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Reactia de derivatizare

In majoritatea cazurilor, hemoglobina derivatizata a fost obtinuti urméand etapele descrise in
schema de mai jos. Totusi, reactivul folosit este cel care dicteaza etapele necesare; in schema de mai
jos, colorati 1n albastru, sunt pasi facultativi, in sensul ca ei lipsesc sau nu din reactie, in functie de
reactivul folosit. Astfel, reactia de oxidare cu periodat de sodiu (NalO,4) este necesard doar pentru
unii reactivi — cei cu grupari hidroxilice — precum ATP, polietilenglicolul, amidonul, alginat; de
asemenea introducerea moleculelor cu rol antioxidant este un pas optional, menit sd micsoreze
tendinta de autooxidare; reactia de reducere a legéturilor iminice prin tratare cu NaBH, este necesara
Tn majoritatea reactivilor dar poate lipsi in cazul utilizarii N-hidroxisuccinimid esterilor precum DSS
sau esterul (metil-PEG1,)3-PEG4-NHS (derivat al PEG-ului) deoarece ei permit formarea unei
legaturi amidice stabile intre reactiv si aminele primare (a-amina N-terminala sau g-amina din lizina)
din proteina. Facand exceptie de acesti pasi, reactia de derivatizare poate fi descrisa astfel: solutia de
Hb este amestecata cu reactivul de derivatizare si lasata sa reactioneze un anumit timp la rece dupa
care are loc oprirea reactiei cu borohidrura de sodiu in scopul reducerii legaturilor iminice la legaturi
aminice, stabile dar si de a indeparta excesul de grupari carbonilice. Produsul poliHb astfel obtinut
este dializat in solutie de Tris cu scopul de a indeparta excesul de borohidrurad si supus apoi unor

etape de separare si analiza.
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Figura 2.6. Etapele reactiei de derivatizare a hemoglobinei



Derivatizarea hemoglobinei cu reactivi dialdehidici

Derivatizarea Hb cu glutaraldehida

Din aceasta categorie de reactivi s-a folosit glutaraldehida (GL) deoarece este o dialdehida
cunoscuta, bine definita si a mai fost utilizatd in acest scop pana in prezent, cu rezultate
satisfacatoare. Derivatizarea hemoglobinei cu glutaraldehidd permite formarea de legaturi
intermoleculare care se realizeaza intre gruparile amino ale resturilor de lizind si valind si gruparile
carbonil ale glutaraldehidei implicand formarea iminelor; acestea sunt insa susceptibile la protonare
si hidrolizd; de aceea, pentru a evita regenerarea functiunilor amino si carbonil, acestea se reduc cu

hidrogenul provenit de la borohidrura de sodiu (Schema 2.1.).
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Schema 2.1. Reactia hemoglobinei cu glutaraldehida

S-au preparat probe derivatizate cu concentratii diferite de reactanti, s-au analizat prin
intermediul electroforezei si a cromatografiei de excluziune sterica, stabilindu-se ulterior
concentratiile optime. Astfel, hemoglobina s-a utilizat Tn concentratie 1mM Hb iar glutaraldehida
5mM GL. Produsului polimerizat i s-a masurat afinitatea fata de peroxid si ascorbat, comparand-o
cu cea a Hb native; constantele Michaelis calculate dovedesc ca produsul polimerizat are afinitate

redusd fatd de peroxid dar crescuta fata de acidul ascorbic.

Produsului PoliHb obtinut i s-a masurat viteza de autooxidare cu scopul aflarii cantitatii de
metHb formati. In urma incubarii la 37°C timp de 4 ore Hb nativa continea 21,42% metHb iar cea

derivatizata cu glutaraldehida 29,24% metHb.



Toxicitatea probelor de hemoglobina — atat nativa cat si derivatizata cu glutaraldehida — a
fost testatd pe culturi de celule umane si pe limfocite umane. Doua din probele de hemoglobina
derivatizata au continut si amestec de antioxidanti: catalaza (1000U), acid ascorbic (100uM), acid
uric (100uM), cisteina (10uM), BSA (100pM) sau doar catalaza (1000U) si acid ascorbic (100puM).

Testarile pe culturi celulare s-au facut pe linia celulara endoteliala HUVEC (Human
Umbilical Vein Endothelial Cells) la Institutul de Oncologie ,,I. Chiricuta”. S-a ales linia de celule
HUVEC deoarece ele intra in compozitia vaselor sanguine si ar fi primele afectate de substantele
studiate, atunci cand ele patrund in circulatia sanguina in vivo.

S-a utilizat testul de MTT de proliferare celulara. La baza metodei sta proprietatea
mitocondriilor celulelor vii de a transforma colorantul MTT din forma tetrazoliu (galbend) in MTT-
formazan, de culoare violet. Numarul de celule vii se poate cuantifica pe baza cantitatii de formazan
formate, deci pe baza intensitatii coloratiei, urmarita spectrofotomeric (prin citirea absorbantei la
492nm), ea fiind direct proportionald cu numarul de celule vii din cultura celulara. S-au efectuat trei
teste pentru fiecare substanta in parte. Dupa 24, 48, 72 h de incubare a placilor, a fost adaugata
solutia MTT la o concentratie finald de 1 mg/mL/godeu si incubata din nou, la 37°C pentru inca 1 h.
Apoi a fost addugat DMSO in fiecare godeu pentru a dizolva formazanul si cititd absorbanta.

Rezultatele obtinute Tn urma testului de celule HUVEC arata ca atat Hb nativa cat si Hb
derivatizata prezinta un efect usor inhibitor asupra culturii de celule pe termen scurt (24 h) dar si pe
termen mai lung (72 h). De remarcat este faptul ca nici una din probele care contin amestec de
antioxidanti nu au un efect pozitiv in testul realizat.

Testul pe limfocite umane, aratd ca dupd 24 h probele de Hb nu inhibd in mod semnificativ
cresterea celulelor. O ugoara inhibitie a cresterii limfocitelor se observa si dupa 48 h, iar dupa 72 h
se poate distinge o diferentd in comportamentul probelor de Hb nativd sau derivatizata si anume
faptul ca Hb derivatizata cu GL are un efect stimulator. Precum in cazul celulelor HUVEC, probele

care contin antioxidanti nu prezinta comportament imbunatatit.

Copolimerizarea hemoglobinei cu glutaraldehida

Datorita tendintei de autooxidare destul de ridicatd pentru proba derivatizatd cu
glutaraldehida, s-a incercat derivatizarea in prezenta albuminei serice bovine, aceasta fiind
introdusa in amestecul de reactie odatd Hb si reactivul de derivatizare. Metoda s-a dovedit a fi

eficientd in ceea ce priveste tendinta de autooxidare crescutd: copolimerii obtinuti au atat viteza de
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autooxidare mai mica decat a poliHb (si in unele cazuri mai mica chiar decat a Hb native) dar si
reactivitatea prooxidanta mai scazutd. De asemenea, radicalul liber obtinut prin masuratori RES a
probei derivatizate in reactie cu apa oxigentata, este mai putin intens in cazul copolimerului. Pe baza
acestor rezultate, consideram albumina serica un ingredient necesar in prepararea unui substitut de
sange. Afinitatea fatd de oxigen nu este afectatd de introducerea albuminei in amestecul de reactie,
probele derivatizate avand afinitate fata de oxigen mai mare decat a Hb native, in ambele cazuri, iar
coeficientul Hill calculat indica reducerea drastica a cooperativitatii.

Un alt copolimer, realizat de colaboratorii nostri are la baza rubreritrina, o proteina din clasa
peroxidazelor cu fier non-heminic, intalnita in organismele anaerobe. Caracteristica ce o diferentiaza
insa de peroxidazele clasice este ca are capacitatea de a reduce apa oxigenata evitand formarea de
oxidanti puternici precum Compusul I si/sau Compusul Il sau radicali liberi. Mai mult, constanta K,
corespunzatoare afinitatii pentru apa oxigenata este cu doua ordine de marime mai mica in cazul
rubreritrinei comparativ cu cea corespunzatoare pentru peroxidaze heminice sau catalaze. Aceste
trasaturi sunt avantaje pentru o enzima cu rol antioxidant, protectiv, si o recomanda ca ingredient util
n preparatele dorite a fi substitute de sange.

Astfel, experimente realizate de colaboratorii nostri au demonstrat ca transportorul de oxigen
uman (si nu numai) - Hb - poate fi copolimerizat cu Rbr (aceasta din urma fiind introdusa in
amestecul de reactie) folosind glutaraldehida, rezultand produsi cu masd moleculare mare care
prezintd legaturd covalentd Rbr-Hb; produsii au capacitate crescutd/ridicatd de descompunere a
peroxidului oferind sperante in obtinerea unui substitut de sange mai putin toxic. De altfel, testele pe
culturi de celule umane (HUVEC) au ardtat un efect usor stimulator pentru copolimerul cu

rubreritrind la un interval de 24 h, acesta disparand insa la timp mai indelungat (48, respectiv 72 h).

Derivatizarea hemoglobinei cu reactivi dialdehidici generati prin oxidare cu periodat

Alti reactivi folositi pentru formarea de legéturi covalente intre moleculele de Hb au fost cei
care contin grupari —OH care trebuie oxidate in prealabil la grupari carbonilice, oxidare care se face
cu periodat de sodiu (NalOg4). Apoi, ei pot reactiona cu hemoglobina la oricare dintre gruparile
amino primare rezultind astfel legdturi intra si intermoleculare. Reactivii folositi, din aceasta
categorie, sunt: adenozin trifosfat (ATP), polietilenglicol (PEG), amidon, alginat de sodiu.

Schema de mai jos reda etapele reactiei de derivatizare cu un astfel de reactiv ale carui
grupari carbonilice au fost generate prin oxidare cu NalOy4. Pentru simplitate reactivul a fost notat
OH-R;-R,-OH.
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Schema 2.2. Etapele reactiei de derivatizare a hemoglobinei cu reactivi dialdehidici, generati

prin oxidare cu periodat de sodiu

Astfel, s-a obtinut Hb derivatizata cu formele oxidate ale ATP-ului, amidonului, PEG-ului si
alginatului; produsii au fost caracterizati in contextul autooxidarii, reactivitatii fata de peroxid,
afinitatatii fatd de oxigen si a toxicitatii. Chiar dacd tendinta de autooxidare a fost mai mare decat a
Hb native pentru toti cei trei polimeri (in special pentru cel obtinut cu polietilenglicol), testele pe
culturi de celule HUVEC arata toxicitate redusa, neglijabila. Cantitatea de feril, Fe(IV), formata in
urma reactiel cu peroxidul este aproximativ egala cu cea formatd in cazul Hb native pe cand
stabilitatea ei este mai mica. Un alt dezavantaj al probei derivatizate cu polietilenglicol este
activitatea enzimatica scazuta: cu 33% mai mica decat a Hb native. Spectrele RES inregistrate arata
ca intensitatea radicalului liber este mai mare in cazul probelor derivatizate decat in cazul Hb native
(in cazul unora dintre ele chiar de 10 ori mai mare), iar dintre acestea, Hb derivatizatd cu
glutaraldehida (ea fiind folositd drept model) prezinta semnalul cel mai mare, fiind urmata de Hb-
PEG iar cea derivatizatd cu oATP prezinta intensitatea cea mai micd. O analizd mai amanuntita a
acestor semnale, neprezentatd in lucrarea de fata, sugereaza, printre altele, ca adenina din structura
ATP-ului nu este un centru stabil de absorbtie a radicalilor liberi, precum Tyr din Hb; in fapt, forma
semnalelor de radical liber din hemoglobinele derivatizate este, invariabil, aceeasi cu cea din
hemoglobina nativd, sugerand ca locatia radicalului liber nu a fost afectata semnificativ de oricare
din procedeele de derivatizare/polimerizare.

1n vederea reducerii tendintei de autooxidare si a reactivitatii fati de peroxid, in amestecul de
reactie s-au introdus diferiti antioxidanti precum: ascorbat, BSA, tiosulfat, glucoza. Astfel, probele

derivatizate doar cu oATP prezintd o viteza mai mare de autooxidare, derivatizarea in prezenta



antioxidantilor in schimb, rezolva aceasta problema. Mai mult, probele in care s-a adaugat BSA au
tendinta de autooxidare a polimerului mai micd chiar decat a Hb native, in timp ce polimerizarea
doar cu oATP are efect opus iar afinitatea pentru oxigen si coeficientul Hill au valori similare cu
cele ale Hb native. Aceste caracteristici prezintd un avantaj, atit timp cat derivatizarea chimica
conduce la scaderea vitezei de autooxidare, cresterea afinitatii pentru oxigen si micsorarea
cooperativitatii. De asemenea, prezenta albuminei, conduce la un radical liber de o intensitate

observabil mai mica - lucru benefic pentru un substitut de sange.

Derivatizarea hemoglobinei intr-un singur pas

Derivatizarea Hb intr-un singur pas s-a realizat folosind doi reactivi din categoria NHS-
esterilor: esterul (metil-PEG;,)3-PEG4-NHS si disuccinimidul suberat. Ambele reactii decurg cu
formarea unei legaturi amidice stabile intre reactiv si aminele primare (a-amina N-terminala sau -
amina din lizind), deci cu formarea unei legaturi peptidice directe.

Primul din cei doi reactivi contine o ramura cu patru unitati de etilenglicol, la unul dintre
capete aflandu-se esterul N-hidroxisuccinimidic iar la celdlalt capat trei ramuri PEG cu cate 12

unitati de etilenglicol, de fiecare fiind atasate cate o grupare metil (Schema 2.3.).
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Schema 2.3. (metil-PEG1,)3-PEG4-HNS

Rezultate remarcabile s-au obtinut in cazul produsului Hb-PEG: cantitatea de metHb formata
in timpul derivatizarii este nesemnificativa - valori apropiate de cele obtinute petru Hb nativa, dar
cel mai important aspect este faptul ca prezenta o afinitate pentru oxigen mai micd fata de cea a Hb
native si prezinta cooperativitate, lucru neintélnit la Hb derivatizate prin celelalte metode prezentate
in aceasta lucrare; in plus, testele pe culturi de celule HUVEC nu arata toxicitate pentru acest

polimer.



DSS este un agent de reticulare homobifunctional ce contine in molecula sa un brat cu opt
atomi de carbon la fiecare capat fiind atasatd gruparea estericd, care reactioneaza cu resturile de

lisind formand legaturi peptidice directe (Schema 2.4.)

Scheme 2.4. Disuccinimidil suberat
Produsul obtinut prin folosirea reactivului DSS se reamarcd prin tendinta scazutd de
autooxidare comparativ cu Hb nativa si prin intensitatea mica a radicalului liber (mai mica decét in

cazul Hb native) — lucru benefic pentru un substitut de sange.

Derivatizarea unor alternative la Hb bovini

Au fost purificate si analizate Hb din mai multe surse cu scopul de a indentifica globine in
care tendinta de autooxidare, reactivitatea fata de peroxid si/sau cea de eliberare a oxigenului, atat in
cazul Hb native cat si in cazul celei derivatizate (cu glutaraldehidad) sunt diferite de celelalte studiate
si prezentate anterior. Diferentele ar putea fi avantaje sau dezavantaje in folosirea lor pentru
prepararea substitutelor de sange.

Similar Hb bovine, valorile K, pentru ascorbat obtinute sunt mici si cuprinse in intervalul
20-30uM; nu se observa diferente semnificative de aceea ele sunt neglijabile. Cele corespunzatoare
pentru peroxid sunt cuprinse intre 400-4000uM, in acord cu parametrii corespunzatori ai
peroxidazelor bona fide, Hb bovina si cea de sobolan prezentand cea mai mica valoare Ky, pentru
peroxid — de aprox. cinci ori mai mica decat cea a Hb de caine. Pe baza acestui rezultat, care indica o
afinitate mare fata de peroxid a Hb bovine, putem afirma ca aceasta ar fi mai putin recomandata ca si
material pentru substitut de singe, comparativ cu Hb de céine. In ceea ce priveste valorile kes, HD
ovind si cea de sobolan par sa fie cele mai putin reactive fatd de peroxid. Astfel, datele prezentate
sugereazd ca Hb canind si ovina prezintd avantaj fatd de cea bovind in masura in care manifestd o
reactivitate prooxidanta scazuta.

Dintre formele poli- si copolimerizate s-au remarcat poliHb bovina, canina si de sobolan ca
fiind cele mai rezistente fata de atacul apei oxigenate, Hb ovind (nativa si copoli) avand constantele

de viteza (de eliberare a oxigenului de pe oxiHb) cele mai mari si copolimerii de Hb bovind si
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caprind ca avand cea mai mica tendintd de atuooxidare. Copolimerii acestor proteine cu BSA, in
special ai celei ovine si de sobolan, ar putea constitui candidati superiori de substitute de sange

rezistente la stresul oxidativ;

Interactiunea transportorilor de oxigen pe baza de hemoglobina cu monoxidul de azot

(NO), respectiv cu azotitul (NO,)

A fost monitorizata reactia 0XiHb — nativa si derivatizatda cu monoxidul de azot, respectiv
azotit, ambele avand ca produsi finali metHb si azotatul de sodiu.

Tn primul caz, au fost studiate constantele de viteza, fiind de dorit valori cit mai mici.
Constantele obtinute insd, nu difera semnificativ intre Hb nativa si diferitele forme derivatizate ale
acesteia, in reactie cu NO.

In al doilea caz, desi se cunosc produsii finali, mecanismul reactiei nu este pe deplin elucidat.
Conform ultimelor abordari, mecanismul de reactie se poate imparti pe doua etape: etapa de initiere
si etapa de propagare autocatalitic.

Reactia dintre azotit si forma oxi a Hb este influentatd de forma acestui din urma reactant,
cea derivatizata conducand la incetinirea formarii formei ferice. De asemenea, s-a studiat influenta
unor antioxidanti (acidul uric, acidul ascorbic, acidul cafeic, N-acetil L-cisteina, albumina serica
bovind) asupra acestei reactii, cu scopul de a reduce viteza de oxidare a Hb in prezenta azotitului de
sodiu. Rezultatul a fost cel dorit: s-au dovedit a fi eficienti in reducerea vitezei de reactie. Desi
prezenta albuminei serice in copolimer are un efect redus asupra reactiei, adaugarea ei in stare libera,
dar si a celorlalti antioxidanti, pare a impiedica procesul de oxidare. Aceste rezultate Incurajeaza
ipoteza conform cdreia radicalii liberi se acumuleaza in faza initiald a reactiei. Se crede ca motivul
pentru care viteza de autooxidare este mai micd in reactiile in care sunt implicate formele
polimerizate ale Hb este acela ca derivatizarea reduce accesul anionilor exogeni si a radicalilor liberi

la atomul de fier.



Stabilitatea transportorilor de oxigen pe baza de hemoglobina la agenti denaturanti

S-au studiat stabilitatea substitutelor de sange in functie de doi factori si anume: céaldura -
care afecteaza legdturile de hidrogen si o solutie denaturantd (guanidina) care distruge interactiunile
hidrofobice.

Denaturarea, fortata aici de folosirea unei temperaturi mai mari decét cele 37°C relevante
fiziologic si folosite in capitolele anterioare pentru masurarea vitezelor de autooxidare, s-a realizat la
60°C si poate furniza indicii in privinta stabilitatii proteinei din punct de vedere strict mecanic.
Pentru a studia comparativ comportamentul Hb derivatizate s-a studiat timpul Tn care acestea se
autooxideaza la temperatura datd si s-a urmarit evolutia absorbantelor la lungimile de unda unde
tranzitia dintre formle oxi si met prezintd puncte izosbestice. Orice modificare survenita in aceasta
regiune indica un proces de denaturare a proteinei, sau de interventie a unei a treia stari in procesul
de autooxidare — niciuna dintre optiuni nefiind de dorit. Astfel, comparativ cu Hb nativa stabilitatea
cea mai mare la aceasta temperatura copolimerul Hb-BSA.

O abordare paralela se poate face folosind ca agent denaturant guanidina in care se compara
Hb nativd cu cea polimerizatd cu glutaraldehida. Se remarca o stabilitate net superioara a
hemoglobinei derivatizate — in conditiile in care testele efectuate la 60°C folosind temperatura ca
agent denaturant au relevat o tendinta opusa; acestea din urma pot fi considerate a fi mai relevante

fiziologic.

Substitute de singe pe bazi de hemeritrini

Substitutele de sange pe bazd de hemeritrind contin ca ingredient activ hemeritrina —
transportorul de oxigen din majoritatea nevertebratelor marine; hemeritrina realizeaza transportul
oxigenului molecular prin intermediul unui centru bimetalic, Fe(ll)-Fe(ll) si prezintd avantaje
precum reactivitate redusa fata de apa oxigenata, monoxidul de azot si nitrit. Un alt avantaj este
masa moleculard mult mai mare decat a Hb: 108kDa vs 64kDa, ceea ce ar trebui sd duca la scaderea
nivelul de extravazare si eliminare prin rinichi. Pana in prezent, la nivel de laborator - in cadrul
grupului nostru de cercetare - s-a obtinut cu succes hemeritrind polimerizata cu glutaraldehida si

pegalatd. Efectele acestor produsi asupra procedeului de obtinere a unei mase moleculare



satisfacatoare, tendintei de autooxidare si afinitdtii pentru oxigen par a fi favorabile pentru a le
utiliza Tn sintetizarea unui substitut de sange.

Toxicitatea probelor de hemeritrina — atat nativa cat si derivatizatd — a fost testata pe culturi
de celule umane si pe limfocite umane. Mai mult, s-a facut comparatia intre toxicitatea acestora si a
celor pe baza de Hb. Astfel, hemeritrina (nativd sau derivatizatd) manifestd un efect stimulator
asupra celulelor umane (HUVEC), in timp ce Hb are un efect usor inhibitor; un efect similar,
pozitiv, Tl manifesta si asupra limfocitelor umane insd doar produsul derivatizat cu GL. Per
ansamblu, putem concluziona cd hemeritrina si produsii derivatizati pe baza de hemeritrind au

toxicitate redusd comparativ cu Hb si derivatii sai.

Pentru a studia si mai eficient toxicitatea acestor doud proteine transportoare de oxigen s-a
testat efectul acestora pe soareci. Ei au fost impartiti in trei parti egale carora li s-a injectat solutii de
methemeritrina, respectiv oxihemoglobina in cantitati si concentratii egale, iar a treia parte,
netratata, a reprezentat referinta. Dupa 10 minute, din fiecare s-a luat aceeasi cantitate de sange si au
fost masurate spectrele RES; semnalul de radical liber cel mai intens 1l prezinta proba careia i s-a
administrat intravenos hemoglobind liberd. In acest context hemeritrina pare si nu elicite stres
oxidativ in vivo la nivelul pe care 1l elicita hemoglobina — ceea ce reprezinta un element promitator
pentru polimerii de hemeritrind ce urmeaza a fi testati in condifii similare. Singura piedica
Intrevazuta pe aceasta directie de cercetare este posibila antigenicitate a hemeritrinei; acest aspect
este adresat prin derivatizarea cu glutaraldehida, care blocheaza resturile de lizina de la suprafata Hr
pe langa faptul cd induc polimerizarea ei, si polietilenglicolul, care se ataseazd de asemenea la

suprafata proteinei.
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