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Zpusob p¥ipravy smési erythropoietinovych isoforem

Oblast techniky

Vynalez se tyka zplsobu pfipravy smési erythropoietinovych isoforem.

Dosavadni stav techniky

Erythropoietin je glykoproteinovy hormon zjidtény pfi zrani erythroidnich progenitorovych
bunék na erythrocyty. Méa podstatny vyznam pi regulaci hladin €ervenych krvinek v ob&hu.
Prirozen& se vyskytujici erythropoietin je produkovan jatry b&hem fetalniho Zivota a ledvinami
u dospélych a cirkuluje v krvi a stimuluje produkci &ervenych krvinek v kostni dfeni. Anemie je
tém&t vzdy disledkem renalniho poskozeni, pusobictho snizeni produkce erythropoietinu
v ledvinach. O rekombinantnim erythropoietinu, produkovaném technikami genového inZenyr-
stvi, zahrnujicimi expresi proteinového produktu hostitelskymi buiikami transformovanymi
genem kodujicim erythropoietin bylo zji$téno, Ze je GCinny, jestlize se pouzije pfi 1é¢eni anemie
vzniklé z chronického renalniho poskozeni.

Dosud byla dostupnost erythropoietinu velmi omezena. I kdyZ je protein pfitomen v lidské moci,
vylutovand mnoZstvi jsou pfilis nizkd pro prakticky zdroj erythropoietinu pro terapeutické
vyuziti. Pacienti postizeni aplastickou anemii vykazuji zvy3eni hladiny urinarniho -erythro-
poietinu ve srovnani se zdravymi individui, ale omezené mnoZstvi takové mode rovnéz €ini tento
zdroj nepraktickym. Purifikace lidského urinarniho erythropoietinu podle Miyakeho a spol., J.
Biol. Chem., 252, 5558 (1977), pouZiva jako vychozi material mo¢ od osob s aplastickou anemii. -

Identifikace, klonovani a exprese genid, kodujicich erythropietin je popsan v patentu Us
4703 008. Linnem. Popis purifikace rekombinantniho erythropoietinu z bunétného média,
podporujiciho riist sav&ich bungk, obsahujicich rekombinantni erythropoietinové plasmidy je
napf. zahrnuta v patentu US 4 667 016 Laie a spol. Exprese a ziskani biologicky aktivniho
rekombinantniho erythropoietinu ze sav&ich hostitelskych bungk, obsahujicich erythropoietinovy
gen v rekombinantnim plasmidu, poskytuje v prvni fadé dostateéné mnoZstvi erythropoietinu
vhodného proterapeutické aplikace. Déle znalost genové sekvence a dostupnost vétsich mnozstvi
purifikovaného proteinu umoZituje lepsi pochopeni plisobeni tohoto proteinu.

Biologicka aktivita proteinu je zavisla na jeho struktufe. Zejména primarni struktura proteinu (tj.
jeho aminokyselinova sekvence) poskytuje informaci, ktera umoziiuje formaci sekundéarni (napf.
o—helx nebo B-list) a terciarni (trojrozm&mé piehyby) struktury polypeptidu béhem a po jeho
syntéze. PreruSeni vlastnich sekundarich a terciarnich struktur zavedenim mutaci nebo
chemickym nebo enzymatickym zpracovéanim, miize vést ke sniZeni biologicke aktivity.

V prokaryotnich organismech jsou biologické aktivity proteini z velké &asti ovladany vySe
uvedenymi strukturami. Na rozdil od proteinii z prokaryotnich bunék je mnoho bunéénych
povrchii a sekretovanych proteini v eukaryotnich buiikach modifikovano jednou nebo vice
oligosacharidovymi skupinami. Tato modifikace oznatovana jako glykosylace mize vyrazné
ovlivnit fyzikalni vlastnosti proteinii a miZe také byt dileZita pro stabilitu proteinu, sekreci
a subcelularni lokalizaci. Vlastni glykosylace muze mit zakladni vyznam pro biologickou
aktivitu. N&které geny z eukaryotnich organismil, kdyZ jsou exprimovéany v bakteriich (napf.
E. coli), které postradaji celularni procesy pro glykosylaci proteini, poskytuji proteiny, které maji
malou nebo Zzadnou aktivitu diky nedostatku glykosylace.

Glykosylace se uskute&iiuje pfi specifickych mistech podél polypeptidového hlavniho fetézce a je
obvykle dvou typli: O—vazané oligosacharidy jsou spojené se serinovymi nebo threoninovymi
zbytky, zatimco N-vazané oligosacharidy jsou pripojeny k asparaginovym zbytkum, jestlize jsou
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tyto Casti sekvence Asn—X-Ser/Thr, kde X miize byt jakakoliv aminokyselina s vyjimkou
prolinu. Struktury N-vazanych a O-vazanych oligosacharidii a cukernych zbytkd nalezené
v kaZdém typu, jsou rozdilné. Jeden typ cukru je obvykle nalezen na obou, je jim N-acetyl-
neuraminova Kyselina (dale nazgvana jako sialova kyselina). Sialova kyselina je obvykle
termindlni zbytek obou N-vézanych a O-vézanych oligosacharidi a diky svému negativnimu
naboji udéluje glykoproteiny kysely charakter.

Jak lidsky z moge ziskany erythropoietin, i rekombinantni erythropoietin (exprimovany v savéich
bufikdch), majici aminokyselinovou sekvenci 1— 165 lidského erythropoietinu, obsahuji ti
N-vézané a jeden O-vazany oligosacharidovy fetdzec, kde tyto feté€zce tvofi asi 40 % celkové
molekulové hmotnosti glykoproteinu. N-vazana glykosylace probiha na asparaginovych zbyt-
cich, umisténych v polohach 24, 38 a 83, zatimco O-vazané glykosyly probiha na serinovém
zbytku umisténém v poloze 126 (Lai a spol., J. Biol. Chem. 261, 3116 (1986); Broudy a spol.
Arch. Bioche. Biophys. 265, 329 (1988). Oligosacharidové Fetézce mohou byt modifikovany
termindlnimi zbytky sialové kyseliny. Enzymatické zpracovani glykosylovaného erythropoietinu
pro odstranéni zbytki sialové kyseliny vede ke ztraté in vivo aktivity, ale nepiisobi ztratu aktivity
in vitro (Lowy a spol., Nature 185, 102 (1960); Goldwasser a spol., J. Biol. Chem. 249, 4202

-(1974)). Toto chovani miize byt vyuzZito pfi rychlém odstranéni asialoerythropoietinu z ob&hu po

interakei s hepatickym proteinem, ktery vaze asialoglykoprotein (Morrell a spol. J. Biol. Chem.
243, 155 (1968); Briggs a spol. Am. J. Phisiol. 227, 1385 (1974); Ashwell a spol., Methods
Enzymol. 50, 287 (1978)). Erythropoietin tak vykazuje in vivo biologickou ¢innost pouze, kdyz
je sialylovén, a je tak zabranéno jeho vazb& hepatickym vazacim proteinem.

Uloha jinych slozek v oligosacharidovych fetézcich neni definovéna dostate¢né. Bylo zjisténo, Ze
neglykosylovany erythropoietin ma velmi sniZenou in vivo aktivitu ve srovnani s glykosylovanou
formou, ale udrZuje si aktivitu in vitro (Dordal a spol. Endocrinology 116, 2293 (1985); Lintiv
patent vySe). V dal3i studii nicméné odstranéni N-vazanych nebo O-vazanych oligosacharido-
vych fetézci jednotlivé nebo spoledné mutagenesi asparaginovych nebo serinovych zbytka, které
Jsou glykosyla&nimi misty, vyrazn& sniZuje in vitro aktivitu preménéného erytropoietinu, ktery je
produkovan v savé&ich buiikich (Dube a spol. J. Biol. Chem. 263, 17516 (1988)).

Glykoproteiny jako je erythropoietin mohou byt separovany na rizné nabité formy za pouziti
technik jako je isoelektricka fokusace (IEF). Jsou uvadény IEF studie surového a &astend

- purifikovanych erythropoietinovych ptipravki (Lukowsky a spol., J. Biochem 50, 909 (1972);

Shelton a spol. Biochem. Med. 12, 45 (1975); Fuhr a spol. Biochem. Biphys. Res. Comm. 98,
930 (1981)). Nanejvys tii nebo &tyfi frakce majici erythropoietinovou aktivitu byly rozliseny IEF
vtéchto studiich a 7idné nebyla charakterizovana sohledem na obsah cukri. Dile nebyl
stanoven Zadny vztah mezi isoelektrickymi body frakei a jejich biologickou aktivitou.

V pribéhu purifikace urinarniho erythropoietinu z lidské moge, popisované v praci Miyakeho
a spol., supra, byly zjistény dvé erythropoietinové frakce z chromatografie na hydroxylapatitu
oznacené jako II a IIIA, majici stejnou specifickou aktivitu. Nasledujici analyza cukri frakce Il a
IIIA prokézala, Ze frakce I ma vétsi prim&my obsah sialové kyseliny nez frakce IIIA (Dordal
a spol. supra).

Podstatou pfedlozeného vynalezu je poskytuje separované a izolované isoformy erythropoietinu,

majici definovany obsah sialovych kyselin a biologickou aktivitu. Farmaceutické pfipravky,
obsahujici takové molekuly by mohly byt terapeuticky prosp&iné.

Podstata vyndlezu

Pfedmétem vynalezu je zptisob pripravy smési erythropoietinovych isoforem, jehoZ podstata
spociva v tom, Ze se
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a) vybere dvé nebo vice erythropoietinovych isoforem, znichz kazda vykazuje jediny
isoelektricky bod a mé specificky pocet sialovych kyselin na isoformu erythropoietinu, kde
uvedeny poget je vybran ze skupiny, zahrnujici 1 az 14; a

b) tyto isoformy se smisi ta, aby vyslednd sm&s vykazovala pfedem urleny pocet sialovych
kyselin na isoformu erythropoietinu.

Piehled obrazki na vykresech

Obr. 1

Obr. 2

Obr. 3

Obr. 4

Obr. 5

predstavuje analyticky isoelektrickofokusaéni gel z déleni rekombinantnich erythro-
poietinovych isoforem. Gelové drihy 1-11 predstavuji isoformy v rozmezi od méné
kyselych (vy3si pl) ve draze 1 ke kyselejsim (nizsi pl) ve draze 11. Cisteny
rekombinantni erythropoietin obsahujici smés isoforem 9-14 je také uveden v posledni
levé a pravé draze gelu.

piedstavuje vztah mezi poltem sialovych kyselin na erythropoietinovou isoformu
a specifickou aktivitu in vivo kazdé isoformy, vyjadfenou jako jednotku na mg erythro-
poietinového polypeptidu. Na obr. 2A, byla koncentrace kazdé erythropoietinové
isoformy stanovena Bradfordovou proteinovou zkouskou, na obr. 2B, byla koncentrace
stanovena absorbanci p#i 280 nm, na obr. 2C, byla koncentrace stanovena pomoci RIA.

piedstavuje analyticky isoelektrofokusaéni gel definovanych smési rekombinantnich
erythropoietinovych isoforem pfipravenych aniontovyménnou chromatografii za
riznych podminek. Gelové drahy 1-6 pfedstavuji erythropoietinové isofcrmy eluované
pfi vysocesolném promyvani po promyvani Q-Sepharosové kolony 150 mM kyselinou
octovou, pH 4,7, 150 mM kyselinou ocfovou (nepufrovana), 200 mM kyselinou
octovou, pH 4,7, 250 mM kyselinou octovou, pH 4,7, 300 mM kyselinou octovou, pH
4,7 nebo 300 mM kyselinou octovou (nepufrovanou). Cistény rekombinantni erythro-
poietin, obsahujici smés isoforem ziskany za pouziti postupti popsanych v piikladu 2
prace Laie aspol. supra, stim rozdilem, ze DEAE-agarozova chromatografie je
nahrazena chromatografii na Q-Sepharose, je znazornén ve draze zcela vlevo na gelu.

piedstavuje separaci erythropoietinovych isoforem 8 az 12 ziskanych zpracovanim
média bunék na sloupci Q-Sepharozy gradientem klesajiciho pH a zvy3ujici se iontové
sily. Podily zfrakci oznadenych 2 az 40 byly podrobeny analytické isoelektrické
fokusaci. Cistény rekombinantni erythropoietin obsahujici smés isoforem, ziskanych za
pouZiti postupti popsanych v pfikladu 2 price Laie a spol. supra, s tim rozdilem, Ze
DEAE-agarosova chromatografie byla nahrazena chromatografii na Q-Sepharose, je
uveden v posledni levé draze tohoto gelu.

predstavuje aminokyselinovou sekvenci lidského erythropoietinu. Ctvrtky oznaduji
asparaginové zbytky, ke kterym jsou pfipraveny karbohydrétové fetézce a hvézdicky
oznaduji threoninové a serinové zbytky modifikované karbohydratem. Dalsi glykosy-
la&ni mista poskytnuta v analozich z pikladu 6 jsou indikovédna mutacemi asparaginu,
serinu a thereoninu.

Obr. 6A, 6B a 6C predstavuji série stupfiti klonovéni pfi generovéni plasmidi pro konstrukci

Obr. 7

a analyzy analogii lidského erythropoietinu. Tyto analogy maji aminokyseliny zménéné
jak je uvedeno na obr. 5, které poskytuji dal3i glykosylatni mista.

piedstavuje analyzy Western blot COS bun&nych supernatantii sekvenci lidského
erythropoietinu a indikovanych erythropoietinovych analogi. Analogy /Asn’, Ser'!
/EPO, /Asn® /EPO, /Asn'®, Ser'?” /EPO a /Pro'®, Thr'® /EPO éisou konstruovany jak g'e
popséno v piikladu 6. Analogy /Pro', Thr'”" /EPO, /Asn'*, Ser'™ /EPO a/Thr'®,
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Ser'” [EPO, které neobsahuji dalsi karbohydritové fetézce jsou zde uvedeny pro
srovnani.

Obr.8 predstavuje Western blot analyzu COS bunéénych supernatanti sekvenci lidského
erythropoietinu a indikovanych erythropoietinovych analogii po zpracovani s N-
glykanasou. Analogy /Thr'”® /EPO a /Pro'®, Thr'®® /EPO Jsou konstruovany jak je
popséno v pfikladu 6. Analogy /Val'*® /EPO, /Pro'* /EPO, /Pro'* /EPO, /Thr'?’ /EPO,
/Pro'?, Ser'?’ /EPO a /Thr'? , Ser'” /EPO jsou uvedeny pro srovndni.

Obr.9  predstavuje isoelektrofokusaéni gel poold 2, 3 a 4 ziskanych chromatografii na
Q-Sepharose a C4 reverzni fazi zpracovanim bun&ného média, které podporuje rist
CHO bun&k transfektovanych erythropoietinovou ¢cDNA, obsahujici /Thr'**/mutaci.
Cist&ny rekombinantni erythropoietin, obsahujici smés isoforem je ziskan za pouziti
postupl, popsanych v piikladu 2 price Laie a spol., supra, stim rozdilem Ze
DEAE-agarosova chromatografie je nahrazena chromatografii na Q-sepharose, tyto
erythropoietiny jsou uvedeny v levych a pravych drahach gelu.

Podle pfedlozeného vynalezu jsou poskytovany isoformy erythropoietinu. Isoelektrick4 fokusace
(IEF) déleni proteiny na zékladé naboje. Pfi umisténi do gradientu pH a pisobenim elektrického
pole budou proteiny migrovat k bodu, ve kterém nemaji naboj sité a zlstavaji na tomto mistg.
Toto je isoelektricky bod (pl) proteinu. Kazdy jednotlivy pruh pozorovany pri IEF pfedstavuje
molekuly majici urdity pl a tim tedy obecng i stejny néboj a jsou nazvany jako isoformy. Pouzity
vyraz ,erythropoietinova isoforma“ oznaduje erythropoietinové ptipravky, majici jediné pl a
majici stejné aminokyselinové sekvence. '

Ve vyhodném provedeni je erythropoietin produkt exprese exogenni DNA sekvence, kterd byla
transfektovana do jinych eukaryotnich hostitelskych bunék nez lidskych, tj., ve vyhodném
provedeni je erythropoietin ,rekombinantni erythropoietin“. Rekombinantni erythropoietin je
vyhodn& produkovin postupem popsanym Linem, patent US 4 703 008, uvedenym zde pro
Uplnost. Rekombinantni erythropoietin je vyhodné &idtén podle obecnych postupli popsanych
v pfikladu 2 a patentu US 4 667016 Laie a spol., ktery je zde uveden jako odkaz nebo
alternativné postupem popsanym v piikladu 2, kde chromatografie na DEAE agarose je
nahrazena chromatografii na Q-Sepharose. V modifikaci se sloupcem Q-Sepharosa se 55 mM
NaCl nahradi 25 mM NaCl v pufrovaném roztoku pro uvedeni kolony na neutralni pH a 140 mM
NaCl se nahradi 75 mM NaCl v pufrovaném roztoku pro eluci erythropoietinu z kolony. Tento
material pfi analyze elektroforézou na polyakrylamidovém gelu s dodecylsulfitem sodnym,
migruje jako jediny druh (tj. pruh). Jestlize se &i§tény erythropoietin podrobi IEF, jsou v gelu
zfejmé nésobné pruhy, které indikuji, Ze jsou pfitomny riizné nabité formy glykoproteinu.

Bylo nalezeno, Ze jednotlivé isoformy rekombinantniho erythropoietinu, majici aminokyselino-
vou sekvenci zmoce ziskaného lidského erythropoietinu odpovidajici erythropoietinovym
molekuldm, majicim od 1 do 14 sialovych kyselin a ka?da isoforma pfitomna v i$téném
rekombinantnim erythropoietinu md in vivo aktivitu kterd ma vztah k poétu sialovych kyselin
isoformy. Vyraz ,erythropoietin®, jak je zde pouzit, zahrnuje ptirozens ziskany erythropoietin,
zmoCe ziskany lidsky erythropoietin jakoZ i nepfirozend se vyskytujici polypeptidy, majici
aminokyselinovou sekvenci a glykosylaci dostatetng duplikativni s pfirozen& se vyskytujicim
erythropoietinem pro ziskéni in vivo biologickych vlastnosti takovych, Ze buriky kostni dfené
zvy3uji produkci retikulocytii a ervenych krvinek.

Surové ptipravky erythropoietinu maji mnoho isoforem, ale material &i§t&ni napiiklad Laien a
spol. supra ptiklad 2, obsahuje prevazné Sest isoforem pii analyze IEF. Déle byla detekovana
nejméné jedna dalsi isoforma vyssi kyselosti pfi pouZiti chromatografickych postupil popsanych
v pfikladu 4. (Tato vice kysela forma, migrujici pti >14 sialovych kyselindch na IEF gelu mize
obsahovat negativni naboje nesialové kyseliny jak je zfejmé z odolnosti vagi Stépeni sialidasou).
Tyto isoformy se od sebe lisi obsahem sialové kyseliny. Jak je uvedeno v ptikladech, je toto
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dolozeno izolaci 10 takovych isoforem pfi preparativni IEF a stanovenim obsahu sialové kyseliny
u péti z nich. Z isoforem zkouSenych na obsah sialové kyseliny bylo zjisténo. ze pét isoforem
obsahuje bud’ 9, 10, 11, 12, nebo 13 zbytka sialove kyseliny.

Existuje vztah mezi relativni in vivo specifickou aktivitou erythropoietinu a po¢tem zbytkill
sialové kyseliny na molekulu erythropoietinu od isoformy 5 od 11 (kazda isoforma je zde
oznatena poétem sialovych kyselin na molekulu erythropoietinu). Isoformy 11 az 14 maji
pfiblizné stejnou in vivo specifickou aktivitu. Isoformy 5 — 14 byly studovany pokud jde o jejich
in vivo aktivitu exhypoxickou polycythemickou biozkouskou na mysich a mnozstvi kazdé
pritomné isoformy je stanoveno Bradfordovou proteinovou zkouskou, absorbance pfi 280 nm
nebo radioimunozkougkou (RIA) erythropoietinu. RIA stanoveni (Egrie a spol. Imunobioogy
172, 213 (1986)) vyjadiené jako jednotky/ml jsou rozdéleny mezi 212, 770 jednotkami/mg
erythropoietinového polypeptidu, priimérma specificka aktivita ¢iSt&ného erythropoietinu stanove-
né pomoci RIA udéavaji proteinové koncentrace izolovanych isoforem nebo smési isoforem,
vyjadienych jako mg erythropoietinového polypeptidu/ml. Jak je uvedeno v prikladech, relativni
in vivo aktivita se postupné zvy3uje od isoformy 5 do isoformy 11 (viz tabulka 2).

In vivo specifické aktivity, které jsou zde uvadény, jsou méfeny relativnich in vivo specifickych
aktivit a nejedna se o absolutni in vivo specifické aktivity. Pro ucely této piihlasky jsou
specifické aktivity pouZity pouze pro srovnani relativnich aktivit isoforem, studiem za stejnych
podminek ve stejnych pokusech, zahrnujicich stejné vnitini standardy, stejny typ zvifat, majici
stejné analytické idaje pouZité pro vypodet specifické aktivity, stejnou zkousku pro stanoveni

_obsahu proteinu. Neni piedpokladano, Ze jakakoliv hodnota in vivo specifické aktivity uvedena

pro jakoukoliv isoformu predstavuje zikladni nebo absolutni hodnotu pro tuto isoformu.

Predlozeny vynalez poskytuje erythropoietinové isoformy. Specifické isoformy erythropoietinu,
ziskané v souladu s predlozenym vynalezem a jejich vlastnosti se mohou ménit v zavislosti na
zdroji vychoziho materialu. Napiiklad isoformy z mo€e ziskaného lidského erythropoietinu jsou
odli¥né od isoformy rekombinantniho erythropoietinu. Ve vyhodném provedeni se vynalez tyka
erythropoietinové isoformy majici specificky poet (napt. pevny pocet vy33i nez 0) sialovych
kyselin na molekulu erythropoietinu, uvedeny potet je zvolen ze skupiny zahmujici 1 az 14.
Vvhodny je potet 9, 10, 11, 12, 13 nebo 14. V dalsim provedeni je pocet vyssi neZ 14, vyhodné
16 az23.

Tento vynalez také poskytuje pfipravky, obsahujici dvé nebo vice erythropoietinovych isoforem.
V jednom provedeni kompozice zahrnuji sm&s isoforem, majicich vice nez predeterminovany
potet sialovych kyselin na molekulu erythropoietinu, napf. vy3si nez 11 sialovych kyselin na
molekulu erythropoietinu nebo vy33i nez 12 sialovych kyselin na molekulu, napf. smés isoforem
12, 13 a 14. V daldim provedeni kompozice obsahuji smési isoforem, majici predeterminovany
poget sialovych kyselin na erythropoietinovou molekulu, napf. vice nez 12, ale vice nez
8 sialovych kyselin na molekulu jako je napf. smés isoforem 9, 10 a 11. Vynalez také poskytuje
pripravky obsahujici erythropoietinové isoformy, kde jsou relativni mnoZstvi isoforem stejna
nebo rozdilna. Napftiklad smési isoforem 9, 10 a 11 by mohly mit isoformy v riznych pomérech
jako je 1:1:1, 2:3:1 nebo 20:20:1.

Vyhodné ptipravky obsahuji smési méné neZ &ty isoforem, napfiklad smes isoforem 11, 12 a 13,
nebo smés 12 a 14, nebo smés 7 a 13.

Pro pFipravu smési erythropoietinovych isoforem vynélez také poskytuje zpilisoby soucasné
izolace vybranych erythropoietinovych isoforem. Tyto postupy zahrnuji izolaci individualnich
isoforem takovymi technikami jako je isoelektrickd fokusace nebo pfiprava smési isoforem,
majicich predeterminovany polet sialovych kyselin na molekulu (napiiklad vyssi nez 11)
takovymi technikami jako je iontovyménna chromatografie nebo chromatofokusace. Vsechny
tyto techniky jsou zaloZeny na separaci proteinii podle naboje.
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Obecng, iontovyménna chromatografie a chromatofokusace zahrnuji aplikaci bud’ surového
lidského erythropoietinu (bun&né kondiciované médium), nebo &isténého materialu na sloupec
pryskyfice za podminek, kdy dochdzi k vazani n&kterych nebo viech erythropoietinovych
isoforem na pryskyfici. U surovych erythropoietinovych pripravki Jje vyhodné aplikovat protein
na sloupec pfi asi pH 7, zatimco pro &i§t&né piipravky mize byt protein aplikovan na kolonu pfi
pH 7 az asi pH 7. Po promysti sloupce pufrem pfi asi pH 4 se ty erythropoietinové isoformy, které
ziistaly vazany na sloupci ionexu, eluuji pfi zvy3ujicim se pH a koncentraci soli pufru nebo
aplikaci gradientu snizujiciho se pH a zvy3ujici se iontové sily pti pH asi 4. Pfi chromatofokusaci
Jsou isoformy eluovany ze sloupce gradientem sniZujiciho se pH nebo promyvéanim sloupce
vysokou koncentraci soli.

Jedno provedeni vynalezu se tyka savéich (napf. z ovaria &inského kiedka, CHO) hostitelskych
bun&k, které prednostn& syntetizuji erythropoietinové isoformy, majici vice nez specificky poget,
napf. vice nez 10sialovych kyselin na molekulu. Erythropoietinové molekuly maji
N-vézané nebo O-vazané oligosacharidové struktury, které mohou limitovat obsah sialové
kyseliny v molekule. Naptiklad, tetraantennarni (Ctyf-rozvEtvené) N-vazané oligosacharidy
nejobvykleji poskytuji &tyfi moZznd mista pro pFipojeni sialové kyseliny, zatimco bi- a
triantennarni oligosacharidové fet&zce, které mohou nahradit tetraantennrni formu na asparagi-
novych pfipojovacich mistech, mohou obvykle pfipojovat nejvy3e dvé nebo tfi sialové kyseliny.
O-Vézané oligosacharidy obvykle poskytuji dv& mista pro pfipojeni sialové kyseliny.
Erythropoietinové molekuly tak mohou akomodovat celkem 14 zbytki sialové kyseliny s tim, Ze
viechny tfi N-vazané oligosacharidy jsou tetraantennarni. Kultury savéich bungk jsou prohleda-
vany na ty buiiky, které maji prednostn& pripojeny tetraantennarni fetézce k rekombinantnimu
erythropoietinu, a tedy maximalizovany poget mist pro pfipojeni sialové kyseliny.

Navézané oligusacharidy erythropoietinu z moce obsahuji sialovou kyselinu na obou spojenich:
@23 a a2,6 ke galaktéze (Takeuchi a spol., J. Biol. Chem. 263, 3657 (1988)). Typicky je
sialovéa kyselina v o 2,3 spojeni pfipojena ke galaktéze a 1,6 rozvétvenim manndzy a sialova
kyselina v o 2,6 spojeni je pfipojena ke galaktéze a 1,3 rozvétvenim mannézy. Enzymy, které
pfipojuji tyto sialové kyseliny (B—galaktosid a 2,3 sialyltransferéza a B—galaktosid o 2,6 sialyl-
transferaza) jsou neju&inn&j3i p¥i pripojovani sialové kyseliny k mannéze o 1,6 a mannéze o 1,3
vétveni.

Dihydrofolat reduktazu (DHFR) postradajici buitky ovaria &inského kietka (CHO) se obvykle
pouZivaji jako hostitelské buiiky pro produkci rekombinantnich glykoproteini v&etné rekombi-
nantniho erythropoietinu. Tyto buiiky neexprimuji enzym B-galaktosid o 2,6-sialyltransferazu, a
proto nepfidavaji sialovou kyselinu k o 2,6 spojeni N-vézaného oligosacharidu glykoproteinti
produkovanych v téchto buiikach. (Mutasaers a spol. Eur. J. Biochem. 156, 651 (1986); Takeuchi
a spol. J. Chromatogr. 400, 207 (1987)). Nésledkem toho rekombinantni erythropoietid produko-
vany CHO buiikami postrada sialovou kyselinu na spojenich 2,6 ke galaktéze (Sasaki a spol.,
(1987), supra; Takeuchi a spol., (1987), supra). V dalsim provedeni vynalezu je erythropoietin
pouZit pro produkei isoforem pripravovan v CHO buiikach, které jsou transfektovany funkénim
P-galaktosid a 2,6-sialyltransferdzovym genem pro ziskani inkorporace sialové kyseliny do
a 2,6 vazby ke galaktéze. Viz Lee a spol. J. Biol. Chem 264, 13848 (1989), prace je zde uvedena
jako odkaz pro popis technik pro ziskéni modifikovanych CHO bun&k nebo jinych sav&ich
hostitelskych bungk.

Do vynélezu jsou rovnéz zahrnuty nékteré analogy lidského erythropoietinu. PouZity vyraz
»analog lidského erythropoietinu* predstavuje erythropoietin s jednim nebo vice naboji v amino-
kyselinové sekvenci lidského erythropoietinu, co? vede k zvySeni podtu mist pro pFipojeni
sialové kyseliny. Analogy jsou poskytovany mistn& fizenou mutagenezi, zahmujici adice, delece
nebo substituce aminokyselinovych zbytki, coz pfeméfiuje mista tak, Ze jsou dostupna pro
glykosylaci. Takové analogy maji vétsi potet karbohydratovych fetézcii nez lidsky erythro-
poietin.
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Jejich analogy majici zvySenou biologickou aktivitu jsou konstruovany zvy$ovanim obsahu
sialové kyseliny v molekule erythropoietinu. Analogy majici obsah sialové kyseliny vy3si nez
bylo nalezeno u lidského erythropoietinu jsou pripravovany pfidavani glykosyla¢nich mist, ktera
nebudou poskozovat sekundarni nebo tercidrni konformaci potfebnou pro biologickou aktivitu.
Vyhodné analog lidského erythropoietinu ma 1,2 nebo 3 pridavna mist pro N—glykosylaci nebo
O-glykosylaci. Naptiklad leucin v poloze 69 je nahrazen asparaginem za vzniku sekvence
Asn-Leu—ser, ktera slouzi jako &tvrté misto pro N-glykosylaci. Takova zména mize obvykle
poskytnout aZ &tyfi dalsi sialové kyseliny na molekulu. Piiklady dalsich zmén, které generuji
dal$i N— nebo O-glykosylaéni mista jsou alaniny v polohach 125 az 127 na asparagin a serin,
alanin v poloze 125 na threonin a alaniny v polohach 124 a 125 na prolin a threonin. Pro
odborniky bude ziejmé, Ze predloZeny vynalez zahrnuje mnohé dalsi analogy lidského erythro-
poietinu, majici dal$i mista pro glykosylaci.

Do rozsahu vynalezu rovn&z spadaji farmaceutické pfipravky obsahujici terapeuticky G¢inné
mnozstvi specifické isoformy nebo smés isoforem spole¢né se vhodnym fedidlem, pfisadou
a/nebo nosi¢em vhodnym pfi erythropoietinové terapii. Vyraz ,terapeuticky u¢inné mnozstvi®,
které je zde pouZit, zahrnuje mnoZstvi, které vyvolava terapeutické uginek pii danych podmin-
kich a rezimu podani. Podani erythropoietinovych isoforem se vyhodné provadi parenteralnim
zpisobem. Specificky zpiisob bude zaviset na podminkéch, které jsou oSetfovany. Podéni
erythropoietinovych isoforem je vyhodné provedeno v Casti ptipravku, ktery obsahuje vhodny
nosié jako je lidsky serovy albumin, vhodné fedidlo jako je purovany salinicky roztok a/nebo
vhodné ptisada. Potfebna dévka bude takova, Ze jeji mnoZstvi dostaduje ke zvyseni hematokriti
pacienta a bude zaviset na obtiZznosti podminek, které maji byt oletfovany, zplisobu podéani a
podobné.

Nasledujici priklady slouzi k ilustraci vynalezu, ale nikterak jej neomezuji. Erythropoietinovy
standard pouzity v in vivo biostudiich v pfikladech je rekombinantni erythropoietinovy standard,
ktery byl standardizovan viidi ¢astedn& &idténému erythropoietinovému standardu z moce. Takto
jsou méfeny pouze relativni in vivo specifické aktivity. In vivo specifické aktivity jsou vyjadieny
v ,jednotkach/ml“, ,jednotkach/mg* a jednotkach/A280“ a ne jako ,IU/ml, U/mg* a
1U/A280%, protoze pouzity erythropoietinovy standard neni pfimo korelovan k mezinarodnimu
existujicimu standardu.

Ptiklady provedeni

Priklad 1
Izolace isoforem rekombinantniho erythropoietinu

Rekombinantni erythropoietin je produkovan jak je popsino Linem, supra. Rekombinantni
erythropoietin pouzity jako vychozi material pro izolaci prvni a tfeti isoformy je €istén podle
postupu popsaného v ptikladu 2 prace Laie a spol., supra. Vychozi material pro izolaci druhé
apaté isoformy je &i$tén podle Laie a spol., supra za pouZiti modifikace Q-Sepharosové
chromatografie. Tyto pfipravky obsahuji sm&s isoforem rekombinantniho erythropoietinu
majicich stejné aminokyselinové sekvence jako lidsky erythropoietin ziskany z lidské moce
a obsahuji prevazné isoformy 9 az 14. Vychozi materiél pro pfipravu &tvrté isoformy je material,
ktery je eluovan béhem 5 mM kyselina octovd/l mM glycin/6M modovinového promyvani
aniontovyménné kolony v ptikladu 2 prace Laie a spol. pfed pouZitim v preparativaim
isoelektrickém fokusanim postupu. Pfiprava Sesté isoformy pouZziva jako vychozi material
gistény pripravek rekombinantniho erythropoietinu majici od 4 do 13 sialovych zbytku. Tento
material byl &i¥tén jak je popséno v pikladu 2 Laie a spol. svyjimkou pro modifikaci
jontovyménné kolony (eluce rekombinantniho erythropoietinu gradientem chloridu sodného pfi
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pH 8,4 a vypusténi promyvéni kyselinou octovou /mogovinou), ktera vede k retenci nejvice
isoforem, pfitomnych ve vychozim materiélu.

Sest riznych pfipravkd individualnich isoforem bylo zpracovéno preparativni isoelektrickou
fokusaci na granulovaném gelu (Ultradex, LKB) v podstaté jako LKB Application Note 198.
Pharmalyte (Pharmacia) 2,5~5 amfolyty (Pharmacia) Jsou pouzivany a gelové loze obsahuji 5 M
mocoviny.

V prvni pfipravé se na gel aplikuje pfiblizné 20 mg rekombinantniho erythropoietinu v 6,8 ml
20 mM citrétu sodného/100 mM chloridu sodném, pH 7,0 a zpracovava fokusaci pfi 8 W po
priblizné 16 hodin. Po isoelektrické fokusaci se prouzky isoforem v gelu vizualizuji pfitisknutim
papiru ke gelovému lozi. Vyrobi se otisk a pak se fixuje namogenim ve tfech provedenich
(pfiblizn€ 10 minut, teplota mistnosti) do fixa¢niho roztoku (40% methanol/10% kyselina
octova/10% TCA/3,5% sulfosalicylova kyselina), podrobi dalgi zm&né (asi 10 minut) — 40%
methanol/10% kyselina octova (30 az 60 °C), barvi se 15 minut pfi 60 °C v 0,125% Coomassie
Blue R-250/40% methanol/10% kyselina octova a pak se odbarvi v 7,5% methanolu/10%
kyseliné octové pro vizualizaci odd&lenych isoforem. Oblast granulovaného gelového loze,
obsahujici isoformy (~ 50 % prysky¥ice) se odebere, pridd se voda (v16 ml) a kase se nalije na
misku 14 x 62 cm a odpaii se asi 40 g &isté hmotnosti. Tento pripravek se zpracuje fokusaci
podruhé a otisk gelového loZe se ptipravi jak bylo vyse uvedeno. Cast gelu, obsahujici kazdou ze
Sesti rozliSitelnych isoforem se odebere z gelového loze.

Za iucelem eluce isoforem zgelu, se prida ke kazdé isoformé roztok, obsahujici 10 mM

Tris~HCL, pH 7,0/5 mM Chaps pro piipravu kase. Kage umisti do malych kolon a promyti Tris—

Chaps pufrem. Vytok kolonou byl odebran a aplikovan odd&lené na malé kolony (oteviené

uspofadani kolony), obsahujici Vydac C4 pryskyfici sreverzni fazi ekvilibrovanou ve 20%

ethylonw/10 mM  Tris-HCi, pH 7,0, 35% ethanolem/10 mM Tris-HCl, pH 7,0 a 65%

ethanolem/10 mM Tris—HCI, pH 7,0. Frakce eluované 65% ethanolem/10 mM Tris se zfedi 1:1

10 mM Tris~HCI, pH 7,0 a zahusti a pak se pufr nahradi 10 mM Tris=HCI, pH 7,0 za pouZiti
Centricon—10 (Amicon) mikrokoncentratoru. Analyticka isoelektrick4 fokusace tohoto pfipravku

se provede v podstaté jak je popsano v LKB technicka poznamka 250 za pouZiti Servalyte 3--5

ampholint (Serva) v polyakrylamidovém gelu, obsahujicim 5 M mocoviny.

Ve druhé piipravé se na gel aplikuje asi 26 mg rekombinantniho erythropoietinu v 6,5 ml
deionizované vody a fokusuje se pfi 2,5 W po 35 minut s 10 W asi 17 hodin. Prouzky
fokusovaného proteinu, které jsou viditelné v gelovém lozi se odeberou jako 11 riiznych skupin.
Kazda skupina se pievede do asi 7,5 ml deionizované vody a 20 ml kazdé z vyslednych super-
natantd ztéchto skupin se podrobi analytické isoelektrické fokusaci, Jjak je popséno vyse.
Ke kazdé ze skupin se ptida 5 ml 1,5 M Tris—HCI, pH 8,8 a kase se umisti ka?d4 do malé kolony
a ponecha se vytéci kapalna féze. Pryskyfice se promyje pfiblizné tfemi objemy 0,5 M Tris—-HCI,
PH 7 a promyvaci roztok se spoji s proteklou kapalinou. Eluované roztoky se zahusti a pufr se
vyméni za 20 mM citratu sodného/100 mM chloridu sodného, pH 7,0 za pouziti Amicon
ultrafiltragniho zatizeni majiciho vylu€ovaci mez molekulové hmotnosti 10 000. Koncentrované
roztoky (asi 0,5 ml) pak prochazeji 0,22 mikrometrovym filtrem z acetitu celuldézy. Vzhledem
k analytické isoelektrické fokusaci bylo nalezeno pét skupin, obsahujicich pfevazné jednotlivé
isoformy 10, 11, 12, 13 a 14.

Ve tieti pfipravé se na gel aplikuje asi 30 mg rekombinantniho erythropoietinu ve 21,8 ml
destilované vody a fokusuje se pfi 2 W po 25 minut, pfi 10 W po 20 hodin a 15 W 15 minut.
Prouzky proteinu, odpovidajici individualnim isoformam jsou pozorovany vizualné a odebrany
z gelového loZe. K isoformam izolovanych z gelu se ptida destilovana voda, pfipravi se kale
a vzniklé supernatanty se analyzuji analytickou isoelektrickou fokusaci. Ke kazdé kasi se prida
stejny objem 1 M tris—HCI, pH 7,2, suspenze se umisti do oddélenych malych kolon a kapalna
faze se necha vytéci z kolony pro eluci isoforem. KaZdy vytok se zahusti a pufr se vyméni za
20 mM sodny citrat/100 mM chlorid sodny, pH 7,0 za pouziti Amicon zafizeni pro ultrafiltraci



15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 291471 B6

s vyludovaci mezi molekulové hmotnosti 10 000. Analyticky isoelektrofokusagni gel informuje
o tom, e byly ziskany skupiny, obsahujici zejména jednotlivé isoformy 9, 10, 11,12, 13 a 14.

Ctvrta priprava isoformy pouivé jako vychozi materidl erythropoietin, obsahujici isoformy 3 — 9
(pfipravené vyse). Pred preparativni isoelektrickou fokusaci provedenou v podstaté jak bylo
popsano vySe pro pfipravu 1 az 3, byly ampholyty (Pharmalyte 2,5-5) prefrakcionovany
v Rotofor (Bio—Rad, Richmond, CA) buiice pro isoelektrickou fokusaci s kapalnou fazi, pro
ziskani ampholytd vhodngjsich pro niz3i isoelektrické body vychoziho materialu. Prefrakcionace
se provadi smisenim 6,7 ml Pharmalytu 2,5-5 s 15 g mo€oviny a pfidanim vody na objem 50 ml.
Smés se frakcionuje v Rotoforu pti 10 W 1°C po 51/2 hodiny za pouziti 0,IM kyseliny
fosforeéné a 0,1 M hydroxidu sodného pti anolytu a katolytu. Amfolytové frakce, majici zjisténé
pH mezi 4,5 a asi 6 byly pouzity pro isoelektrickou fokusaci plochého loZze.

Amfolyty byly ziskany z isoforem za pouziti Centrieluteru (Amicon, Danvers, MA) a 10000 MQ
Centriconu (Amicon) za pouZiti nasledujicich parametri: 0,18 Tris pufr 8,8, 100 Volt, 25-30 mA,
po 3 hodiny. Isoformy byly pak pufrem pfevedeny do 0,1 M chloridu sodného gelovou filtraci za
pouziti Sephadexu G—-25 (Pharmacia). Analyticka isoelektricka fokusace péti vyslednych ppolii
prokazala, Ze obsahuji isoformy 4, 5, 6, 7 a 8. Isoforma 4 vykazuje nékolik prouzki coz indikuje,
Ze prosla ur¢itou degradaci. :

Piiprava paté isoformy byla modifikovana ptidavkem prefokusatniho stupné k postupu iso-
elektrické fokusace na plochém loZi. V této modifikaci nebyl pfidan protein ke smési amfolyt/-
motovina/gel pred elektroforézou, ale byl pfidin do isoelektrického fokusagniho zafizeni
s nasledujicim vyvojem gradientu pH v gelovém lozi. Po prefokusaci po 75 minut (1500 volt/h)
byly sekce gelového loze ve vzdalenosti 2,25 — 4,25 cm od katody odebrany, smiseny s roztokem
erythropoietinu a ptidany zp&t ke gelovému loZi. Po isoelektricke fokusaci byly isoformy 10, 11,
12, 13 a 14 eluovany z gelového loze a oddéleny od amfolytii ultrafiltraci za pouZiti zafizeni
Centricon—10 (Amicon).

Prefokusani modifikace byla uskuteinéna pro to, aby charakteristiky ultrafialové absorbance
pFipravki, obsahujicich isoformy byly podrobngjsi témto charakteristikam vychoziho rekombi-
nantniho erythropoietinu. Zlepseni ve spektralnich charakteristikich mize byt zfejmé z poméru
absorbance pti 280 a 260 nm u izolovanych isoforem. Primérny pomér absorbance pii 280 nm
k absorbanci pti 260 nm (A280'A260) pro isoformy z pfipravkii 2 a 3 (neprefokusované) je 1,36
+ 0,11, zatimco primémy pomér A20/A260 poméry jsou 1,39 + 0,11 a 1,74 + 0,09 pro pfipravky
2a3as5a6. (Isoforma 14 mize mit nejatypictéjsi spektrum, protoze je pfitomna v nejmensich
mnozstvich a je tak vice nachylnd k interferencim stopovou kontaminaci amfolytovymi
komponentami nebo protoZe je nejblizsi elektrodé béhem provadéni isoelektrické fokusace na
plochém lozi.). Pramémy A280/A260 pomér pro rekombinantni erythropoietin pfipraveny podle
prikladu 2 Laie a spol. (modifikovany jak bylo popsano pouZitim Q-Sepharosy jako
aniontovyménné pryskyfice) je 1,91 + 0,04.

Jak je popsano vyde, vychozi material pro piipravu isoformy €. 6 byl rekombinantni erythro-
poietinovy pripravek obsahujici isoformy 4-13. Amfolyty byly pre-fokusovany v zafizeni
Rotofor jako ve &tvrté pripravé. Pro isoelektrickou fokusaci na plochém lozi byly pouzity
amfolytové frakce, majici pH mezi 3,7 a 4,8. Ploché loze bylo prefokusovano postupem jako
v ptipravé &. 5 a isoformy 9, 10, 11, 12 a 13 byly ziskany pro ultrafiltraci (Centricon-10) pro
odstranéni amfolytd.
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Priklad 2
Obsah sialové kyseliny v isoformach rekombinantniho erythropoietinu

Isoformy izolované jak bylo popsano v piikladu 1 a erythropoietin &istény postupy popsanymi
Laiem a spol., supra (smés isoforem 9 az 14) Jsou pufrem pievedeny do 0,10 — 0,15 M chloridu
sodného a analyzovany na obsah sialové kyseliny modifikaci postupu podle Jourdiana a spol.,
J.Biol. Chem. 246, 430 (1971). Zbytky sialové kyseliny jsou odst&peny od glykoproteini
hydrolyzou 0,35 M kyselinou sirovou pfi 80 °C po 30 minut a roztoky jsou neutralizovany
hydroxidem sodnym pfed analyzou. Za udelem vyhodnoceni mnoZstvi ptitomného erythro-
poietinového proteinu se provede stanoveni proteinu podle Bradforda (Bradford Anal. Biochem.
72, 248 (1976)) za pouziti rekombinantniho erythropoietinu, majiciho aminokyselinovou
sekvenci lidského erythropoietinu jako standard za pouziti zkuSebnich reagencii a mikrozpiisobu
podle Bio-Rad. Vysledky, vyjadfené jako moly sialové kyseliny na mol erythropoietinu, jsou
uvedeny v tabulce 1. Isoformy jsou oznaCeny podle pottu sialovych kyselin na molekulu
a rozsahu od malo kyselych (isoforma 9) do nejkyselejdich (isoforma 13). Isoformy 9-13 jsou
uvedeny v gelovych drahach 6-10 obr. 1. Mnozstvi isoformy 14 jsou nedostateéna k pfesnému
méfeni obsahu sialové kyseliny. Obsah sialové kyseliny v této isoformé& Je odhadnut z jeji
migrace na IEF gelech vzhledem k dalsim isoformam. Obsah sialové kyseliny isoforem 5-8
(pfipravek €. 4) nebyl méfen, ale je pravdépodobné odhadnut z jejich migraci na IEF gelech.

Tabulka 1
isoforma erythropoietinu mol sialové kyseliny / mol erythropoietinu
isoforma 13 12,9+0,5
isoforma 12 : 11,8 +£0,2
isoforma 11 11,0 £ 0,2
isoforma 10 9,8+0,3
isoforma 9 89+0,6
smés isoforem (9-14) 11,3+£0,2
Piiklad 3

Aktivita isoforem rekombinantniho erythropoietinu

Isoformy izolované jak bylo popsano v pikladu 1 byly hodnoceny podle absorbance pii 280 nm,
Bradfordovou proteinovou zkouskou a pomoci RIA pro erythropoietin pro stanoveni mnozstvi
pfitomného rekombinantniho erythropoietinu. Exhypoxicka polycythemicka biostudie na mygich
(Cotes a spol., Nature 191, 1065 (1961) se pouzije pro stanoveni in vivo biologické aktivity.
Kvantifikace mnoZstvi erythropoietinového proteinu ptitomného podle radioimunozkousky pro
erythropoietin poskytuje vysledky majici vy3si relativni in vivo specifickou aktivitu pro nékteré
isoformy, protoZe zjevng snizena imunoreaktivita isoforem, obsahujicich velké mnozstvi sialové
kyseliny vede k podhodnoceni koncentrace erythropoietinu a tak k nadhodnoceni in vivo
specifické aktivity pro nejvice negativni isoformy. Stanoveni z biostudie na mySich, vyjadiena
jako jednotka/ml, jsou d&leny koncentracemi odpovidajicich proteint pro ziskani in vivo
specifickych aktivit vyjadfenych jako jednotky/mg erythropoietinového polypeptidu. Tyto
specifické aktivity jsou uvedeny v tabulce 2.

V tabulce 2 je ,,n“ polet nezavislych ptipravki isoforem, které spoluplisobi hodnotu specifické

aktivity. V nejvice ptipadech byly provedeny in vivo studie pro kazdy ptipravek isoformy.
Nékteré in vivo Gdaje pomahaji pfi vypoltech specifické aktivity ve vech tfech sloupcich.
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Jednotky/mg erythropoietinového polypeptidu byly stanoveny z absorbance pfi 280 nm, z hodnot
radioimunozkoudky nebo z vysledkii Bradfordovy proteinové zkousky. Cistény rekombinantni
erythropoietin, obsahujici isoformy 9-14 byl pouzit jako standard v Bradfordové proteinové
zkouice. ,,n* mitze byt mensi pro vypodty provedené za pouZiti Bradfordovy proteinové zkousky,
protoze n&které piipravky nebyly v dobé provadéni Bradfordovy zkousky dostupné.

Erythropoietin &i$tény podle postupii popsanych Laiem a spol., supra a obsahujici smés isoforem
9 a% 14 byl pouzit jako standard ve zkouskéach RIA a in vivo.

Relativni specifické aktivity vyjadfené jako jednotky/mg erythropoietinového polypeptidu mohou
byt prevedeny na jednotky/A280 nasobenim 0,807 mg erythropoietinového polypeptidu/A280.
Pkepogtitavaci faktor je ziskan nasobenf extinkéniho koeficientu erythropoietinu (1,345 mg/A280)
obsahem proteinu v erythropoietinovém glykoproteinu (asi 60 % hmotnostnich, Davis a spol.,
Biochemistry 26, 2633 (1987)) pro vyjadfeni mg erythropoietinového polypeptidu/A280 (tj.
1,345 mg erythropoietinu/A280 x 0,60 mg polypeptidu/mg erythropoietinu = 0,807 mg poly-
peptidu/A280). Dale specifické aktivity vyjadfené jako jednotky/mg erythropoietinového
polypeptidu mohou byt nasobeny faktorem 0,60 mg polypeptidu/mg erythropoietinového
glykoproteinu pro ziskani specifickych aktivit vyjadfenych jako jednotky/mg erythropoietinové-
ho glykoproteinu.

Tabulka 2
Isoforma U/mg polypeptidu n  U/mgpolypeptidu n  U/mg polypeptidu n
(Bradfordova (z A280) (zRIA)
proteinova zkouska)
14 289,400 + 3,100 2 205,800+37,700 2 366,700 + 55,900 2
13 307,600 + 30,600 4 258,700 £59,500 5 337,200 + 40,200 5
12 275,200 £ 55,600 4 258400+41,700 5 287,700 + 42,600 5
11 282,700 + 41,100 3 255,800+67,300 4 251,400+ 62,700 4
10 188,000 £+ 1,900 1 170,300+34,500 3 171,900+ 31,600 3
9 96,600 + 46,700 2 113,600 + 39,600 2
8 65,200 £ 3,800 1 70,600 +4,100 1 61,000 + 3,500 1
7 46,200 + 5,800 1 50,300+ 6,300 1 42,800 + 5,400 1
5 16,600 + 1,700 1 18,300 £ 1,900 1 15,500 1,600 1

Udaje z tabulky 2 jsou také znazornény na obr. 2A, 2B a 2C. Tyto idaje ukazuji, ze relativni
in vivo aktivita erythropoietinu se zvy3uje jako funkce obsahu sialové kyseliny az do isoformy
&. 11. Isoformy &. 11-14 maji v podstaté stejnou relativni in vivo bioaktivitu. (To je nejzjevnéjsi,
jestlize je koncentrace isoformy 14 vyjadfena pouZitim hodnoty z Bradfordovy zkousky.
Bradfordova hodnota miZe byt pro isoformu 14 pfesngji, protoZe jsou obecné ziskany niZsi
hodnoty a to vede k obtizim pfi stanoveni pomoci A280 a nejziejmé&jSimu sniZeni reaktivity
vRIA pro velmi negativni formy, jak bylo uvedeno dfive). Vy33i in vivo specificka aktivita
erythropoietinovych isoforem, majicich vice sialovych kyselin je nejpravdépodobnéji zpiisobena
deldim pribéhem polo¢asu Zivotnosti téchto forem. Isoformy 9 a 13 jsou znaeny radioaktivnim
jodem (**I) a byla stanovena rychlost jejich Stépeni u krys. PoloCas Zivotnosti v ob&hu byl
vyrazng del3i pro isoformu 13 neZ pro isoformu 9.
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Priklad 4
Déleni smési isoforem rekombinantniho erythropoietinu chromatografii na Q-Sepharose

Buné¢na kondiciovana média z produkce rekombinantniho erythropoietinu podle postupii popsa-
nych Linem, supra, se koncentruje a diafiltruji proti 10 mM Tris, pH 7,2. Koncentrace proteinu se
stanovi Bradfordovou mikroproteinovou zkouskou za pouziti hovéziho sirového albuminu jako
standardu. 19,6 ml roztoku, obsahujiciho 40 mg celkového proteinu se pfipravi ve 20 uM
CuS04, filtruje pres 0,45 mikrometrovy filtr a vlozi na 4ml kolonu (1,05 cm vys$ka x 2,2 cm
primér) plnénou ndplni Q Sepharose Fast Flow (Pharmacia), ktera byla ekvilibrovana 10 mM
Tris, pH 6,8 az 7,0 pfi 4 °C. Po aplikaci vzorku se kolona promyje dvéma objemy kolony pufru.
Pritok kolony je asi 1 ml/min. Pro d&leni smési isoforem erythropoietinu se pouzije Sest oddgle-
nych kolon,

Kolony se promyji 6 az 9 objemy pufru o nizké pH: kolona &. 1, 150 mM kyselina octova, 1 mM
glycin, 20 pM CuSO4, 6 M modovina, upraveno na pH 4,7 NaOH, kolona &. 2, 200 mM octovi
kyselina, 1 mM glycin, 20 uM CuSO4, 6 M mocovina, upraveno na pH 4,7 NaOH, kolona ¢&. 3,
250 mM octova kyselina, 1 mM glycin, 20 uM CuSO4, 6 M mocovina upraveno na pH 4,7
NaOH, kolona &. 4, 300 mM kyselina octova, 1 mM glycin, 20 uM CuSO4, 6 M modovina
upraveno na pH 4,7 pomoci NaOH, kolona &. 5, 150 mM kyselina octova, 1 mM glycin, 20 pM
CuS04, 6 M modovina, kolona &. 6, 300 mM kyselina octova, 1 mM glycin, 20 pM CuSO4, 6 M
mogovina. pH kolon se zvy3uje na asi pH 7 promyvanim kazdé kolony 8 a2 11 objemy kolony
10 mM Tris-HCI, 55 mM NaCl, 20 uM CuSO4, pH 7. Definované erythropoietinové isoformové

smési jsou zkolon eluovany promyvénim 10 mM Tris-HCI, 140 mM NaCl, 20 puM CuSO4,
pH 7,0. :

Eluované isoformové pooly z kazdé kolony se zahusti a rozpoust&dlo se vyméni vodou za pouZiti
Amico Centricon— 10 mikrokoncentratoru. Vysledky analytické isoelektrické fokusace t&chto
koncentrovanych pooli jsou uvedeny na obr. 3. Gelové drahy 1-6 predstavuji definované smési
erythropoietinovych isoforem eluovanych z kolon 1-6. Isoformova smés“ uvedend v posledni
pravé drize gelu na obr. 3 pfedstavuje bun&iné médium, které je aplikovano na kolonu
Q-Sepharosy jak je popsano vy3e, kolona se promyje 5 mM kyseliny octové, I mM glycinu,
20 uM CuS0O4, 6M moloviny a smés isoforem erythropoietinu se eluuje z kolony za pouZiti vyse
popsanych postupil. Tato eluovana smés isoforem se dale &isti podle postupi popsanych v praci
Laie a spol., supra, pfed analytickou isoelektrickou fokusaci.

Priklad 5

Frakcionace isoforem rekombinantniho erythropoietinu za pouziti nizké pH gradientu na
Q-Sepharose

V dals$im postupu jsou isoformy erythropoietinu separovany za pouiti gradientu se snizovanim,
pH a zvySovanim iontové sily. Koncentrované diafiltrované, erythropoietin obsahujici médium se
vnese na kolonu Q-Sepharosy v poméru asi 40 mg celkového proteinu/ml gelu. Kolona se pak
promyje asi dvéma objemy kolony 10 mM Tris HCI, pH 7,0 a pak asi 10 objemy kolony 2 mM
kyseliny octové/l mM glycinu/20 uM CuSO4/6 M mo&oviny (pH piiblizng 4,8) pro odstranéni
kontaminujicich proteind a erythropoietinovych isoforem, obsahujicich méné& nez asi 7 zbytk
sialové kyseliny. Isoformy, obsahujici od priblizné 8 do pFiblizng 12 sialovych kyselin jsou
z kolony eluovény za pouziti gradientu od poatku 2 mM kyseliny octové v 6 M mo&oviny/l mM
glycinu/ 20 uM CuSOy a do aZz 40 mM kyseliny octové/6 M mogoviny/1 mM glycinu/20 pM
CuSOq (pH pfiblizné 4). Celkovy objem gradientu je piblizng 40 objeml kolony a frakce
pfiblizn€ jednoho objemu kolony se odebiraji do nadob, obsahujicich objem Tris pufru
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dostatujici k uvedeni pH do rozmezi 6 — 8,5 proto, aby se zabranilo dlouhodobému vytaveni
odebranych frakei nizkému pH. Podily frakei se podrobi analytické isoelektrické fokusaci pro
sledovani separace. Obr. 4 ukazuje separaci isoforem 8-11, které miZe byt dosaZeno timto
postupem. Isoformy 12 — 14, které ziistavaji vazany na kolong pfi konci gradientu, jsou eluovany
promyvéanim pufrem, obsahujicim 10 mM Tris-HCI, 140 mM NaCl, 20 upM CuSO; (pH 7,0).
Isoformy (separované piisobenim gradientu nebo eluované roztokem chloridu sodného) jsou
prosté kontaminujicich proteini pfi chromatografii na reverzni fazi, nsledované filtracni gelovou
chromatografii jak je popsano v pfikladu 2 v praci Laie a spol.

Priklad 6
Analogy lidského erythropoietinu, majici dalsi glykosylaéni mista
A. Konstrukce analogi lidského erythropoietinu

Umisténi existujicich a navrzenych mist pro pfipojeni karbohydratu v erythropoietinové
aminokyselinové sekvenci jsou uvedena na obr. 5 a postup pfipravy téchto dalsich glyko-
syla¢nich mist je shrnut na obrazcich 6A-C a je popsan dale.

Za pouZiti in vitro mutagenese byly syntetizovany nasledujici oligonukleotidové primery:

/Asn®, Ser’/EPO: 5'CGCCCACCAAACCTCAGCTGTGACAGCCGA 3'

/Ast’, Ser''/EPO: 5’ ATCTGTACAACCGAAGCCTGGAGAGGT 3’
/Asn®/EPO: 5 GGGCTGGCCAACCTGTCGGAAG 3’

/Asn'?/EPO: 5'TCCCCTCCAGATAATGCCTCAGCTGC 3’

/Asn'®, Ser'¥’/EPO: 5'CAGATGCGAACTCATCTGCTCCAC 3'

/Asn'®, Ser'®/EPO: 5'AGGCCTGAGGAATGGGAGCAGATGACCAGGTTG 3’
[Thr'®/EPO: 5' TCCAGATGCGACCTCAGCTGCTC 3’

/Pro'*, Thr'**/EPO: 5 CCTCCAGATCCGACCTCAGCTGC 3’

Podtrzené kodony predstavuji oblasti chybného péarovani, kde aminokyseliny uvedené
v zavorkach nahrazuji divoky typ aminokyselin.

/Asn’, Ser’/EPO byl konstruovan pridanim N—glykosyla¢niho mista u Asn 4. /Asn’, Ser'/EPO
byl konstruovan pfidanim N-glykosylaéniho mista k Asn 9. /Asn®/EPO byl konstruovan
pfidanim N—glykosylatniho mista k Asn 69. /Asn'?, Ser'”’/EPO byl konstruovan pfidanim N-
glykosylagniho mista k Asn 125. /Thr'**/EPO a /Pro'*, Thr'**/EPO byly konstruovany pfidanim
O-glykosylaéniho mista u Thr 125.

Nasledujici oligonukleotidové primery jsou syntetizovany za pouZiti in vitro mutagenese:

/Asn®, Thr"'/EPO: 5'GGGCCTGGCCAACCTGACAGAAGCTGTC 3

/Ser®®, Asn®, Thr’'/EPO: 5 CAGGCCCTGTCCAACCTGACAGAAGCTGTC 3’

/Asn'?, Thr'?’/EPO: 5"CAGATGCGAACTCAACGGCTCCAG 3'

/Asn'Z, Thr'?, Thr'*'/EPO: 5 ATGCGAACTCAACGGCTCCACTCACAACAATCACT 3’
/Pro', Asn'?, Ser'*’/EPO: 5' CCAGATCCAATTCATCTGCTCCACTC 3’

/Pro'?* Asn'®, Thr'¥’/EPO: 5' CCAGATCCAAATTCAACAGCTCCACTC 3’

/Thr'®, Thr'*/EPO: 5" CCAGATGCGACAACAGCTGCTCCA 3’

/Pro'®, Thr'®, Thr'”, Thr*'/EPO:

Oligonukleotidovy Primer 5'AGATCCGACCACCGCTGCTCCAC 3' je pouZit pro pripravu
/Pro'®, Thr'®, Thr'”/EPO za pouziti /Pro'”, Thr'”/EPO cDNA jako vychozi latky. Oligo-
nukleotidovy primer 5S'TGCTCCACTCACAACAATCACTG 3’ je pak pouZit pro pfipravu
/Pro'?*, Thr'®, Thr'®, Thr'*'/EPO.
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/Asn®, Thr'' /EPO a /Ser®®, Asn®, Thr’'/EPO jsou konstruovany ptidanim N-glvkosylagniho
mista k Asn 69 a zvySenim N-glykosylace na tomto misté. /Asn'?, Thr'”’/EPO, /Asn'®, Thr'?,
Thr®'/EPO, /Pro'®, Asn'®, Ser'”/EPO a /Pro'®, Asn'®, Thr'*/EPO jsou konstruovany pridanim
N-glykosylaéniho mista na Asn 125 a zvyenim glykosylace na tomto mist& /Thr'>~. Thr'/EPO
a /Pro'*, Thr'”, Thr'®, Ser'' /EPO jsou konstruovany pfidanim O-glykosyla¢niho mista ke
Thr 125 a zvySenim glykosylace na tomto mistg.

Zdrojem erythropoietinové DNA pro in vitro mutagenesi byl plasmid Hu13, klon cDNA lidského
erythropoietinu v pUC 8 (Law a spol. Proc Natl. Acad. Sci. 83, 6920 (1986)). Plasmidova DNA
odvozend od Hul3 byla §t&pena BstEIl a BglII restrik&énimi enzymy, vysledné fragmenty DNA
byly podrobeny elektroforéze na agarosovém gelu za pouziti GeneClean™ kitu a postupy
doporu¢enymi vyrobcem (BIO 101, Inc.) Plasmid PBRgHUEPO obsahuje erythropoietinovy
genomovy gen jako BamHI fragment inzertovany do derivatu pBR322, jak je popsano ve
zvefejnéném patentu Lina, Supra. pBRgHUEPO byl také Stépen pomoci BStEIl a Bglll a byl
ziskén vektorovym fragment 6517 bp. Ligace téchto dvou fragmentd vede k IGT!. Pro
konstrukci pEC-1, byl pDSVL (popsany ve zvefejnéném patentu Lina, supra), §tépen BamHI a
k nému byl ligovan izolovany BamHI fragment velikosti 2,8 kilobézi (kb) zIGT1, obsahujici
erythropoietinovou cDNA.

Za \celem ptipravy jednofetézcové DNA pro mutagenesi in vitro, byl pEC-1 3tépen BamHI
aBglll a byl izolovan fragment 820 bp erythropoietinové cDNA. Byl ligovan k BamHI mistu
m13mP18 za vzniku m13-EC-1. Jednofetézcova DNA byla ziskéna ze supernatanti E. coli kmen
RZ1032, infikovaného m13—EC-1 jak popsal Kunkel a spol. Methods in Enzymol. 154, 367
(1987) a Messing, methods in Enzymol. 101, 20 (1983). Pro mutagenesi in vitro bylo smiseno
pfiblizn€ 1 g jednofet€zcové DNA a 0,2 pmol jednoho ze syntetickych primert popsanych vyse
se 6 ml pufru (250 mM Tris pH 7,8, 50 mM MgCl, a 50 ml dithiothreitolu). Pro pfipojeni
primeru k templatu byl objem reakéni smési upraven na 10 pl vodou, smés byla zahtivana na
65 °C po dobu 5 minut a pak nechana zchladnout na teplotu mistnosti. Pro prodluzovaci reakci
bylo pfidéno 2,5 ml dTTP, dATP, dGTP a ATP (vSechny s 10 uM), déle 1 pl (1 jednotka) E. coli
DNA polymerazy (Klenowiw fragment) a 1 pi (1 Jednotka) T4 DNA ligizy. Smés pak byla
inkubovéna pres noc pki 14 °C a pouzita pro transformovani E. coli JM 109 (Yanish-Perron a
spol., Gene 33, 103 (1985)) jak je popsano (Messing, supra). :

Pro identifikaci mutantnich kloni rozliSovaci hybridizaci, byly plaky na nutri¢nim agaru
pfeneseny na Gene Screen filtry (New England Nuclear). F iltry byly suSeny pod tepelnou lampou
a pak inkuboviny po dobu jedné hodiny v 6x SSC, obsahujicim 1% SDS pti 60 °C. Po
hybridizaci byly oligonukleotidové primery uvedené vyse (8 pmol) koncové oznadeny T4
polynukleotidovou kinazou a 'y”P—oznaéen)’/m ATP a inkubovany s filtry pfes noc v 6x SSC,
0,5% SDS a 100 mg/ml DNA losiho sperma pti 37 °C pro /Asn'*/mutaci, 55 °C pro /Asn’, Ser®/
mutaci, 65 °C pro /Thr'*/ a /Pro'?*, Thr'**/ mutace a 70 °C pro /Asn’, Ser''/ a /As', Ser'®%/
mutace. Pristi den byly filtry tfikrat promyty 6x SSC pii teploté mistnosti a podrobeny
autoradiografii. Je-li to nutné byly pak filtry promyty 6x SSC pfi zvySenych teplotach, dokud
nebyla detekovana mala nebo Z4dna hybridizace u plaky, majicich erythropoietinovou cDNA
sekvenci divokého typu. Klony, které za téchto podminek davaji pozitivni hybridizagni signaly
byl identifikovany a retransfektovany do JM109 k izolovéni &istého klonu. Dideoxy fetézcova
terminadni sekvencni analyza doklada, e jsou pritomny mutace u asparaginového, serinového,
threoninového a prolinového zbytku.

Dvojfetézcové m13 EC-1 DNA nesouci /Asn’, Ser®/, JAst’, Ser'/, /Asn®/, /Asn'?/, /Asn'®,
1Ser'”/, [Asn'®, Ser'®/ /Thr'?/ a /Pro'®, Thr'?/ zmény byly ziskany z IM109 transfektovanych
bunek vaznou metodou (Holmes a spol., Anal. Biochem. 117, 193 (1981)). DNA byly stépeny
pomoci BstEIl a Xholl a byl izolovan 810 bp fragmenty erythropoietinové DNA. pEC-1 byly
St€peny BStEIl s nasledujicim parcialnim $t&penim Bglll a 5’konce vyslednych fragmentd se
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defosforyluji bakterialni alkalickou fosfatdzou v 10 mM Tris, pH 8 pfi 60 °C po 60 minut. Byl
izolovan 7 kb vektorovy fragment postradajici 810 bp BstEIl-Bglil a ligovan k erythro-
poietinovym fragment&im uvedenym vyse. Vysledné plasmidy (oznatené pEC-X, kde X Znamena
parcialni mutaci) obsahuji lidsky erythropietin se zmé&n&nymi aminokyselinovymi zbytky
v oznalenych pozicich.

¢DNA klony sekvence lidského erythropoietinu a analogii odpovidajicich /Asn’, Ser®/, /Asn’,
Ser''/, /Asn®/, /Asn'*/, /Asn'®, Ser'?/, /Asn'®, Ser'®/, /The'®/ a /Pro'™, Thr'*P erythro-
poietinovych c¢cDNA kloni byly transfektoviny do COS-I bunék (ATCC ¢. CRL-1650)
elektrokorporaci. COS-1 buiiky byly zpolotekutych diski odebrany, promyty médiem
(modifikované Dulbecco zékladni médium, obsahujici 5% fetalniho teleciho séra a 1%
L—glutaminu/penicilinu/ streptomycinu (Irvine Scientific) a resuspenduji na 4 x 10° bunék/ml.
Jeden mililitr bun&k se pienese do elektropora&ni kyvety (Bio-Rad) a elektroporuje Bio-Rad
Gene Pulserem™ pii 25 uF a 1600 V za ptitomnosti 100 az 200 pg nosi¢e DNA a 2 az 20 ug
plasmidové DNA kodujici erythropoietinovy analog. Elektroporované buriky se umisti
v koncentraci 2 x 10° bun&k na 60 mm misku pro tkafiovou kulturu a 5 ml média. Po dvou aZ
&tyFech hodindch po umisténi se médium nahradi 5 ml Cerstvého média. Kondiciované médium
se odd&li 3 az 5 dnii po elektroporaci.

A. Zkouska aktivity erythropoietinového analogu

RIA byly provedeny podle Egria a spol., supra. In vivo biologicka aktivita erythropoietinovych
analogi byla stanovena ethypoxickou polycythemickou biostudii na my3ich (Cotes a spol.,
supra).

In vitro erythropoietinova aktivita byla stanovena zkouskou tvorby erythroidnich kolonii jak je
popsano Iscovem a spol., J. Cell Physiol. 83, 309-320 (1974) s medifikacemi. Jednojaderné
buiiky z bunék lidské kostni dfen& byly astetné iStény na ,.focol-pague® vlozce a promyty
Iscovym médiem pied umisténim na plotnu pro odstranéni adherentnich bunék. Kuitivacni
médium obsahuje 0,9 % methylcelulézy a neobsshuje jakykoliv hovézi sérovy albumin.
Erythroidni kolonie byly spo&teny po 8 aZ 10 dnech kultivace.

Erythropoietinové analogy transfektované a exprimované v COS buiikach jak je popsano v sekci
A, byly analyzoviny v surovych supernatantech COS bunék pomoci RIA a zkouskou tvorby
erythroidnich kolonii. Lidské erythropoietinova sekvence ma in vitro aktivitu srovnatelnou s RIA
aktivitou stanovenou ve vySe uvedeném pokusu. Analogy /Asn®/EPO, /Asn'?, Ser'”’/EPO,
/Thr'®/EPO a /Pro'?, Thr'”/EPO vykazuji in vitro aktivitu srovnatelnou sRIA aktivitou
a poskytuje diikaz o dalSich karbohydratovych fetézcich (jak je stanoveno v sekci C). Tyto
analogy jsou dale analyzovany transfekci cDNA klonem kodujicim erythropoietinovy analog do
CHO bungk, &isténim erythropoietinového analogu a méfenim in vivo biologické aktivity
¢idténého analogu. =

C. Analyza Western Blot

Objem suspernatantu, obsahujici 5-20 jednotek z COS bunék transfektovanych cDNA erythro-
poietinovych analogti jak je popsdno v sekci A, byl imunoprecipitovan pfes noc pii teploté
mistnosti s krali&i antierythropoietinovou polyklonalni protilitkou. K imunoprecipitatu bylo
ptidano 20 aZ 80 ul 1:1 proteinu A-Sepharosy v salinickém roztoku pufrovaném fosfatem (PBS)
a ponechéno inkubovat jednu hodinu pfi teploté mistnosti. Vzorky byly odstfedény, promyty PBS
a kde je to indikovdno, byla peleta zpracovina sN-glykandzou pro odstranéni
N-vazaného karbohydratového fetézce. Vzorky byly analyzovény elektroforézou na 15%
SDS—polyakrylamidovém gelu, pieneseny na nitroceluldzu a podrobeny Westernové analyze jak
je popsano (Burnette a spol., Anal. Biochem. 112, 195-203 (1981); Elliot a spol. Gene 79,
167-180 (1989)) za pouziti sm&si mySich antierythropoietinovych monoklonélnich protilatek.
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Jedna ztakovych protilatek, 9G8A, je popsana Elliotem a spol. (1989) Blood 74, Supp. 1,
A. 1228.

Analyza supernatanti COS bunék transfektovanych /Asn®/ EPO a /Asn'”, Ser'”/EPO ¢cDNA
dokladé zvy3eni velikosti proteinu ve srovnani se sekvenci lidského erythropoietinu. Zvy3ena
velikost svéd¢i o pitomnosti dal3iho N-véazaného karbohydratového fetézce (obr. 7). Zpracovani
supernatanti z COS bunék transfektovanych /Thr'”/EPO a /Pro'®, Thr'®/ EPO cDNA
s N—glykanazou doklada zvétsenou velikost proteinu ve srovnani se sekvenci lidského erythro-
poietinu. Tato zv&tSena velikost svédéi o pritomnosti dal§iho O-vazaného karbohydratového
fetézce (obr. 8).

D. Izolace isoforem erythropoietinovych analogd

Erythropoietinovy analog /Thr'”/EPO byl konstruovan jak je popsano vsekci A. 810 bp
fragment erythropoietinové ¢cDNA nesouci /Thr'*/mutaci byl izolovan Stépenim plasmidu pEC
obsahujiciho /Thr'**/ mutaci pomoci BstEIl a Bglll a ligaci fragmentu k pDEC A byl pfipraven
z pDS a 2 nasledujicimi kroky:

I) Hindlll misto pDS a2 bylo deletovino Stépenim pDS o2 DNA pomoci HindIll,
zpracovanim HindlII kohezivnich koncd s E. coli DNA polymerazou (Klenow fragment) a ANTP,
a eligaci tup& zakon&eného vektoru. Vysledny plasmid je pDS o2 AH.

2) pDS o2 AH byl t&pen pomoci Sall a synteticky oligonukleotid majici SV40 , splice* signal
s¢ Sall linkerem pfipojenym ke 3" konci ,,splice signalu byl k n&mu ligovan. Synteticky
oligonukleotid mél nasledujici sekvenci:

5' TCGAGGAACTGAAAAACCACAAAGTTAACTGGTAAGTTTAGT
CTTTTTGTCTTTTTATTTCAGGTCCCGGATCCGGTGGTGGTGCAAATCA
AAGAACTGCTCCTCAGTGGATGTTGCCTTTACTTCTAGGCCAGTACGG
AAGTGTTACTTCTGCTCTAAAAGCTGCTGGAACAAGCTGGTCGACC 3

Vysledny plasmid byl pDS a2 A H spoj.

3) pDS a2 AH spoj byl stépen Sall a konce zpracovany na tupo zpracovanim s kohezivnimi
konci T4 DNA polymerazou a dNTP. 820 bp fragment BamHI-BglII lidské erythropoietinové
cDNA byl na koncich natupo zpracovén stejnym postupem a ligovan k plasmidu. Vysledny
plasmid byl pDEC.

4) pDEC byl S$té¢pen sKpnl a pVUIl a na koncich zpracovén na tupo zpracovanim
s kohezivnimi konci ,,mung bean* nukleazo. Plasmid byl ligovén k deletovanému excisovanému
Kpnl-Pvull fragmentu za vzniku plasmidu pDEC A.

Plasmid pDECA, obsahujici /Thr'?/ erythropoietinovou cDNA byl transfektovan do —deficient-
nich CHO bun&k. 770 ml kondiciovaného média CHO bun&k byl zakoncentrovan za pouziti
membrany s vylu€ovaci mezi molekulové hmotnosti 10 000 a diafiltrovan proti 10 mM Tris~HClI,
PH 8,6 na celkovy objem 34 ml. 17ml podil koncentratu byl nanesen na Q-Sepharosovou kolonu
s rychlym pritokem (5 ml objem néplng&) ekvilibrovanou stejnym pufrem a eluovan linearnim
gradientem 0-250 mM NaCl v 10mM Tris—HC], pH 8,6. Podil frakci zkolony, bud’
nezpracované, nebo Stépené N—glykandzou, byly analyzovany SDS-PAGE nebo IEF a pooly
(oznacené 2,3 a 4) byly pfipraveny na bézi isoformy a/nebo karbohydratového slozeni frakei.
KaZdy pool byl nanesen na Vydac C4 kolonu (214TPB 2030, 1 cm prumér, 1,8-2,5 ml objem
naping, 0,34 ml/min) a promyt dvéma objemy kolony 20% ethanolu v 10 mM Tris—-HCl, pH 7,0.
Kolony byly eluovany linedrnimi gradienty 20-94% ethanolu, 10 mM Tris, pH 7,0. Pooly byly
pfipraveny, nafedény do 10 mM Tris-HCI, pH 7,0 a naneseny na Q-Sepharosové kolony
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s rychlym pritokem. Nasledujicim promyvanim 10 mM Tris—HCl, pH 7,0, byly vzorky eluovany
20 mM citratem sodnym, 250 mM NaCl, pH 7,0. Cistené /Thr'®/ pooly byly analyzovany IEF
ajsou uvedeny na obr. 9. EPO analog je analyzovan na in vivo biologickou aktivitu jak je
popsano vyse (Cotes a spol., supra).

Vynélez je popsan svymi vyhodnymi provedenimi, ktera v3ak nijak vynalez neomezuji. naopak,
jsou v ném zahrnuty riizné modifikace a ekvivalenty v ramci pfipojenych naroki, provedené

-----

PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob pripravy smési erythropoietinovych isoforem,vyzna&ujici se tim, Zese
a) vybere dv& nebo vice erythropoietinovych isoforem, z nichz kazda vykazuje jediny iso-
elektricky bod a ma specificky poget sialovych kyselin na isoformu erytropoietinu, kde uvedeny
po&et je vybran ze skupiny, zahrujici 1 az 14; a

b) tyto isoformy se smisi tak, aby vyslednd smés vykazovala pfedem uréeny pocet sialovych
kyselin na isoformu erythropoietinu.

2. Zpusob podle naroku 1, vyzna&ujici se tim, Ze se ve stupni a) vyberou alespon
dv& isoformy majici méné nez 12 sialovych kyselin na isoformu erythropoietinu.

3. Zpusob podle naroku I,vyzna&ujici se tim, Zese ve stupnia) vyberou isoformy
majici 9, 10 a 11 sialovych kyselin na isoformu erythropoietinu.

4. Zpisob podle naroku 1, vyzna&ujici se tim, Ze se ve stupni a) vyberou alespoi
dvé isoformy majici vice nez 11 sialovych kyselin na isoformu erythropoietinu.

5. Zptisob podle naroku 1,vyznaé&ujici se tim, Ze se ve stupnia) vyberou isoformy
majici 13 a 14 sialovych kyselin na isoformu erythropoietinu.

13 vykresi
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