén fisiolégico o en forma de capsula) es adecuada para uso
en mamiferos.

[0060] La presente divulgacién se refiere adicionalmente a los usos de la composicién farmacéutica que
contiene portador de oxigeno en la mejora de la oxigenacion de tejidos, tratamiento de cancer, tratamiento de
trastornos por privacion de oxigeno tales como choque hemorragico y conservacion cardiaca en un entorno de bajo
contenido en oxigeno (por ejemplo, transplante cardiaco). La dosificaciéon se selecciona para tener un intervalo de
concentracion de aproximadamente 0,2-1,3 g/kg con una velocidad de infusion de menos de 10 mi/hora/kg de peso
corporal.

[0061] Para usos en el tratamiento de cancer, la composicion farmacéutica que contiene portador de oxigeno
de la presente invencion sirve como agente de oxigenacién de tejidos para mejorar la oxigenacion en tejidos
tumorales, potenciando asi la quimiosensibilidad y la radiosensibilidad.

[0062] Ademas, se demuestra en esta invencion la capacidad de la hemoglobina tetramérica reticulada
termoestable de mejorar la oxigenacion en tejidos normales (FIG. 7) y en tumores extremadamente hipéxicos (FIG.
8) como carcinoma nasofaringeo humano (usando la linea celular CNE2). Se muestra en la FIG. 8 el perfil de
oxigeno representativo a lo largo del seguimiento en tejido de un xenoinjerto de CNE2 humano. La presién parcial de
oxigeno (pOz) en la masa tumoral se monitoriza directamente mediante un sensor de oxigeno de fibra éptica (Oxford
Optronix Limited) acoplado con un sistema de microlocalizacion (DTI Limited). Después de la inyeccion intravenosa
de hemoglobina tetramérica reticulada termoestable 0,2 g/kg, el valor medio de pO; se eleva desde el valor basal a
aproximadamente dos veces la presion parcial de oxigeno media relativa al cabo de 15 minutos, y se prolonga
durante 6 horas. Adicionalmente, el nivel de oxigeno de media se sigue manteniendo a un nivel de 25 a 30% por
encima del valor basal a las 24 a 48 horas después de la infusién. Ningn producto comercial ni tecnologia existente
muestra una eficacia tan alta en comparacion con la composicién farmacéutica que contiene portador de oxigeno
preparada en esta invencion.

[0063] Para la oxigenacion de tejido tumoral, se muestra en la FIG. 8 un perfil de oxigeno representativo de un
xenoinjerto de carcinoma escamoso de cabeza y cuello humano (HNSCC) (FaDu). Después de la inyeccion
intravenosa de hemoglobina tetramérica reticulada termoestable 0,2 g/kg, se observa un aumento significativo de la
pO2 media de méas de 6,5 veces y 5 veces a las 3 y 6 horas, respectivamente (FIG. 8).

[0064] Para aplicaciones en el tratamiento de cancer, la composiciéon farmacéutica que contiene portador de
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oxigeno de la presente invencién sirve como agente de oxigenacion de tejido para mejorar la oxigenacion en tejidos
tumorales, potenciando asi la quimiosensibilidad y radiosensibilidad. En conjunto, la irradiaciéon de rayos X y la
hemoglobina tetramérica reticulada termoestable retardan el crecimiento tumoral. En la FIG. 9A, las curvas
representativas muestran una reduccién tumoral significativa en modelos de roedor de carcinoma nasofaringeo. Se
tratan ratones atimicos portadores de xenoinjertos de CNE2 con rayos X solo (2 Gy) o en combinacion con la
hemoglobina tetramérica reticulada termoestable (2 Gy + Hb). Se inyecta hemoglobina tetramérica reticulada
termoestable 1,2 g/kg por via intravenosa en el ratdn aproximadamente 3 a 6 horas antes de la irradiaciéon con rayos
X, dando como resultado una reduccion parcial del xenoinjerto de carcinoma nasofaringeo.

[0065] En una realizacion, se observa una reduccion de tumor hepéatico significativa después de inyectar la
composicion junto con un agente quimioterapéutico. En la FIG. 9B, el diagrama representativo muestra una
reduccion tumoral significativa en un modelo de cancer hepatico ortotépico en rata. Se tratan ratas pardas
portadoras de un ortoinjerto de tumor hepatico (linea celular CRL1601) con cisplatino 3 mg/kg solo o en combinacién
con hemoglobina tetramérica reticulada termoestable 0,4 g/kg (cisplatino + Hb). La administracion de la hemoglobina
tetramérica reticulada termoestable antes de la inyeccion de cisplatino da como resultado una reduccion parcial del
tumor hepatico.

[0066] Para uso en el tratamiento de trastornos por privacién de oxigeno y para conservacion cardiaca, la
composicion farmacéutica que contiene portador de oxigeno de la presente invencidon sirve como sustituto
sanguineo que proporciona oxigeno a un 6rgano diana.

[0067] Se muestran en la FIG. 10 los cambios de presion arterial media en un modelo de rata de choque
hemorragico grave después de tratamiento con hemoglobina tetramérica reticulada termoestable 0,5 g/kg. En un
modelo de rata de choque hemorragico grave, se devuelve la presion arterial media a un nivel seguro y estable y se
mantiene en o aproximadamente el valor basal después del tratamiento con la hemoglobina tetramérica reticulada
termoestable. Después del tratamiento con la hemoglobina tetramérica reticulada termoestable, el tiempo requerido
para que la presion arterial media vuelva a la normal es incluso mas corto que al administrar sangre de rata
autologa, que sirve como control positivo. Los resultados indican que no ocurre un evento de vasoconstriccion
después de la transfusion de la hemoglobina tetramérica reticulada termoestable.

Ejemplos

[0068] Se proporcionan los siguientes ejemplos a modo de descripcién de realizaciones especificas de esta
invencion, sin pretender limitar el alcance de esta invencién en modo alguno.

[0069] Los Ejemplos 7 a 10, que muestran los usos de hemoglobina tetramérica reticulada termoestable, no

forman parte de la presente invencion y se proporcionan como comparaciones.

[0070] Ejemplo 1
[0071] Vision general del proceso
[0072] Se ilustra en la FIG. 2 un diagrama de flujo esquematico del proceso de la presente invencion. Se

recoge sangre completa bovina en un envase/bolsa estéril cerrado que contiene una disolucién de citrato de trisodio
al 3,8% (p/v) como anticoagulante. Se mezcla bien inmediatamente entonces la sangre con la disolucion de citrato
de trisodio para inhibir la coagulacion sanguinea. Se aislan los eritrocitos (RBC) y se recogen del plasma y otras
células sanguineas menores mediante un mecanismo de aféresis. Se usa un “lavador celular” para este
procedimiento, con un cuenco de centrifuga desechable esterilizable por rayos gamma. Se lavan los RBC con un
volumen igual de disolucion salina al 0,9% (cloruro de sodio en p/v).

[0073] Se lisan los RBC lavados para liberar el contenido de hemoglobina mediante manipulacion por choque
hipoténico de la membrana celular de los RBC. Se usa con este fin un aparato de citélisis instantanea especializado
como dispositivo de lisis de RBS representado en la FIG. 3. Después de la lisis de RBC, se aislan las moléculas de
hemoglobina de otras proteinas mediante ultrafiltracion por flujo tangencial usando una membrana de 100 kDa. Se
recoge la hemoglobina en el filtrado para cromatografia en columna de flujo continuo y se concentra adicionalmente
a 12-14 g/dl mediante una membrana de 30 kDa. Se lleva a cabo la cromatografia en columna para retirar las
impurezas proteicas.

[0074] Se hace reaccionar en primer lugar la disolucién de hemoglobina concentrada con DBSF, formando

10



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2404 405 T3

moléculas de hemoglobina tetramérica reticulada termoestable en condiciones desoxigenadas. Se efectla entonces
una etapa de tratamiento térmico en condiciones desoxigenadas a 90°C durante 30 s a 3 min antes de la formulacion
final y envasado.

[0075] Ejemplo 2
[0076] Tiempo y lisis hipoténica controlada y filtr acion
[0077] Se recoge sangre completa bovina reciente y se transporta en condiciones enfriadas (2 a 10°C). Se

separan los eritrocitos del plasma mediante un lavador celular y posteriormente con una filtraciéon por 0,65 pum.
Después de lavar el filtrado de eritrocitos (RBC) con disolucién salina al 0,9%, se disgrega el filtrado por lisis
hipoténica. Se efectlia la lisis hipoténica usando el aparato de citdlisis instantanea representado en la FIG. 3. El
aparato de citélisis instantdnea incluye un mezclador estatico para ayudar a la lisis celular. Se mezcla una
suspension de RBC de concentracién de hemoglobina controlada (12-14 g/dl) con 4 voliumenes de agua purificada,
generando un choque hipoténico en las membranas celulares de RBC. El periodo de choque hipoténico se controla
para evitar una lisis indeseada de leucocitos y plaquetas. La disoluciéon hipoténica pasa a través de la parte de
mezclador estatico del aparato de citdlisis instantanea durante 2 a 30 s o de otro modo un tiempo suficiente para
lisar los eritrocitos, preferiblemente 30 s. Se termina el choque después de 30 s mezclando el lisado con 1/10 de
volumen de tampodn hipertonico a medida que sale del mezclador estatico. La disolucién hipertdnica usada es
tampon fosfato 0,1 M, 7,4% de NaCl, pH 7,4. El aparato de citdlisis instantanea de la FIG. 3 puede procesar de 50 a
1000 | de lisado por hora, y preferiblemente al menos 300 | por hora, de manera continua.

[0078] Después de la lisis de RBC, se filtra el lisado de eritrocitos por un filtro de 0,22 pum para obtener una
disolucién de hemoglobina. No se detectan acidos nucleicos de los leucocitos ni impurezas fosfolipidicas en la
disolucién de hemoglobina mediante el procedimiento de reaccién en cadena de la polimerasa (limite de deteccion=
64 pg) y HPLC (limite de deteccion= 1 pg/ml), respectivamente, Se efectla una primera ultrafiltracion de 100 kDa
para retirar las impurezas que tienen un peso molecular mayor que la hemoglobina. Sigue una cromatografia en
columna de flujo continuo para purificar adicionalmente la disolucién de hemoglobina. Se efectla entonces una
segunda ultrafiltracion de 30 kDa para retirar las impurezas que tienen un peso molecular menor que la hemoglobina
y para concentracion.

[0079] Ejemplo 3
[0080] Estudio de aclaramiento virico en disolucion de hemoglobina exenta de estroma
[0081] Para demostrar la seguridad del producto de esta invencion, se demuestran las capacidades de

retirada de virus de (1) una etapa de diafiltracién por 0,65 um y (2) una etapa de ultrafiltracion de 100 kDa mediante
un estudio de validacion de virus. Esto se realiza mediante la adicion deliberada a una versién a menor escala de
estos dos procesos de diferentes virus modelo (virus de encefalomiocarditis, virus de seudorrabia, virus de diarrea
virica bovina y parvovirus bovino). En este estudio, se usan cuatro tipos de virus (véase la Tabla 3). Estos virus
varian en sus rasgos biofisicos y estructurales y presentan una variacion de resistencia a agentes o tratamientos
fisicos y quimicos.

Tabla 3
Virus diana Virus modelo Taxonomia Genoma | Estructura Tamafio Estabilidad*
(hm)

Virus de la | Virus de la diarrea virica | Flaviviridae ARNmc | Con 40-60 Baja
hepatitis  C | bovina (BVDV) cubierta
(HCV)

Virus de | Picornavirus ARNmc | Sin 25-30 Media

- encefalomiocarditis cubierta

(EMCV)
Parvovirus Parvovirus bovino (BPV) Parvoviridae | ADNmc | Sin 18-26 Muy alta
B19 cubierta
Virus de la | Virus de pseudorrabia | Herpesviridae | ADNbc Con 120-200 Baja a
hepatitis B | (PRV) cubierta media
(HBV)
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[0082] Se muestra brevemente en la siguiente Tabla 4 el esquema de validacion.
Tabla 4
Diafiltracion Ultrafiltracion
Lavado celular Adicion de virus
,lAdici()n de virus  Ultrafiltracion
Diafiltracion lEnsayos de virus
l

Ensayos de virus

[0083] Se muestra en la siguiente tabla 5 el resumen de los resultados de reduccion logaritmica de los 4 virus
en (1) diafiltracion por 0,65 pum y (2) ultrafiltracion de 100 kDa. Los cuatro virus, BVDV, BPV, EMCV y PRV, se retiran
eficazmente mediante diafiltracion por 0,65 pum y ultrafiltraciéon de 100 kDa.

Tabla 5
Virus BVDV BPV EMCV PRV
Proceso 1 2 1 2 1 2 1 2

Diafiltracion por 0,65 um | 2,69 3,20 3,73 13533252390 ] 2,67 2,63
Ultrafiltracién de 100 kDa | 24,68 | 24,38 | 5,87 | 5,92 | 3,60 | 3,43 >6,05 | 3,27

Maximo acumulado >7,88 9,65 27,50 28,72
Minimo acumulado >7,07 9,40 6,68 5,90
Anotacion:

> sin infectividad residual determinada

[0084] Ejemplo 4
[0085] Cromatografia en columna de flujo continuo
[0086] Se usa una columna de CM (comercialmente disponible en GE Healthcare) para retirar adicionalmente

cualquier impureza proteica. El tampén de partida es acetato de sodio 20 mM (pH 8,0) y el tamp6n de elucion es
acetato de sodio 20 mM, NaCl 2 M (pH 8,0). Después de equilibrar la columna de CM con tampon de partida, se
carga la muestra de proteina en la columna. Se lavan las impurezas proteicas no unidas con al menos 5 voliimenes
de columna de tampén de partida. Se efectla la eluciéon usando un tampon de elucion al 25% (NaCl 0-0,5 M) en 8
volumenes de columna. Se muestra en la FIG. 11 el perfil de elucion; la disolucién de hemoglobina esta en la
fraccion de flujo continuo. Se analiza la pureza de la fraccion de flujo continuo por ELISA. Se indican los resultados
en la siguiente Tabla 6.

Tabla 6

Impurezas proteicas

Inmunoglobulina G | Anhidrasa carbénica | Albimina
Antes de la columna de CM 1320 ng/ml 860,3 pg/mi 435,2 ng/ml
Flujo continuo (que contiene hemoglobina) | 44,3 ng/ml 81,2 ug/ml 20,4 ng/mi
[0087] Como la disoluciéon de hemoglobina esta en el flujo continuo de la cromatografia en columna de CM a

pH 8 (no en el eluido), es un buen enfoque para operacién a escala industrial continua. Se conecta la primera
disposicién de ultrafiltracion directamente al flujo continuo del sistema de cromatografia en columna de CM, y los
tubos de flujo continuo pueden conectarse con la segunda disposicién de ultrafiltracion para operaciéon a escala
industrial. Se muestra en la FIG. 12 la configuracion del proceso industrial esquematico.

[0088] Ejemplo 5

[0089] Preparacion de hemoglobina tetramérica reticu  lada termoestable
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[0090] (5a) Reaccion de reticulacion con DBSF

[0091] Se lleva a cabo la reaccién de reticulacion en condiciones desoxigenadas. Se aflade DBSF a la
disolucién de hemoglobina, formando hemoglobina tetramérica reticulada sin formacién de hemoglobina polimérica.
El procedimiento de estabilizacion de DBSF estabiliza la forma tetramérica de la hemoglobina (65 kDa) e impide la
disociacién en dimeros (32 kDa), que son excretados a través de los rifiones. En esta realizacién, se usa una
relacién molar de hemoglobina a DBSF de 1:2,5 y el pH es de 8,6. Este proceso se lleva a cabo durante un periodo
de 3-16 horas a temperatura ambiente (15-25°C) en atmdsfera inerte de nitrégeno para impedir la oxidacion de la
hemoglobina formando metahemoglobina férrica, que es fisiolégicamente inactiva (nivel de oxigeno disuelto
mantenido a menos de 0,1 ppm). Se monitoriza la terminacion de la reaccién con DBSF midiendo el DBSF residual
usando HPLC. El rendimiento de la reaccién de DBSF es alto, > 99%.

[0092] (5b) Etapa de procesamiento térmico de ATCT

[0093] Se muestra un aparato de procesamiento de alta temperatura/corto tiempo (ATCT) en la FIG. 13. Se
efectla un proceso de calentamiento que usa el aparato de procesamiento de ATCT con la hemoglobina tetramérica
reticulada. En este ejemplo, las condiciones para tratamiento térmico son de 90°C durante 30 s a 3 min, y
preferiblemente de 45 a 60 s, aunque pueden seleccionarse otras condiciones como se discute anteriormente y
modificar el aparato en consecuencia. Se bombea una disolucion que contiene hemoglobina reticulada
opcionalmente con N-acetilcisteina al 0,2% afiadida a la misma a un aparato de procesamiento de ATCT (la primera
seccion del intercambiador de calor de ATCT se precalienta y mantiene a 90°C) a un caudal de 1,0 I/min, con el
tiempo de residencia en la primera seccion del aparato a entre 45 y 60 s, se pasa entonces la disolucion al mismo
caudal a otra seccion del intercambiador de calor que se mantiene a 25°C. El tiempo requerido para enfriar es entre
15 y 30 s. Después de enfriar a 25°C, se aflade inmediatamente N-acetilcisteina a una concentracién de 0,2% a
0,4%, preferiblemente a 0,4%. Esta adicion quimica después del proceso de calentamiento de ATCT es muy
importante para mantener la metahemoglobina (hemoglobina inactiva) a un nivel bajo. Se controla facilmente la
disposicién del aparato de procesamiento para operaciéon industrial. Se muestra en la FIG. 14 un perfil de
temperatura con el contenido de dimero. Si la hemoglobina no esta reticulada, no es termoestable y forma un
precipitado después de la etapa térmica. Se retira entonces el precipitado mediante centrifugacién o aparato de
filtracion, formando una disolucion transparente después de ello.

[0094] Durante el proceso de calentamiento de ATCT a 90°C, aumenta la metahemoglobina (hemoglobina
inactiva) (mostrado en la FIG. 15). Después de la adicién inmediata de N-acetilcisteina, puede mantenerse un nivel
bajo de metahemoglobina aproximadamente menor del 3%.

[0095] La siguiente Tabla 7 muestra que las impurezas proteicas tales como inmunoglobulina G, albumina,
anhidrasa carbénica y tetramero no estabilizado o dimeros indeseables se retiran después del tratamiento térmico.
Se mide la cantidad de inmunoglobulina G, albumina y anhidrasa carboénica usando un procedimiento de ELISA,
mientras que se determina la cantidad de dimero mediante un procedimiento de HPLC. La pureza de la hemoglobina
tetramérica reticulada termoestable es extremadamente alta después de la etapa de procesamiento térmico por
ATCT, en el intervalo de 98,0 a 99,9%. Se mantiene el valor de p50, presion parcial de oxigeno a la que la disolucion
de hemoglobina esta semisaturada (al 50%), medida por un Hemox Analyzer, a aproximadamente 4 a 5,3 kPa a lo
largo de la etapa de procesamiento térmico de ATCT vy, por lo tanto, la hemoglobina tetramérica reticulada
termotratada es estable a 90°C.

Tabla 7

Condiciones Impurezas proteicas (por ELISA) Por HPLC

de la muestra | Inmunoglobulina Albumina Anhidrasa Tetramero Dimero (%) | p50 a 37°C

(ug/ml) (ug/ml) carbénica (%) (mm de

(Hg/ml) Hg)

Sin 0,29 0,52 261,80 91,8 53 38

tratamiento

térmico

90°C durante | Indetectable 0,02 0,016 96,1 Indetectable | 31

2 min

Retirada (%) 100,0 96,15 99,99 - 100,0 -

[0096] Ejemplo 6
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[0097] Envasado

[0098] Debido a que el producto de la presente invencion es estable en condiciones desoxigenadas, el
envasado del producto es importante para minimizar la permeabilidad gaseosa. Para aplicacion intravenosa, se
prepara una bolsa de infusion de 100 ml disefiada a medida a partir de material laminado de EVA/EVOH de cinco
capas con un grosor de 0,4 mm que tiene una permeabilidad al oxigeno de 0,093-2 cm 3im? por 24 horas por
atmodsfera a temperatura ambiente. Este material especifico es un plastico de clase VI (como se define en
USP<88>), que satisface los ensayos de reactividad bioldgica in vivo y el ensayo fisicoquimico y es adecuado para
fabricar envases con fines de inyeccién intravenosa (obsérvese que pueden prepararse otras formas de envasado a
partir de este material también, dependiendo de la aplicacion deseada). Se aplica también un saquito de envoltura
de aluminio de envasado secundario a la bolsa de infusion de envasado primario que proporciona una barrera
adicional, minimizando la exposicion a la luz y la difusion de oxigeno. Las capas del saquito comprenden: 0,012 mm
de poli(tereftalato de etileno) (PET), 0,007 mm de aluminio (Al), 0,015 mm de nailon (NY) y 0,1 mm de polletlleno
(PE). La pelicula de envoltura tiene un grosor de 0,14 mm y un indice de transmision de oxigeno de 0,093 cm 3m?
por 24 horas por atmdsfera a temperatura ambiente. Se representa una representacion esquematlca de la bolsa de
infusion en la FIG 16. La permeabilidad al oxigeno global para cada bolsa de infusién segin la presente invencién
es de 0,0025 cm® por 24 horas por atmosfera de temperatura ambiente.

[0099] Ejemplo 7 (comparativo)

[0100] Mejora de oxigenacion

[0101] (7a) Mejora de oxigenacion en tejido normal

[0102] Se llevan a cabo algunos estudios de la oxigenacion de tejido normal por hemoglobina tetramérica

reticulada termoestable (mostrados en la FIG. 7). Se realiza un estudio farmacocinético y farmacodinamico
comparativo en ratas pardas. Se administra individualmente a ratas pardas macho endogamicas disolucién de
hemoglobina tetramérica reticulada termoestable 0,2 g/kg o tampdn acetato de Ringer (grupo de control) a través de
la vena del pene de las ratas mediante inyeccion en embolada. Se determina el perfil de concentracion-tiempo de
hemoglobina plasmatica mediante un fotdmetro Hemocue™ a las 1, 6, 24, 48 horas y se compara con la lectura del
valor basal. Los procedimientos estan basados en la medida fotométrica de hemoglobina, en que la concentracion
de hemoglobina se lee directamente como g/dl. La presion parcial de oxigeno (pO2) se mide directamente mediante
el monitor de oxigenacion de tejido y temperatura Oxylab™ (Oxford Optronix Limited) en el musculo de la pata
trasera de ratas pardas. Se anestesian las ratas mediante una inyeccion intraperitoneal de disolucion de
pentobarbitona 30-50 mg/kg seguida de insercién de un sensor de oxigeno en el musculo. Se registran todas las
lecturas de pO, mediante el sistema de adquisicién de datos Datatrax2 (World Precision Instrument) de manera
instantanea. Los resultados demuestran que después de la inyeccion intravenosa de hemoglobina tetramérica
reticulada termoestable 0,2 g/kg, el valor medio de pO- se eleva desde el valor basal a aproximadamente dos veces
la presién parcial de oxigeno media relativa al cabo de 15 minutos, y se prolonga hasta 6 horas. Adicionalmente, el
nivel de oxigeno de media se sigue manteniendo a un 25 a 30% por encima del valor basal a las 24 a 48 horas
después de la inyeccion (FIG. 7B).

[0103] (7b) Mejora significativa de la oxigenacién en zonas tumorales extremadamente hipdxicas

[0104] Se evalGa la mejora de oxigenacién en una zona tumoral extremadamente hipéxica mediante un
modelo de xenoinjerto de carcinoma escamoso de cabeza y cuello humano (HNSCC). Se obtiene un carcinoma
escamoso hipofaringeo (Ilnea celular FaDu) de la American Type Culture Collection. Se inyectan por via subcutanea
aproximadamente 1 x 10° células cancerosas en ratones BALB/c AnN-nu (atimicos) endogamicos de 4 a 6 semanas
de edad. Cuando el xenoinjerto tumoral alcanza un diametro de 8-10 mm, se monitoriza directamente la presion
parcial de oxigeno (pO2) en la masa tumoral con el monitor de oxigenacién de tejido y temperatura Oxylab™ (Oxford
Optronix Limited). Se registran todas las lecturas de pO, mediante el sistema de adquisicion de datos Datatrax2
(World Precision Instrument) de manera instantdnea. Cuando se estabiliza la lectura de pO,, se inyecta por via
intravenosa una disolucion de hemoglobina tetramérica reticulada termoestable 0,2 g/kg a través de la vena de la
cola de los ratones y se mide la oxigenacion de tejido. Los resultados demuestran que, después de la inyeccién
intravenosa de dicha hemoglobina tetramérica reticulada termoestable 0,2 g/kg, se observa un aumento significativo
de la pO; media de mas de 6,5 veces y 5 veces a las 3 y 6 horas, respectivamente (FIG. 8).

[0105] Ejemplo 8 (comparativo)
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[0106] Estudios de tratamiento de cancer: reduccién tumoral significativa en carcinoma nasofaringeo

[0107] Se observa una reduccion tumoral significativa después de la administraciéon de una disolucién de
hemoglobina tetramérica reticulada termoestable en combinacién con irradiacién con rayos X (FIG. 9A). Se emplea
un modelo de xenoinjerto de carcinoma nasofaringeo humano. Se inyectan por via subcutanea aproximadamente 1
x 10° células cancerosas (linea celular CNE2) a ratones BALB/c AnN-nu (atimicos) endogamicos de 4 a 6 semanas
de edad. Cuando el xenoinjerto tumoral alcanza un diametro de 8-10 mm, se aleatorizan los ratones portadores de
tumor en los tres grupos siguientes:

[0108] Grupo 1: Tampoén acetato de Ringer (Ctrl)

[0109] Grupo 2: Tampoén acetato de Ringer + irradiacién con rayos X (2 Gy)

[0110] Grupo 3: Hemoglobina tetramérica reticulada termoestable + irradiacion con rayos X (2 Gy+Hb)

[0111] Se irradian ratones atimicos portadores de xenoinjertos de CNE2 con radiacion X solo (Grupo 2) o en

combinacién con hemoglobina tetramérica reticulada termoestable (Grupo 3). Para la irradiacién con rayos X
(Grupos 2 y 3), se anestesian los ratones mediante la inyeccion intraperitoneal de disolucion de pentobarbitona 50
mg/kg. Se suministran 2 Gy de rayos X al xenoinjerto de los ratones portadores de tumor mediante un sistema
acelerador lineal (Varian Medical Systems). Para el Grupo 3, se inyecta por via intravenosa hemoglobina tetramérica
reticulada termoestable 1,2 g/kg a través de la vena de la cola al raton antes del tratamiento con rayos X. Se
registran las dimensiones tumorales y pesos corporales cada dos dias partiendo del primer dia de tratamiento. Se
calculan los pesos tumorales usando la ecuacién 1/2LW2, en la que L y W representan la longitud y anchura de la
masa tumoral medidas con un calibre digital (Mitutoyo Co, Tokio, Jap6n) en cada medida. El Grupo 1 es el grupo de
control sin tratamiento. Los resultados (mostrados en la FIG. 9) demuestran que se observa una reduccién
significativa del xenoinjerto de CNE2 en ratones tratados con la disolucion de hemoglobina tetramérica reticulada
termoestable junto con irradiacion con rayos X (Grupo 3, FIG. 9A).

[0112] Ejemplo 9 (comparativo)
[0113] Estudios de tratamiento de cancer: una reducc  i6n significativa en tumor hepatico
[0114] Ademas, se observa una reduccién tumoral significativa después de la administracion de una

disoluciéon de hemoglobina tetramérica reticulada termoestable en combinacién con cisplatino (FIG. 9B). Se emplea
un modelo de cancer hepatico ortotépico en rata. Se inyectan aproximadamente 2 x 10° células de tumor hepatico
marcadas con gen de luciferasa (CRL1601-Luc) en el I6bulo izquierdo del higado en una rata parda. Se monitoriza el
crecimiento tumoral mediante el sistema de formacion de imagenes in vivo Xenogen. Dos a tres semanas después
de la inyeccion, se recoge el tejido tumoral, se disecciona en trozos pequefios y se implanta ortotépicamente en el
I6bulo hepatico izquierdo de un segundo grupo de ratas. Las ratas portadoras de tumor hepatico se aleatorizan en
los tres grupos siguientes:

[0115] Grupo 1: Tampoén acetato de Ringer (control)

[0116] Grupo 2: Tampodn acetato de Ringer + cisplatino (cisplatino)

[0117] Grupo 3: Hemoglobina tetramérica reticulada termoestable + cisplatino (cisplatino+HDb).

[0118] Se tratan ratas implantadas con tejido tumoral hepatico con cisplatino 3 mg/kg solo (Grupo 2) o junto

con hemoglobina tetramérica reticulada termoestable (Grupo 3). Para los grupos 2 y 3, se anestesian las ratas
mediante inyeccidn intraperitoneal de una disolucion de pentobarbitona 30-50 mg/kg y se administra cisplatino por la
vena porta izquierda. Para el grupo 3, se inyecta por via intravenosa hemoglobina tetramérica reticulada
termoestable 0,4 g/kg a través de la vena del pene de la rata antes del tratamiento con cisplatino. El grupo 1 es el
grupo de control sin tratamiento. De forma importante, se observa una reduccion significativa del tumor hepéatico 3
semanas después del tratamiento (FIG. 9B).

[0119] Ejemplo 10 (comparativo)
[0120] Tratamiento de choque hemorragico grave agud 0 en ratas
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[0121] La hemoglobina tetramérica reticulada termoestable se usa también como agente de resucitacion en un
modelo de choque hemorragico grave agudo en ratas. Se dividen aleatoriamente 50 ratas Sprague-Dawley en 3
grupos segun los agentes de resucitacion, de 16 a 18 ratas en cada grupo.

[0122] Grupo 1: Disolucion de lactato de Ringer (control negativo, 16 ratas)
[0123] Grupo 2: Sangre aut6loga del animal (control positivo, 16 ratas)
[0124] Grupo 3: Grupo de tratamiento con hemoglobina tetramérica reticulada termoestable (0,5 g de Hb/kg de

peso corporal, 18 ratas).

[0125] Se establece un choque hemorragico grave agudo extrayendo un 50% de la sangre completa del
animal, que se estima como un 7,4% del peso corporal. Después de establecer el choque hemorragico durante 10
minutos, se infunden en los animales disolucion de lactato de Ringer, sangre autéloga del animal o hemoglobina
tetramérica reticulada termoestable 0,5 g de Hb/kg. Se fija la velocidad de infusion de la hemoglobina tetramérica
reticulada termoestable a 5 ml/h, después de ello, se observan todos los animales experimentales durante 24 horas.
Se observan y analizan un panel de parametros durante el periodo de estudio, incluyendo supervivencia,
hemodinamica, mecanica miocardica, gasto cardiaco, funcién cardiaca, gases sanguineos, suministro y consumo de
oxigeno en tejidos, perfusion de tejido y tension de oxigeno (higado, rifién y cerebro), funcién hepatica y renal,
hemorreologia (viscosidad sanguinea) e indice de control respiratorio mitocondrial (higado, rifion y cerebro). Por
encima de todo, la supervivencia es el criterio de valoracion principal. Después de 24 horas de observacion, el grupo
de tratamiento con hemoglobina tetramérica reticulada termoestable tiene una tasa de supervivencia mucho mayor
en comparacion con el grupo de disolucion de lactato de Ringer o control negativo y el grupo de sangre autéloga
(mostrado en la siguiente Tabla 8).

Tabla 8
Grupos N° de supervivientes después de 24 Tasa de supervivencia a las 24 horas
horas (%)
Control negativo 3 de 16 ratas 18,8
Sangre aut6loga de 10 de 16 ratas 62,5
rata
0,5 g de Hb/kg 13 de 18 ratas 72,0
*Hb= hemoglobina tetramérica reticulada termoestable
[0126] Aunque la invencion anterior se ha descrito con respecto a diversas realizaciones, dichas realizaciones

no son limitantes. Se entenderian numerosas variaciones y modificaciones por los expertos en la materia. Dichas
variaciones y modificaciones se considera que estan incluidas dentro del alcance de las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento para la preparacion de una composicion farmacéutica que contiene un portador de
oxigeno altamente purificado y termoestable, incluyendo la composicion farmacéutica que contiene un portador de
oxigeno hemoglobina, consistiendo la hemoglobina esencialmente en hemoglobina tetramérica reticulada no
polimérica, y comprendiendo el procedimiento:
a) proporcionar sangre completa de mamifero que incluye al menos eritrocitos y plasma;
b) separar los eritrocitos del plasma en la sangre completa de mamifero;

c) filtrar los eritrocitos que se separaron del plasma para obtener una fraccion de eritrocitos filtrados;

d) lavar la fraccion de eritrocitos filtrados para retirar las impurezas proteicas plasmaticas, dando como resultado
eritrocitos lavados;

e) disgregar los eritrocitos lavados mediante una lisis hipotonica precisa y controlada durante 2 a 30 s o un tiempo
por otro lado suficiente para lisar los eritrocitos en un aparato de citélisis instantdnea, creando una disolucién que
comprende un lisado de eritrocitos disgregados a un caudal de 50-1000 I/h;

f) efectuar una filtracién para retirar al menos una parte del retenido de desecho del lisado;

g) extraer una primera disolucién de hemoglobina del lisado;

h) efectuar un primer proceso de ultrafiltracion usando un filtro de ultrafiltracion configurado para retirar las
impurezas que tienen un peso molecular mayor que la hemoglobina y para retirar adicionalmente cualquier virus y
retenido de desecho residual de la primera disolucién de hemoglobina, obteniéndose una segunda disoluciéon de
hemoglobina;

i) efectuar una cromatografia en columna de flujo continuo con la disolucién de hemoglobina purificada para retirar
las impurezas proteicas;

j) efectuar un segundo proceso de ultrafiltracion usando un filtro de ultrafiltracién configurado para retirar impurezas y
para concentrar la disolucién de hemoglobina;

k) reticular al menos las subunidades a-a de la hemoglobina con fumarato de bis-3,5-dibromosalicilo, formando
hemoglobina reticulada en un entorno desoxigenado, en el que la hemoglobina reticulada es hemoglobina
tetramérica reticulada no polimérica;

I) intercambiar un tampon fisiolégico adecuado por la hemoglobina tetramérica reticulada;

m) retirar cualquier producto quimico residual por filtracion por flujo tangencial;

n) tratar térmicamente la hemoglobina reticulada en un entorno desoxigenado para desnhaturalizar y precipitar
cualquier hemoglobina no reaccionada residual, hemoglobina dimérica no estabilizada y cualquier otra impureza
proteica de tal modo que la hemoglobina tetramérica reticulada termoestable resultante tenga una concentracion
indetectable de dimero y consista esencialmente en hemoglobina tetramérica reticulada no polimérica, en el que el
tratamiento térmico se efectia a 70 a 95°C durante un tiempo de 30 s a 3 h en una o mas de las siguientes
condiciones:

nl) seguido inmediatamente por enfriamiento a aproximadamente 25°C, y/o

n2) se afiade N-acetilcisteina a la hemoglobina tetramérica reticulada antes del tratamiento térmico;

0) afiadir N-acetilcisteina inmediatamente después de tratar térmicamente la hemoglobina tetramérica reticulada
para mantener un bajo nivel de metahemoglobina;

p) retirar el precipitado mediante una centrifugacion o un aparato de filtracién formando una disolucion transparente;
y
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g) afiadir la hemoglobina tetramérica reticulada purificada y termoestable a un portador farmacéuticamente
aceptable.

2. El procedimiento para la preparacién de una composicion farmacéutica que contiene un portador de
oxigeno altamente purificado y termoestable segun al reivindicacion 1, en el que se aflade N-acetilcisteina en una
cantidad de 0,2 a 0,4% inmediatamente después de la etapa de enfriamiento n1.

3. El procedimiento para la preparacion de una composicion farmacéutica que contiene un portador de
oxigeno altamente purificado y termoestable segln al reivindicacién 1, en el que la adicién de N-acetilcisteina antes
del tratamiento térmico n2 es en una cantidad de aproximadamente 0,2%.

4, El procedimiento para la preparacién de una composicion farmacéutica que contiene un portador de
oxigeno altamente purificado y termoestable segun la reivindicacion 1, en el que la sangre completa es sangre
completa humana, bovina, porcina, canina o equina.

5. El procedimiento para la preparacion de una composicion farmacéutica que contiene un portador de
oxigeno altamente purificado y termoestable segun la reivindicacién 1, en el que dicha cromatografia en columna
comprende una o0 mas columnas de intercambio catiénico o columnas de intercambio aniénico.

6. El procedimiento para la preparacién de una composicion farmacéutica que contiene un portador de
oxigeno altamente purificado y termoestable segun la reivindicacion 5, en el que la columna de cromatografia es una
0 mas de columna de DEAE, columna de CM y/o columna de hidroxiapatito.

7. El procedimiento para la preparacion de una composicion farmacéutica que contiene un portador de

oxigeno altamente purificado y termoestable segun la reivindicacion 1, en el que el portador farmacéuticamente
aceptable es un tampén fisiolodgico o agua.
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Cadena o de hemoglobina

B -
VLSAADKGNVKAAWGKVGGHAAEYGAEALERMFLSFPTTKTYFPHFDLSHGSAQVKGHGAKVAAALTKAVEHLDDL
PGA 79

H
MVLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERMFLSFPTTKTYFPHFDLSHGSAQVKGHGKKVADALTNAVAHVDD
MPNA 80

c -

VLSPADKTNIKSTWDKIGGHAGDYGGEALDRTFQSFPTTKTYFPHF DLSPGSAQVKAHGKKVADALTTAVAHLDDLP
GA 79

P -

VLSAADKADVKAAYGKVGAHAGEAGAEALERMFLGFTTTKTYFPHF DLSHGSDEVKAHGEKVADALTKAVGHLDDM
PGA 79

E
MVLSAADKTNVKAAWSKVGGHAGEFGAEALERMFLGFPTTKTYFPHFDLSHGSAQVKAHGKKVGDALTLAVGHLDD
LPGA 80

LSELSDLHAHKLRVDPVNFKLLSHSLLVTLASHLPSDFTPAVHASLDKFLANVSTVLTSKYR 141
LSALSDLHAHKLRVDPVNFKLLSHCLLVTLAAHLPAEFTPAVHASLDKFLASVSTVLTSKYR 142
LSALSDLHAYKLRVDPVNFKLLSHCLLVTLACHHPTEFTPAVHASLDKFFAAVSTVLTSKYR 141
LSALSDLHAHKLRVDPVDFKLLSHCLLSTLAVHLPDDFTPAVHADLDKFLADVSTVLDSKYR 141
LSNLSDLHAHKLRVDPVNFKLLSHCLLSTLAVHLPNDFTPAVHASLDKFLSSVSTVLTSKYR 142

mIoTOIT®©

Cadena P de hemoglobina

B M-
LTAEEKAAVTAFWGKVKVDEVGGEALGRLLVVYPWTQRFFESFGDLSTADAVMNNPKVKAHGKKVLDSFSNGMKHL
D 78

H
MVHLTPEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALGRLLVVYPWTQRFFESFGDLSTPDAVMGNPKVKAHGKKVLGAFSDGL
AHLD 80

P
MVHLSAEEKEAVLGLWGKVNVDEVGGEALGRLLVWYPWTQRFFESFGDLSNADAVMGNPKVKAHGKKVLQSFSDG
LKHLD 80

E
MVQLSGEEKAAVLALWDKVNEEEVGGEALGRLLVVYPWTQRFFDSFGDLSNPGAVMGNPKVKAHGKKVLHSFGEG
VHHLD 80

B DLKGTFAALSELHCDKLHVDPENFKLLGNVLVVVLARNFGKEFTPVLQADFQKVVAGVANALAHRYH 145
H NLKGTFATLSELHCDKLHVDPENFRLLGNVLVCVLAHHFGKEFTPPVQAAYQKVVAGVANALAHKYH 147
P NLKGTFAKLSELHCDQLHVDPENFRLLGNVIVVVLARRLGHDFNPNVQAAFQKVVAGVANALAHKYH 147
E NLKGTFAALSELHCDKLHVDPENFRLLGNVLVVVLARHFGKDFTPELQASYQKVVAGVANALAHKYH 147

FIG. 1
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