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A talédlmany targya az eritropoietin valamely hiperglikozilezett analégja gydgyéaszatilag hatékony mennyiségének
alkalmazésa eml6s6k hematokrit értékének ndvelésére és fenntartasara szolgald gydgyaszati készitmény eléallitasara
ahol az analégot ritkdbban adjuk be, mint a rekombinans human eritropoietin molarisan ekvivalens mennyiségét, hogy
hasonlé cél hematokrit értéket kapjunk.

Egy analégot kevésbé gyakran is be lehet vezetni, mint egy rekombinans human eritropoietin molarisan ekvivalens
mennyiségét, hogy hasonlé cél hematokrit érték alakuljon ki, és igy lehessen kezelni a vérszegénységet. EQy masik
megoldas szerint valamely hiperglikozilezett analég kisebb molaris mennyiségét lehet bevezetni, hogy hasonlé cél
hematokrit érték alakuljon ki, és igy lehessen kezelni a vérszegénységet.

A talalmany targyat képezik tovabba az Uj, hiperglikozilezett eritropoietin analégok is, az analégokat kédolé DNS
szekvenciak, a DNS szekvenciaval transzfektalt gazdasejtek, az analégokat tartalmazé kompoziciok, valamint eljaras az
analdogok elééllitasara.
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A talalmany megndvekedett hematokrit értékekre vonatkozik emit-
sokben eritropoletin  hiperglikozilezett analdgiainak  alkalmazasaval.
Pontosabban a tal@iméany egy hiperglikozilezett analdg kevésbé gyakori
adagolasara vonatkozik &sszehasonlitva a rekombindns  human
eritropoietinnel, hogy novelje és fenntarisa a hemalokrit énéket s ke-
zelje a verszegénységet A ialalmany fovabba egy hipergiikozilezelt
analdg kisebb ’memyisége%nek beadasara is vonatkozik Ssszehasontitva
a rekombinans human eritropoietinnel skvivalens adagolasi slriiségnel
abbol a celbdl, hogy ndvelie és fenntarisa a hematokrit éridket és kezelie
a vérszegénységel A taldlmény tovabba biztosilia az eritropoietin 4},
hiperglikozilezel analagjait.

Az alabbiskban ismentetjiiik a laldimany haterét

Az eritropoietin (EPQ) olyan glikoprotein hormon, amely az eritroid
progenitor sejiek éréséhez szikséges erirocitékban, Ez a vessben ter-

elGdik és lényeges a vordsvérsejiek szi infleinek szabalyorasaban a
werkaringésben. A vesemikddés siveszidése példaul, amint ez a krdnikus
veseeleglelenségben [chronic renal failure (CRFY] lathats, tpikusan zéz:
EPO csokkentett termelését eredményezi és eqy ezzel egyitt jard csdk-
kenest a vordsverseiiekben.

A human vizelel EPO-t Mivake és munkatarsal izolaitak 4. Biol

Chem. 282, 5588 {1677} aplasziikus vérszegénységben szenveds beta-

gekbdl Az obbdl a forrdsbdl kapolt fisziitol EPD fehér fe mennyisége
azonban elégtelen volt gydgyaszal akalmazdshoz A human EPO kb-
dolo gén kidnozasat és azonositasal, tovabba a rekombinans fehérie

expresszalasat Lin lelifa a 4,703,008 lajstromszamy amerikal 2gyasil
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allamokbeli szabadalomban; ennek leirasa referenciaként épil be a jelen
bejelentésbe. A rekombinans human eritropoistin tisztitasanak eliarasat
sejtkGzegbdl irjak le Lai és munkatérsal a 4,667 016 lajstromszamy ame-
rikal egyestlt dllamokbeli szabadalomban: ennek leirasa referenciaként
épil be a jelen bejelentézbe. Az emids gazdasejiekbd! vaid bioldgiailag
akliv EPO termelése szrzel vall elfszér lehetbva gyogyaszati alkalma-
zashoz elegendd mennyiségben. Ezen kivil a génszekvencia megisme-
rése es a liszlitott fehérje megnovekedett hozzaférhelbsége elvezetett
ezen fehérje hatdsmechanizmusénak jobb megeérigséhez.

Mind a human vizelet eredetd EPO (lasd Miyake elGzéekben idézet
munkajal), mind az emids sejtekben expresszalt rekombindns human
EPO lartalmaz harom N-kapcsolt és egy O-kapesolt oligoszacharid &n-
cot, amelyek egyltt tartalmazzak a glikoprotein telies molekulatmegé-
nek 40%-at. Az N-kapcsolt glikozilezés a 24., 38, és 83, helynél talal-
hato aszparagin gyokoknél megy végbe, mig az O-kapesolt glikoziiezés
a 128. helynél taldlhatd szerin gyoknél meg veghe [Lal s munkatarsai:
4. Biol. Chem., 281, 3118 (1986}, Broudy €s munkatirsal Arch
Biochem. Biophys. 285 328 (1 B88}]. Az oligoszachard lancokrdl kimu-
tattak, hogy modosulnak terminalis szialinsay gyGkokkel, N-kapecsolt ian-
coknal tipikusan maximum négy szialinsav gyOkkel lanconként, mig az
O-kapesolt 1dncoknal maximum két szialinsay gyokke! lanconkent. Egy
£P0 polipeptiden ennél fogva Ssszesen legfeliebb 14 szialinsav helyez-
Kedhat e,

KOlonbozd tanulmanyokban kKimutattak, hogy az EPQO szénhidrat
tancok valtorasal hatdssal lehetnek a bioldgiai aktivitasra. Az egyik ta-
ruimanyban példaal az N-kapesolt vagy O-kaposolt oligoszachand @n-
cok eftavolitasa egyenként vagy egyit az asparagin vagy szerin gyi-
koK mutagenezisével amelyek a glkozilezs helyek, erlteljesen csdk-
kentl & megvaltczott EPO in vitro aktivitasat, amealy emids sejtekben ter-
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melddik [Dube és munkatarsai: J. Biol Chem. 283, 17518 (1 S88).
Delorme és munkatdrsai azonban ardl szamoltak be [Biochemistry 31,
9871-8876 (1992)], hogy az N-kapesolt glikozilezé helyak eltdvolitasa az
EPQ-ban csbkkenti az in vivo, de nem csdkkenti az in vitro aktivitast,

A viszonyt az EPQ szialinsav tartalma és az in vivo aktivitas kdzét
ugy intak le, hogy meghataroziak az izolait EPO izoformok in vivo aktivi-
{asat. Arra jSttek ra, hogy a szialinsav tartalom iepésenkénti ndvekedése
EPO molekulanként a megfeleld lépésenkénti ndvekedést idézi &b az in
vivo bioldgiai aktivitésban, ahogyan ezt az izoldft EPO izoformok
ekvimolaris koncentraciéinak arzon kepességével mérk, hogy novelik a
normal egerek hematoknit éridkat [Egrie &s munkatérsal: Glycoconjugate
430, 283 {1893)]. Azok az EPO izoformok, ameiyeknek nagyobb
szialinsav tartalma van, szintén hosszabb szérum flélettartamot mutat-
nak, de csdkkend affinitast mutatnak az EPO receptorhoz, azt sugaliva,
hogy a szérum féldlettartam fontos determinansa az in vivo biolagial ak-
tivitasnak. |

Uj glikozilezési helyek bevezetése az EPQO polipeptidbe tovabhi
szenhidrat lancokkal bird molekulak kialakulasat eredményezheti. {Ezzel
kapcsolatban lasd a WO 91/05887 g5 WO 84/08287 szamu PCT kézzé-
teteli iratokat; mindketts telles egészében referanciaként epul be a jelen
bejelentésbe.} Leirmak olyan EPO glikozilezési analogokat, amealyak le-
galabb egy tovabbi N-kapcsolt szénhidrat lanceal ésfvagy legaidhb Bgy
tovabbt O-kaposolt szénhidrat {anceal birnak. Egy tovabbi N-kapcsolt
tancoal bird glikozilerés analogrél meghatérozidk, hogy hosszabb kerin-
gesi félélettartama van dsszehasonlitva a rekombinans human ERPO-val
((HUEPQ) (3-14 izoform), és molekulanként 14 szialinsavval birg
THUEPQO egy tisstitott izoformidval.

Rekombinans human gntropaietin (fHUEPQ) beveratdse hatekony
varGaversejt szintek novelésérs verszegeny betegekben vesebelegség
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vegsd stadiumanal {Eschbach és munkatarsai New Eng. J. Med. 318,
33-38 {1987)]. Késébbi tanulmanyok  kimutatiak hogy a kezelés
rHUEPO-val helyreigazit sok mas allapottal tarsult vérszegénységet
[Fischl és munkatarsai; New Eng. J. Med. 322, 1488-1493 (1990);
Laupacis: Lancet 341, 1228-1232 ¢ 1883}]. Szabalyozottan effogadtak az
rHUEPQ alkalmazasat CRE-fol tarsult vérszegénység kezelésére, g HiV-
vel fertdzott betegekben AZT-vel {zidovudin} végzelt kezelésse! tarsuld
vérszegénység kezelésére, nem-mieloid rosszindulall daganatokban
szenvedd, kemoterapids kezelés alatt allo betegekben kialakuld VErsze-
génység kerslésére &g sebeszeti beavatkozdson Kerasztlileselt bete-
gekben kislakuld vérszegényseég kezelésére, hogy cstkkenteni tehessen
az igényt allogén vértransziizidra, A jelenlegi terépla ar Ssszes aifoga-
dott indikaciéhoz (kivéve a sebészeti indikaciot magaban foglal egy kiin-
dulasi ddozist 50-150 egyseg/kg kdzott hetenként haromszor ftimes per
week (ThW)], vagy intravénas {IV), vagy srubkutan {8C) injekecidval, hogy
el lehessen émi egy javasolt cél hematokrit énék tartomanyt. A sebdszet
indikaciondl az rHUEPO-t minden nap beadiék a sebészeti beavatkoras
elbtl tizedik naptdt, majd a sebészeti beavatkozas napjan, s négy nap-
pat ezutan (EPO-GEN Package Insert, 12/23/88). A jelenieg ajaniolt kiin-
dutasi dozisok rHUEPQ-nal felemelik a hematokrit ériéket a el tario-
manyba Allaldban mintegy hat-nyole héten belil. Amikor elérik a og|
hematokrit érigket megallapitanak egy fenntantd dozis menetrendet,
amely figg a betegtdl, de fipikusan haromszor egy héten CRF-fel tarsuld
vérszegénysségben szenveds betegekndl. Az rHuEPO fentebb leirt be-
adasa hatékony és & tirhets adagolasi rend a VErszegénység kersléss.
e,

Kivanatos lenne olyan gydgyszer, amely nagyobb hatékonysagy,
wint a2z tHuEPC. Egy fiven molekula eldnye az lenne, hogy azt kevéshe
gyakran kell bevezetni éslvagy Kisebb dézisokban A ielenlegi kezelés a
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verszegénységben szenvedsd betegeknél EPOGEN haromszorn beadasat
kOveteli hetenként, és sebészeli beavatkozasra vard betegekndl napi
egy beadast kbvetel. Egy kevésbé gyakori adagolasi menetrend kényel-
mesebb lenne mind az orvosnak, mind a betegnek, kiléndsen azoknak a
betegeknek, akik nem tudjak szabalyos idékézanként magldtogatni az
orvos rendeldjét vagy a kdinikét, vagy azoknak a betegeknek, akik ma-
guknak adjidk be az injekcidt A hatékonyabb molekuldnak egy masik
gidnye, hogy kevesebb gyogyszert kell bevezetni a betegbe hematokrit
eriek jelentds ndveldsére.

A talalmany targya ennél fogva hatékonyabb molekuldk azonositasa
vérszegénység kezalésére, amely lehetdvé tesz egy kevéshé gyakaor
adagolasi menetrendet. A talélmany tovabbi térgya olyan molekulgk
szolgaltatasa, amelyek novelik és fenmtartidk a hematokiit ériéket olyan
szinten, amely legaldbb hasonlé az EPC altal biztositoft szinthez akkor
s, ha kisebb dézisban alkalmazzuk, A lalalmany targval azok a moleky-
gk 15, amelyek kevéshé gyakori adagolashoz vannak Kivalasztva, és
legalabb olyan il tlrhetdék, mint az FHUEPQ, és bizonyos betegekben
eselieg jobban is Hirhetdk.

Az alabbiakban Osszefoglaljuk a talalmaéanyt

Arra jOHink ra, hogy az N47-nek nevezeh hiperglikozilezett EPQ
analdg (Asn30 Thr32 Val87 Asn88 Throo EPQ) hosszabb szérum
telelettartammal bir, mint a rekombinans human erifropoietin {(tHUEPRQ),
€s nagyobb in vivo aklivitassal bir, mint amiker azonos dézisban és gya-
korisdggal vezetilk be, mint az rHUEPO-t Ezen Kiviil az analégrd! ki-
mutatiuk, hogy noveli a hematoksit éridkeket egerekben hetenként egy-
szedt beadasnadl, és ez hasonié azzal 3 hematoknt érték novekedéshez,
amelyel az rHUEPQ idéz eld hetenként haromszoni bevezelésnél Az
egerekbe es emberekbe beveretiet N47 EPO éna’iég farmakokinetikala

hasonid
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A talaimany eljiarast nylit hematokrit erték ndvelésére és fenntaria-
sara valamely emiSishen az eliaras abbdt 8, hogy bavezetiik
hiperglikozilezelt ERPO analog gybgyaszatilag hatékony mennyisegdt va-
lamely gybgyaszati kompozicid formé&jaban, ahol az analdgot kevésheé
gyakran vezelitk be mint az rHUERO ekvivalens molarig meannyiségét,
hogy hasontd cél hematokrsit értdket kapjunk. A taldimény adagoldsi gya-
korisaga abbdl a célbdl, hogy elériiik a beteg optimalis hematokrit érték
tartomanyat, kevesebb, mint hetenkeént haromszor. Az adagolasi gyako-
risag lehet kétszer hetenkent, egyszer hetenként, vagy kevesebb, mint
egyszer hetenként, példaul egyszer minden masodik héten, egyszer ha-
vonkent vagy egyszer kéthavonként A beteg cél hematokrit éntékénsk
fenntartésara szikséges adagolasi gyakorisdg kevesebb, mint hatenként
haromszor. A ddzis gyakorisag lehet kétsrer hetenként, egysrer heten.
kent, vagy kevesebb, mint eayszer helenként, példaul egyszer minden
masodik héten, eqyszer havonként vagy egyszer kéthavonként.

A aldimany tovabba sliardst nytit hematoknit &rtek nivelésére &g
fenntartdsara valamely emidsben, amely slidrds abhat all, hogy beve-
zelilk hiperglikozilezett PO analég gydgyaszatiiag natekony mennyisé-
get, ahol az analdgot kisebb molaris mennyisegben vezetiik be, mint az
FHUEPO-t, hogy hasonid cél hematokrit ertéket kapjunk.

A taldimany gydgvaszal kKompozicidkat is szolgaltat, amelyek
hiperglikozilezett analdgokat tartalmaznak, ahol a kompozicidk alkalima-
sak hetenként haromszori adagolasnal kisebb gyakorisagy adagolashoz.
A kompozicidk magukban foglalhatnak olyan gyogyaszatiiag elfogadhatd
adjuvansakat is, amelyek alkalmasak = hiperglikozilezett EPQ angidgok-
Kal eqyitt 1orténd alkalmazashoz.

A talaimanyt alkalmazhatjuk barmely korlitmény kizol, amely csok-
kenest eradmeényez g vOrOsversejt szintekben, ilvern példaul a vesemi-

kodes gyengliésével vagy elveszidséyel fkronks veseslégielensdg)
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@rsult vérszegénység, mieloszuppressziv terapidval tarsult verszegény-
seg, rakkal tarsult verszegénység, virusfertézéssel tarsult verszegény-
ség, kronikus betegségekke! tarsult vérszegenység, és a sebészeti ba-
avatkozasck soran toriént fOlosleges vérveszteség okozta verszegény-
ség. Az egyik kiviteli modban a kezelés hetenként agﬁ;&zerﬁ dozissal vagy
meg kevéshé gyakran akalmas kronikus veseelégtelenségbd! kialakult
vérszegénységhez.

A taldimany szolgaltatia tovabba az EPO Uj hiperglikozilezett ana-
1ogiait. Az analdgok tartalmarnak legalabb egy tovabbi szénhidrat dncat
az rtHUEPO-val dsszehasonlitva, ahol a legalabb egy N-kapcsolt szén-
hidrdt az 52.; 53.; 55 88, és 114, helyek barmelyikén van hozzaadva,
Az G hiperglikozilezett analdgok tartalmazhatnak k&t harom vagy négy
tovabbi szénhidrat lancat, vagy rendelkezhetnek t6bb. mint negy tovabbi
lanceal.

Az alabbiskban roviden bemutatjuk az dbrakat

Az 1. &bra mutatia be a human eritropoietin aminosay szekvenciaiat.

A 2. abra mutaja be az rtHUEPO és a CHO sejtekbs! vald, szérum-
mentes tapkizeghen exprasszalt hiperglikozilezett EPQ analdgok Wes-
tern-foltképzését. Az N53 és N&1 analdgok megalkotasat az 1. példaban
irjuk le. Az egyes analdgokon az N-kapcsolt szénhidras szamat jeldliuk.

A 3. abra Osszehasonlitia az tHUEPD és ar N4, N18, N5D {amsly
negy N-kapcsolt szénhidrat lancot lartalmaz), N47 (amely &t N-kapcsolt
szeénhidrat lancot tartalmaz) és N53 (amely hat N-kapcsolt szénhigdras
lancot tartalmaz) altivitasat az exhipoxias, policitémiss ageér bioldgiai
vizsgalatban. A kisérleti munkamenetek g 3. példaban vannzk lefrva.
agat képvisell. Az N4, N18 8s N47
analdgokat a korabbiakban a WO B4/082587 szamd PCT kézzétstal irat-

Minden pont &t allat valaszainak &t

han irtak s
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A 4. abra csszehasonlitia az rHUEPQ és az N47 EPO analég
felélettartamat normal patkanyoknak beadva intravénas injekcidval (V).
A kisérleti munkameneteket a 4. példaban fjuk le. Az eredmeények az
©gyes csoportok atlagat képviselik (+SD, vagyis standard eltérés).

Az & abra Qaszehasonlifa az rHUEPO és az N4T EPQC analdg szé-
um felelettartamat Beagle Kutyaknak beadva intravénas injekcidval (V).
A kisérleti munkameneteket 5 4 peldéban irjuk le. Az eredmeények az
Bgyes csoportok atlagat képviselik (+SD, vagyis standard eltérés).

A 8. dbra hemalokrit érték novekedését mutatia be rHuUEPRPO vagy
N47 EPQ analdg killdnbdzd dozisaira adott vélaszban, intraperitoneslis
injekcidval (IP) beadva hetenként haromszor (TIW) hat héten &t A ki
sérleti munkameneteket az 5. példaban irjuk e Az eredmények a
hematokrit érték valtozasanak csoport atlagal (5D} az egyes csoportok-
nal.

A 7. abra osszehasonlitja az rHUEPO g N47 EPO analdg relativ
hatekonysagat vagy intraperitonealis (IP), vagy intravénas (V) dton be-
vezatve hetenként egyszer gyakorisaggal (QW) vagy haromszor heten-
kénti gyakorisaggal (T W) A kisérleti munkamenetet az 5. példaban frjuk
le. Az egyves pontok az adatok atiagat képviselik {£SD) a kGlvnbozd ki-
serletekbdl a kdvetkezék szerint: N47, 1P, TIW (n=85); N47, WV OTIW (n=1);
NA7, 1P, QW {n=2); N47, IV. QW (=3}, rHUEPO, 1P, TIW (=5},
THUEPQ, IV, QW {(n=2}. Minden kisérlet 7-13 egerel alkalmaz adagon-
ként.

A 8. abra mutatia be a navekedést a hamatokrit érdkben egerekben
THUEPO vagy N47 EPD analog kilénbozd dozisara adon valagzban, int-
ravénas injekcidban {IV} bevezetve hetenként egyszer vagy kétszer
{QW) mintegy hat héten 8t A kisériet munkameneteket az 5. példaban
ifuk le. Az eredmények a hematokri ertek valtozasok csoport aflagai

(5D} az egyes csoportoknal,
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A 8. dbra mutatja be a novekedést g hematokrit értékben egerekben
N47 EPO analdg kilonbézd dézisaira adott valaszban, intravénas injek-
cidban (IV) beveretye egyszer egy héten (QW) vagy egyszer minden
masodik héten (EQW) mintegy hat hélen &t A kisérleti munkameneateket
az 5. példaban frjuk le. Az eredmenyek a hematokrit értékek valtozésa-
nak csoport atlagai (+8D) az egyes csoporioknal,

Az alabbiakban részietesen leirjuk a talalimanyt.

A taldlmany eljarast nytjt hematokrit énék novelésére és fenntarta-
sara, amely eljaras abbal all, hogy beadjuk valamely gyogyasrati kom-
pozicidban az eritropoietin valamely hiperglikozilezett analdgjanak gys-
| gyaszatilag hatékony mennyisegét. Az analdgot kevéshs gyakran adjuk
be, mint az rHUEPO molaris ekvivalens mennyiségét, hogy hasonld cdl
hematokrit érigkat Kapjunk. A taldimany tovabba eliardst nydjt hematokrit
ertek nbvelésére és fenntartasara, amely sljards abbol &l hogy egy
“hiperglikozilezett analdgot kisebb molekulars mannyiségben vezetiink
be, mint az HuEPO molekularis mennyisege, hogy hasonld cdl
hematokrit értéket kapjunk. A kompoziciot bevezethetjik intravénasan,
szubkutan vagy intraperitonedlis Gton,

Meglepd madon arra jottink ra, hogy az N47 analdg, vagyis egy
hiperglikozilezett ERPO analdg, amelyet a WO 94/00257 szamd PCT kdz-
zetetell iratban ismertettek, névekedast erhet el a hematokrit értékben
hetenként egyszer beadva, amely érték hasonld ahhoz, amely rHuEPD
hetenkent hdromszon beadasanal figvelhetd meg. Az N47 2 Kbvetkezd
arminosav cserékkel jellemerzhetd: Ala Asn-ra a 30 helynél, His Thrre a
32. helynél, Pro Valra és 87 helynél, Trp Asn-ra a 88 helynél, és Pro
Thrre a 80, helyns! amelyet két N-kapcsolt szénhidrat lanc hozzaadass
eredményez a 30 és 8] aszparagin gyokakns! Az analdgok kinal har-
C80g  petefészek  [Chinese  hamster ovary  {CHOJ  sejtekben

At

expresszalodnak (amint er az 1. peldaban le van frva) és agy vannak
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tisztitva, ahogyan ez a 2. peldaban le van frva, hogy megkapjuk a 17-22
szialinsavas izoformokat. Az N47 analdg nagyobb félélettartamot mutat
patkanyokban és Beagle kutyakban, mint az tHUEPO. amikar
intravéndsan injektaljuk (4. és 5. abrak). Amikor intraperitonealisan in-
jekialjuk haromszor hetenként, az N47 niévekedést indukal a normal sge-
rex hematokrit értékeiben kisebh Koncentracidkban az rHUEPO-val ész-
szehasonlitva (8. 4bra). Az N47 hatékonysagdrs! kimutatjuk, hogy 3-4-
szer nagyobb, mint az tHuEPO-é. amikor haromszor hetenként adjuk be
(8. &3 7. dbra). Amikor helenként egyszer adjuk be hasonld dézisokban,
8z THUEPG a normal egerekben kis hematokrit éntéket stimulal, mig az
N47 hatérozott ndvekedést ad {8. abra}. Az N47 hatékonysdga mintegy
i4-szerese az rHUEPO-énak a hetenként egyszen beadasnal (7. abra).
Lényeges, hogy a hematokrit érték valasz a hetenként egyszer beadott
N47 analdgra hasonio ahhoz, mint az fHUEPO-ra adolt valasz hetenként
haromszori beadasra, Meg akkor is, amikor minden masodik héten adjuk
be, az N47 szignifikans novekedést idéz ald a hematokrit éniékben nor
mal egerekben (9. abra). Osszefoglalva az adatok azt jelzik, hogy a
hiperglkozilezent analdgok, kildndsen az N47 analdg, eldénydsen aikal-
mazhatdk a hematokrit ériskek novelésére kevésbé gyakori adagolast
alkalmazva, mint a jeleniegl kezelés gyakorisdga rtHUEPO-val,

Azt is bemutatjuk, hogy az elfzdekben leirt, egerekben kapott
eredmények extrapoldihatok emberekre. A farmakokinetikal paraméterek
rHUEPO és az N4y analdg beadasndl 11 folyamatos ambulans
peritonealis dializist [Continuous Ambulatory Peritoneal Dialysis (CAPD)]
igenyld betegnél azt demonstraljiak, hogy az N47 analégnak haromssor
hosszabb a szérum feéldletlartama, mint az rHUEPO-8 {B. példa és 8.
tabldzat). Ezek az eredmények azt sugalijsk, hogy a hiperglikozitezett
EPQ analogok lehetévé teszik emberekben a kevésbé gyakor agdago-
fast, mint az rHUEPO adagolasa.
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Ahogy itt hasznaljuk, a Jiperglikozilezett EPO analdg” kifejezés
olyan EPO-ra utal, amely legalabb egy tovabbi glikozilezési hellyel bir
egy tovabbi szénhidrat lanceal, amely ehhez a glikozilezési helyhez hoz-
z& van adva. A glikozilezési hely szolgathat N-kapcsolt vagy O-kaposolt
szenhidrat lancokhoz. Az tj N-kapesolt glikozilezd helyek a DNS szek-
vencia megvaltoztatasaval vezethetdk be, hogy kodoliak a konszenzus
helyet N-kapesolt szénhidrat hozzaadasshoz {az Asn-X-Ser/Thr amino-
savak} az aminosav lanchan, mikézben az 0 O-hapcsolt helyek a DNS
szekvencia megvaltoziatisaval vezethetdk le, hogy egy szerin vagy sgy
reonin gydkdt kédoljanak, Az analogokat mutagenszises technikdkkal
alkofiuk meg aminosavak hozzdadasainak {addicit), kilktatdsainak
{(delecit) vagy helyettesitéseinek {(szubszlitdcid) bevezetésével hogy
novelik az olyan helyek szamat vagy megvaltoztassuk azoknak a he-
veknek az elhelyezrkedését az ERPO  polipeptidben, amelyek a
ghikozilezésre rendelkezésre dlinak. Egy hiperglikozilezett EPO analdgot
kédold DNS-t atfertdzink valamely eukaridta gazdaszervezetbe s az
expresszalt glikoproteint elemezzik tovabbi szenhidrat lane eleniétére.

A hiperglikozilezett ERPO analGgok olyan in vitro aktivitast mutatnak,
amely hasonid vagy akar kisebb is, mint amelyet rHUEPO-va! hatdrozunk
meg, azt sugaliva, hogy a kéiés az EPO receptorhoz nem fokozott, sét,
bizonyos esetekben csékkent is lehet szénhidrat tancok hozzaadasaval
A hiperglikozilezés azonban tipikusan noveli a szérum félélettartamot &s
potencialisan megnovekedelt in viva biolbgial akfivitashoz vezet Egy
olyan EPO analég, amely tovabbi N-kapcsolt szénhidras fanceal bir a 88,
helyen, csokkent affinitést mutat a receptorhoz, dsszehasoniftva az
rHUEPO-val {8-14 izoform) vagy az rHuEPD olyan fisetitott iomorfidval,
amely molekulanként 14 szialinsavval bir, mégis hosszabh keringési
feleletlartamot és fokozolt in vivo aktivitast mutat Gaszehasonlitva akar
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egy 9-14 izoformos EPD keverékkal akar egy izolalt 14 izoformos EPO-
val.

A hiperglikozilezett EPO analogok, amelyeket a jelen talaimany sze-
rint vezetink be, legalabb egy tovabbi N-kapesolt vagy O-kapcsolt szén-
hidrat lanceal birmak Az egyik kiviteli médban az analégok tovabbi két N-
kapesolt szénhidrat lanceal birnak. Egy masik kiviteli formaban az analo-
gok harom, négy vagy 6bb tovabbi N-kapcsolt szénhidrat lanceal birnak
Példaként emiiiik azokat a talalmany szerinti analégokat, amelyek
legalabb egy tovabbi N-kapesolt lanceal bimak a human EPO szekven-
ciaja 30 51 57 89.; §8.; 89 136, &3 138. helyének egyikénal vagy
tobbjenel. Az egyik kiviteli formaban az analdg tovabbi N-kapesolt szén-
hidrogén lancokkal bir a human EPC 30 és 88. helyénél. A human EPO
aminosav gybkeinek szamozasat az 1. Sbraban es a SEQ D NO:1 szek-
venciakban mutajuk be. Az 1. abra bemutat egy 188 aminosavas meg-
fosolt érett EPD polipeptidet, mig a rekombindns (ton Kialakitott EPO-
nak 165 aminosava van a C-terminalis arginin gydk eltavolitasa utaén.
Meg lehet érteni, hogy az rHUEPO és a hiperglikozilezett EPO analdgok
185 vagy 166 aminosawval birhatnak

A talalmany szerinti analdgoknak legalabh négy N-kaposolt szénhid-
rat lanca van. A négy lanchd! harom lehel a természetben eldfordulsd
glikozilezd helyeknél vagyls a 24.; 38 és 83 helyeknél. Szdba jon
azenban az is, hogy bizonyos talalmany szerinti anaidgok vallozasokkal
birhatnak egy vagy 16bb termésretben eldforduld glikozilezd helynél Gy,
hogy a glikozilezd helyek kézi egy vagy 10bb ki van ikiatva és i
ghikozitezd helivel van helyeltesitve. liven analdgokat biztosit a talalmany
is. lgy példaul a 24.; 38 &s 83 helyekngl levé glikozilezd helvek kdzul
az egyik ki lehet iklatva és helyettesitve lahet 2gy 88, helyen lavd
ghkozilezd hellyel Kivant esethen az analdgok rendelkezhaimek agy O-
kaposolt glikozilezd hellyel a 128, halynal,
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A taldimany szolgaltat G hiperglikozilezett EPO analdgokat, ame-
lyeknek legalabb egy tovabbi szenhidrat lancuk van. Azt taldltuk tel, hogy
egy tovabbi N-kaposolt szénhigrat lancot adunk az 52.; §3. 55.; 86 és
114, helyek barmelyikéhez, amely helyek tgy vannak madositva, hogy
glikozilezd helyek legyenek. Specialis kiviteli formak magukban foglaliak
az analogokat N49-18! NB1-ig, amint ezt a 2, tablazatban bemutatiuk. Az
4 analdgok legalabb egy uj, N-kapcsolt glikozilezési hellyel bimak az
32.; 53, 55 B8, és 114 helyek barmelyikéngl, és tartalmazhatnak to-
vabbi N-kapcsoit vagy O-kapesolt szénhidrogén lancokat mas helyeknél.
Az analdgok rendelkezhetnek egy, keitd, harom vagy negy tovabhbi
szénhidrat lanceal vagy tobb, mint négy tovabbi szénhidrat lanceal. Az
egyik elényss kivitelt formaban az analdgok harom tovabhbi N-kapcsolt
szénhidrat ianceal birnak {0sszességében hat N-kapcsolt lanceal). Egy
masik eldnyds kiviteli formaban az analdgok négy tovabbi N-kaposolt
ianceal birnak {Usszességéhen hét N-kaposolt lanceall). Azok az analé-
gok, amelyek hérom VAgY négy, vagy 16bh, mint negy fovabbi N-kapcsolt
szenhidrat lanceal bimak az 52.; B3.; 55 86" &5 114 helyek barmelyi-
Kénél, a korlatozas széndska nelkdl, birhatnak egy tovabbi lanceal,

Meglepd mddon arra jottink ra, hogy egy hiperglikozilezet anaidg
harom tovabhi N-kapcsolt lanceal a 38.; 83 és 88, helyakns {Osszesen
hat N-kapcsolt tanceal) nagyobb in vivo aklivitassal bir, mint az N47
analeg két tovabbi lanceal {Gsszesen At lanccal). Az eredményeket a 3.
abraban mutatjuk be. Vilagos, hogy szeknek az analdgoknak az in vivo
aklivitasa kozvetleni! figg az N-kapcsolt szénhidrat lancok sEamMatdl,
Ezek az eredmények extrapolathaték a terapias beallitashoz, ahol az
N47-hez viszonyitva 15bb N-kapcsolt szénhidrat lanceal birg analog ada-
golhatd meg kisebb gyakorisaggal.

Az analogok eldallithatok sokidle mutagenezises technikaval, ame-

ek azok szémara, akik a szakterlletan jdratosak rendelkezésre alinak.
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liyen példaul a helyre iranyuld mutagenezis, PCR mutageneziz és ka-
zetla mulagenezis [Zoller és munkatarsai Meth. Enz. 100, 488-500
{1883); Higuchi: a ,PCR Protocols” cimi szakikdnyvben, a 177-183. ok
dalon {Academic Press, 1200}, Wells s munkatarsai: Gene 34, 315-323
{1985} Az 1. példa leiria a PCR mutagenezises technikak alkalmazasat
uj hiperglikozilezett analégok megaikotasara.

Egy EPO DNS szekvenciat, amely mutagenezisen ment keresziil,
belktatunk egy expresszios veklorba standard technikakat alkalmazva
olyan vektorokkal, amelyek alkalmasak a fennmaradasra valamely emiés
gazdassitben. A vekior tipikusan a kovetkezd clemekeat tartalmazza:
promdter és mas feifelé” {upstream} szabdlvozd slemek, replikacids ori-
a6, riboszdma kétdhaly, transzkripcios terminacids hely, polilinker hely,
g8 szelektalhatd marker, amely kompatibilis egy emiés gazdasejtben
vald felhasznaldssal. A vektorok tartalimazhatnak olyan elemekst is,
ameiyek lehetdve teszik a szaporodast és a fenntarigst prokariota gaz-
dasejtekben is.

A megfeleld sejtek vagy sejtvonalak barmely emiBs forrasbdl szar-
mazoak lehetnek, ide érive az ember forrasokat 5. A példak kozt talal-
hatok a COS-7 (ATCC CRL 1651), human 293, djszioh horesdg vese
[baby hamster kidney (BHK) (ATCC CCL 10), kinai hiresag petefészek
sejitek fide értve a dihidrofolat reduktaz(DHFR}-hianyos sejieket, lasd
Urlab és munkatarsai: Proc. Natl Acad. Sci. USA 77, 4218-4220 {19803
Tovabbi megfeleld emiés sejvonalak lehetnek, a korldlozas szandéka
nelkid, a Hela, egér L-929 és 3T3 sejftvonalak. Egy elényas kiviteli méd-
ban DHFR-hianyos CHO sejteket alkalmazunk

Hiperglikozilezett EPO analdgokat kddold szekvencidkat tartalimazg
vektorokat vezetiink be gazdasejlekbe standard transzformacios VagY
affertdzéses (ranszfekoids) technikakkal A transzformalt vagy atfend-

2Ot gazdaseliek tenyésziéset amplifikaldsatl &s Atvizsgaldsst szdles
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kGrben ismert, rendelkezésre alld eljarasck alkalmazdsdval végezzik
{Gething &s munkatarsal: Nature 283, 620-825 (1981); Kaufman és mun-
katarsal: Mol Cell Biol. 5, 1750-1758 {1985); 4,419,446 iajstromszamo
amerikal egyestlt allamokbeli szabadalom]. A hiperglikozilezett ERO
analogokat kédold DNS szekvencidkat magukban foglald gazdasejteket
olyan kéorilmények kizétt tenyésatiik, amelyek lehetdvé teszik az anald-
gok expresszidjat Az analdgokat a sejt tapkdzegébd! nyerjik ki és olyan
eljarasok alkalmazasaval tisztitjuk, amelyek Iényegében azonosak a ko-
rabban leit eljgrasokkal (WO 94/02257 szami PCT kozzétételi irat),
vagy amelyek a 2. példaban vannak lefrva. A tisztitasi munkamenetek
lehetdvé teszik nagyobb szialinsav tartaima EPQ izoformok izoldlasat
amelyek fovabbi szénhidrat lane hozzaadasok gredmaényei,

A hiperglikozilezelt EPO analogok magukban foglathatidk az Uj
glikozilezd helyeken kivil aminosay gyOhik olyan hozzdadasat, kiiktata-
sat vagy helyettesitésst, amelyek nem alkotnak U glikozilezs helyekst és
lényegeben nem valtoztafak meg a hiperglikozilezett analdg bioldgiai
aktivitasat. Az EPO-nak ezen egyedi helysit vagy teriileteit, amelyek a
nelkil vannak megvéltoztatva, hogy hatnénak a biolbgiai aktivitasra, az
EPO-EPO receptor komplex szerkezetének vizsgalataval hatarozhatjuk
meg, ahogyan azt Syed és munkatérsai lefriak [Nature 395, 511 {1998}].
Az EPO-EPO receptor komplex szerkerstének vizsgalata feltaria azokat
a gyokaket, amelyek k8lcsénhatasha lepnek az EPO receptor kétd he-
lyével vagy szoros kdzelségben kerlinek vele, es amelyeket el kell ke-
riini, amikor valtoztatasokat hajtunk vegre az EPO aminosav szekvenai-
ajaban. Egy masik megoldas srerint empinkusan is meg lehet hatdrozni
azokatl a terileteket, amelyek Hirik az aminosay helyettesitéseket, alanin
letapogatd mutagenezissal {Cunningham és munkatarsal Science 44,
1081-1085 (1989)]. Ebben az eljdrasban kivalasziott aminosav gydkoket

semisgesitink  egyedileg valamely semleges aminosavval {paldayt
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alaninnal) abbdl a célbdl, hogy meghatarozzuk a hatdsokat a bioldgiai
aklivitasra,

Altaldban felismernetd, hogy a konzervatiy aminosay cserdk lega-
labbis valdszind, hogy zavariak egy polipeptid szerkezetét és/vagy funk-
cigjat. Kévetkezésképpen a talalmany kérulslel egy vagy tobb konzerva-
v aminosav valtoztatast egy hiperglikozilezett EPO analdgon belil. A
konzervativ aminosav cserék altalaban egy aminosav helyettesitését
erintik egy masikkal, amely szerkezetében ésivagy funkciciaban hasonié
{peidaul aminosavak olyan oldallancokkal, amelyek hasonldak mérethen,
tGltesben és alakban). Ezeknek a valtozasoknak a természete 6] ismert
azok szémara, akik a szakterileten jaratosak, 8s az ez utani 1. téblézat
ban vannak Ssszefoglalva. liyen konzervativ helyetiesitésekat mutatunk
be az Elbnyds helyetesiiések” fejléce alatt. Figyelembe kell venni, hogy
t6bb helyettesitéses véiis&és s igtezhet (Példa szernnti helyetiesité-
sek"), amelyeket szintén be lehet veretni Azok, akik a szakter(ieten ja-
ratosak, tisztaban vannak azzal, hogy kiindulashoz a helyeket madosita-
i kel helyettesitéssel viszonylag konzervativ madon. Ha ityen helystte-
sitések visszatartast eredményeznek a bioldgial aktivitasban, akkor t6bb
helyettesitéses cserét lehet bevezetni {,Pelda szerintl helyettesitések”)
és/vagy tovabbi hozzaadasokat/kiikiatasokat lehet elvégezni, maijd a &t
rejovd termékeket atvizsgaini.
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1. TABLAZAT. Aminosay helyettesitesek

Eradeti gydk Eldnyss Pelda szerinti helvetissitéssl
helyetiesitésel

Ala (A} Val Val:; Leu: Tle

Arg {R} Lys Lys: Glns Asn

Asry (N} Gin Gin: His: Lys: Arg

S & . o
YO L€ P S E) ST
Gdn {0} Aan Asn

Gly (&) Pro 2ro

His {#) Arg Asny Ging Lys; &rg

Tie {4 Lau Leur Val; Met; &la; Phe:
norisucin

e {1 Tie wrleucin: Yle: Val; Mst; Ala :
Phie

Lys (K Arg Argr Giny Aszsn

Malb (M L Lew: Phe: Tlie

Phia {F} Tegrpy Lewr Valy Tis: Adls

Proo (P} Gly iy

Sar {8} hr Thi

Thr {7 Sex S

Top (W) Tyx Tyr

Tyr {1 Pha Trpy Phe; Thrp Ser

Val Vi Len Tle; Leu; Mel, Phog Al

A talaimany tovabba aminosavak kilktatasait vagy hozzazadasait is
nytitia egy hiperglikozilezett EPG analdgban, amely kiiktatasok vagy
hozzaadasck Mnyegében nem hatnak bioldgial aktivitasra. Az Hyan
hozzaadasok &s kikiatasok lehetnek s polipeptid N-termindlisanal vagy
C-terminalisanal, de ishetnek belil is A viszonylag kicsiny kitkiatasok

vagy hozzaadasok kevéshé valoszing, hogy hatdssal vannak ar EPO
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vagy hiperglikozilezett analdgje szerkeretére ésivagy funkcibjgra. Az
egyik kiviteli formaban a kiiktatdsok és hozzaadasok 5-10 gydk kdztisk
lehetnek, egy mésik megoldas szerint 2-5 aminosay gydk kdrtiek lehet-
nek, vagy 1-2 gyokst jelenthetnek,

A molars mennyiség” kifejezés hiperglikozilezett analdg vagy
rHUEPO olyan mennyiségére utal amely a glikozilezés nélkili megfeleld
eritropoietin polipeptid molekulatdmegére van alapozva. Az rHUEPO és
analdg ekvivaleng mennyisegel olyan mennyiségre utalnak, amslyek
azonosak, amikor szamitasba vesszak a normalis varacidkat az iyen
meghatarozasra alkalmas munkamenstekben. Szikséges meghatarozni
tiyen médon az ekvivalens mennyisegekst, mivel az rHUERQ &5 anald-
gok molekulatdmegei valtoznak a szénhidrat lancok szamatdl figgden
Az THUEPQO-nal az erifropoistin polipeplid molekulatdmegét az 1-185.
aminosav gybkakre alapozva szamitjuk ki, ahogyan az 4. &bréban és a
SEQ D NO:1 szekvencidban bemutatiuk. A hiperglikozilezett analdégok-
nal a molekulatdmeget az aminasay valtozasokitd! figgben alitiuk be az
1. abra és a SEQ 1D NO'1 szekvencia 1-165. gySkeiben.

Egy hiperglikozilezett analog adagoldsi gyakorisaga flgg a kezelen-
dé allapottd! és a cél hematokrit rtdktdl, de alialaban kevaesebb, mint
haromszor hetenként. Az adagolas gyakorisag lehst mintegy kétszer
hetenként, vagy mintegy egyszer hetenként. Az adagolési gyakorisag
kevesebb, mint mintegy hetenként egyszer, példaul minden méasodik
heten {mintegy egyszer 14 naponkent), havonként egyszer vagy minden
masodik hénapban. Meg lehet erteni, hogy a ténylegesen alkalmazot
adagolasi gyakorisagok valamelyest valtozhatnak az it leirt gyakorisa-
gokhoz kepest a kilonbdzd egyedek EPO analdogokra adott valaszainak
variacitja szerint a mintegy’ Kifejezés vegll is az ilyen varidciok miat

szerapel.
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Ahogyan itt hasznaljuk, a gyogyaszatiag hatékony mennyiség” ki-
fejezes egy hiperglikozilezett analog olyan mennyiségére utal, amely nd-
vekedést ad a hematokrit értékben egészen a cél hematokrit éridkig,
vagy egy olvan cél hematokrit tartomanyig, amely elényt nyilt a heteg-
nek; vagy egy masik megoldds szernt olyan mennyiségre utal, amely
egy beteget egy cél hematokrit értéken tart vagy egy cel hematokrit &riék
tartomanyon bell tart. A mennyiseg valtozik egyik egyéntdl a masikig és
szamos tényszdtdl flgg, ide értve a beteg altalanos fizikal allapotat, a
vérszegenység silyossagat és tenyleges okat, és a végsd cél hematokrit
éricket az egyes betegekhez. A cél hematoknit ériék tipikusan legalabb
mirttegy 30%, vagy a 30%-38% kazti tariomanyban van, eldnydsen 38%,
és még elfnydsebben 40-45%. A cél hematokrit tartomanyokra vonatko-
z6 altaldnos irdnyvonalak megtalalhatok az EPOGE csomag betéliében
(12/23/86 kellezéssel), és ez 30%-38%, vagy egy masik énék szerint
32%-38%, ahogyan off megatlapitiak. Meg ishet érteni, hogy az ilyen
célok valtozhatnak az egyik egyéntdl a masikig Ogy. hogy az orvas
megfontolasa lehet megfelelt a tenyieges céf hematokrit érték meghata-
rozasaban barmely adott petegnél. Mindazonalial gy cél hematokrit ér-
tek meghatarozasa alaposan a szakierGleten belth jariassdag keretén
belil van.

A jelen kompozicidk gyogyaszatilag hatékony mennyiségét kdnnven
megbecstihell az, aki a szaklertleten jaratos. A 8. péida bemutat 2Oy
klinikal munkamenetet, amslynek egyik targya meghatérozni az N47
analcg gyogyéaszatilag hatékony mennyiségét mind hetenként egyszen,
rund hetenként haromsrorn adagolasnal Egy dozistartomany hetenként
egyszert beadasnd!l mintegy 0,075 és mintegy 4.5 ug eritropoietin peptid
KOzOW van testidmeyg kg-onkét, adagonkant. Egy ddzistartomany heten-
ként haromszor beadasnadl 0.025 és 1.5 ug entropoistin peptid k&zoit
van testidmeg kg-onként, adagonként. £zt a dezistariomanyt alkalmaz-
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hatiuk mas hiperglikozilezett analdgokhoz is barmely hozzaigazilassal a
adagolasi tartoményban, amely hozzéigazitas rutinmivelet azok szama-
ra, akik a szaklerlileten jdratosak.

A jelen {aldimany jelentds elbnyes az a képesség, hogy korreldcidba
hozza a hiperglikozilezés mértékét vagy egy dozis mennyiséggs!, vagy
egy dozis iddkdzzel, amely lehetévé teszi sgy EPQ analdg kizzabas™-at

d

]

egy adolt dézishoz vagy adagolasi rendher. Az egy. két vagy harom fo-
vabbi szénhidrat lanccal bird EPQ analdgok in vivo aklivitasainak meag-
novekedeésére alapozva, ahogyan a 3. ébraban bemutatiuk, a kezeld or-
vos kivalaszthat egy olyan analdgot, amaly megfeleld és kényelmes a
xezelend( véraszegénységl allapothaz. lgy példaul azokban a betegek-
ben, akik akut vérszegénységben szenvednek és nagy hatékony dézisra
van szukseglk, vagy olyan betegekben, akik hosszan tarntd kerzslést g8~
nyeingk, eldnyds egy clyan hiperglikozilezet analdg beveretése, amely
harom, negy vagy akér t6bb tovabbi szénhidrat ldnceal bir, Mas heate-
geknél, akiknél kevésbé siiyvos verszegénység lapasztathatd vagy vi-
szonylag rovid ideig igényelnek kezalést, elonyds lehet sgy olyvan analdg,
amely egy vagy tbb tovabbi szénhidrat idnccal bir. A jelen aldimany
szerinll analdgok lehetséget nytitanak az orvos szamara a jelentds ru-
galmassagra az clyan vérszegénység megeldzésére es kerelésére,
amely sokfele idevagd karlimeény eredmeénye lehet.

A taldimany eljdrast nygit vas gyogyaszatilag hatékony mennyisé-
retesare abbdl a célodl, hogy fenntarisuk a megndvekedett
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erilropoidrist @ terapla soran. A beadandd mennyiséget azok, akik a
szaiterileten jaratosak, Konnyen meg tudiak hatdrozni ar HUEPO-val

2

vegzett terapidra slapozva.
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{kronikus veseelégtelenség) tarsult verszegényseéget, migloszuppressziv
terapiaval, példaul kemoterdpias vagy virusellenes gyégyszerekkel (psi-
daul AZT-vel) végzett terapidval tarsult vérszegénységet, nem misloid
rakok eldrehaladasaval tarsult verszegénységet, a virus fertbzésekkel
{peldaul HIV) tarsult veérszegénységet &s a kronikus betegségek &ltal
eibidézet! vérszegénységet. Szintén kezelhetdk azok az altapotok s,
amelyek vérszegénységher verathetnek egy egyébként egészséges
egyenben, ilyen allapot példaul egy kiszamithatd vérveszteséy sebészati
beavatkozas soran. Altalaban barmely allapot, amely tHUEPO-val kezal-
hetd, kezelhetd a taldimany szerinti hiperglikozilezett EPO analdgokkal
is.

A laldlmany gydgyvaszati kKompozicickat 15 nydjt, amelyek
hiperglikozilezstt EPQO analégok gyagyaszatilag hatékony meannyisagét
tartaimazzak valamely gybgyaszatilag elfogadhatd higitéval, hordozdval,
szolubilizald  szerrel, emulgedld szerrel, tartdsité  szerrel esfvagy
adjuvanssal egylitt. A kompozicié alkalmas a hetenkéntt hdromnal keve-
sebb adagoldsi menetrendhez. A kompozicis lehet folyékony vagy hofile-
zelt formaju, és tartalmazhat higitokat (trisz-, citrat-, acetat- vagy foszfat
puffereket), amelyeknek kilénbézd pH értékeik &s ionerdssegeik van-
nak, szolubilizald szereket, példau Tween, vagy poliszorbatol, hordozé-
kat, peldaul humén szérum albumint vagy zselaling, tartdsitd szereket,
példaul  timerozal, parabéneket,  benzil-alkdnium-kioridot VAgY
benzitalkoholt, antioxidansokat, peldaul aszkorbinsavat vagy natrium-
metabiszulfitol, és mas alkotorészekat, példaul lHzint vagy glicint. Egy
adott kompozicio kivalaszidsa sokfdle tényezdtdl fligg, ide érive a keze-
lendd allapotol, a beadas G4at és a kivant farmakokinetikai paramétere-
kel A gyogyaszati kompozicidkhoz alkalmas alkotorészek sokkal kiter-
jedtebb attekintése taldthaté a Reminglons's Pharmaceutical Sciences
cimd szakkanyvben; 18, kiadas, szerkeszts: Gennarn A R, kiadd: Mack,
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kaston, Pennsylvania, Amerikai Egyesiit Allamok. Egy elényds kiviteli
formaban a taldimany szerinti hiperglikozilezett EPO analdgok folyékony
formaban vannak kiszerelve egy izotdnias, natrium-klorid/matrium-citrattal
pufferolt oldatban, amely human albumint is tartalmaz, és kivant esetben
tartdsitd szerként tartalimaz benzilakoholt is. A kompozicié eldnydsen
olyan anaidgokat tartalmaz, amelyek &gy, kél, harom, négy vagy tébb
tovabbi szénhidrat lancot tartalimaznak.

A taldlmany szerinti kompozicidkat elbnydsen injekcidval vezetitk
be vagy szubkutdn vagy intravénasan. A beadas dfja véglil is fligg egy
sor tenyezdidl és kbnnyen felbecsiithetd azok altal, akik a szakierileten
jaratosak.

Az it kivetkezd példakat azért meliskeliik, hogy nagyobb telies-
séggel mutassuk be a talalmanyt, de ezzel széndékunk nem az, hogy
barmilyen modon korldtorzuk a talalmany oltalmi kérét

1. PELDA
Hiperglikozilezett EPQO analdgok megalkolésa
Hiperglikozilezett EPO analégokat kédold cDNS-ek megakotasa

EPO analégokat készithetink in vitro mutageneazissel sokféle kiilon-
bGzb eliarassal. Az N49 8s N55 analogokat ugy alkotiuk meg, ahogyan
ez a WQ 094/08257 szami PCT kdzzététell irathan le van frva. Analdgo-
kat alkotunk meg atfedd PCR {(polimerase chain reaction {polimeraz @ne
reakcio)] eljarasok valtozataival is. Az alap munkamenet két egymast k&-
vetd epést foglal magaban. Az elsd lepeésben két reakcidt (PCR1 és
PORZ) hajtunk végre EPQ vagy EPQ analdg templat DNS-en dsszesen
négy oligonukieotidot alkalmazva: egy & forward {eldre) primert, 2ay
reverz mutagén primert, egy forward {eibre} mutagén primert {amely al-
talaban komplementer a reverz mutagen primerrel), és egy 3 {reverg)
primert. A mutagén primerek tartalmazzak a Kivant nukieotid cseréket,

valamint 6-14 pontosan illesrkedd nuklechdot ereknek a cseréknek
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mindkét oldalan. A PCR1 alkaimazza az & {forward) primart 3 a reverz
mutagén primert. A PCR2 alkalmazza a 3’ {reverz} primert és a forward
mutageén primert. Az amplifikalt DNS fragmentumokat elkiidnitjik agardz
gelelektroforézissel. A korrekt méreti DNS fragmentumokat tartalmazé
kis agardz darabokat kimetsszik a gelbél A PCR1-bS! és PCRZ-bS! vald
DNS fragmentumokat egyesitiik és egy harmadik PCR reakcidt hajtunk
végre csak az § forward és a 3’ revers primereket alkalmazva. lgy £gv
telles hosszisagy, a kivant mutacickat tartalmazé DNS szegmenst
amplifikalunk. Sok esetben két vagy harom mutaciot egyesitink 8gy 4
helyettesitést bevezstve abba a DNG-be, amely mar tartaimaz agy Cse-
rét, azonos PCR folyamatokat alkalmazva. Abbsl a célbdl, hogy megal-
kossuk ezeket g tobbsziras glikozilezési hely analdnokat, agyedi ketlids
vagy harmas hely analégokat {amelyeket a fantebb leittak szerint allitunk
eldy alkalmazunk PCOR templatként, és tovabbi glikozilezd halvekat ve-
zetlink be helyre iranyuld mutagenezisse! a megfeleld primerekkel.

Az NE1, NB2 &8s NS EPO analogokat atfedd PCR-rel {polimeraz
lancreakcio) alkotjuk meg az 1. eljarassal. Egy tovabhi N-glikozilezési
helyet vezetink be minden esethen. Az N5&-nal egy glikozilezési hely
(N114 T118) van hozzdadva a HuEPO nativ szekvenciajdhoz PCR
templatként pDSRu2 EPO alkalmazasaval, az N51-nél egy O-kapesolt
glikozilezd haly (Thr125) van hozzaadva az N47 ERO-hoz PDSRa? EPO
N4T templat {Asn30, Thraz, Val87, AsnB8, Thrag) alkalmazasaval, és az
NEB-nél egy glikozilezd hely {Asn&3} van hozzaadva az Na7 analéghosr
pDSRaZ EPO N47 templatot alkalmazva,

Az 1. elisrashoz a polimeraz lancreakeidkat a szenint & munkamenst
szerint keészifik e amelyst Uheng és munkatarsal kizleményéhdi
adaptalunk [Proc. Natl Acad. Sci. USA g1, 5895 (1ug4)] A B {reverz)
primer olyan szekvenciakat lartalmaz, ameslyek bevezetnek 2y stop

kodont, amelvet egy Xbal resiriknids hely kowvet
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ATCTAGAAGTTGCTCTCTGGACAGTTCRT (SEQ ID NO:2).

Az § forward reakcid primer:

GAAGCTTGCGCCACCATGGGGGTGCACGAATS (SEQ 1D NO:3)
egy HindlH restrikcios hellyet bir, amelyet egy Kozak szekvendia kdvet
az EPO beindité (iniciator) kodon (ATGHG! felfelé. A tipikus PCR reak-
cickeverék a kdvetkezéket tartalmazza: 4-4 ul & forward és reverz prime-
rekbol (5-5 pmdéiiul), 1 ul templat {25 ng}, 10 yl 2P puffer [100 mmdiA
tricin {pH 8,7)/25% glicerin/425 mmai KOAg), 10 ¢l INTP t6rzsoldat {1-1
mmdl dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 0.8 wl fTh polimeraz {(Perkin Elmer;
2.5 egységiul), és 2 ul Vent polimeraz (NEB; 0,01 egység/ul 1:100 friss
higitas utan 1xLP pufferben). H,0-t adunk hozza hogy elérjik a végsé
terfogatot, az 50 ult Az dsszes alkotdrésst ggymashoz adjuk a bemu-
fatoll sorrendben &3 a PCOR-t akkor inditjuk be, 1 ul 50 mmoliteres
MgOAC hozzdadasaval, amikor a hémeérséklet az elsé ciklus utdn 80°%C
OOt van. A tipikus reakcidfeltétalek a kovetkezOk: 2 cikius 84°C-on, 10
masodperc 50°C-on, 1 perc 68°C-on, majd & perc, ezt kSveli 25 cikiug
84°C-on, 10 masodperc S5°C-on, 1perc 68°C-on, majd Sperc. Az
amplifikalt fragmentumokat agaréz gelelektroforézisse! elkiilonitjik és a
korrekt méretll DNS fragmentumokat iszlitjuk Geneclean készlet és
olyan munkamenstek alkalmazasaval, amelyet a gyarté cég (Bio 101,
Inc.) javasol A tsziitott DNS-t Hind i-mal és Xba I-gyel emésztik,
majd ismét tisztituk a Genedean készlet alkalmazasaval. A fragmentu-
mot azutan figaliuk a Hind {{I-mal és Xba tgyel hasitolt pDSRe2 vekior-
Da. A ligdlt DNS-t azutan 2 terfogat etancilal Kicsapjuk 0,3 maiit NaQAc-
ban {pH 5.2} hordozd IRNS jeleniétében, s F coliba transzformatjuk.
EPG analdgokat vizegalunk at restrikcios emeészigssel mini DNS prepa-
ratumokon. Ezutan pozitiv kidnokba! plazmidokat készitink és a beikia-

tast szekvencia elemzésnek veliik ala, hogy igazoliuk a kivant muticiok
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jeleniétét, és biztositsuk azt, hogy tovabbi aminosav cserék ne legyanek
bevezetve.

Az N54 ~ NB1 analdgokat atfedd PCR stratégia alkalmazdsaval al-
kotjuk meg a 2. eligras szerint A 3 {reverz) primer olyan szekvencikat
tartalmaz, ahol ezek egy stop kodont vezetnek be, amelyet egy Xba 1
resirikcios hely kévet:

GATCCTCTAGAGTTGCTCTCTGGACAG (SEQID NG &),

Az § forward reakcié primer:

CAACAAGCTTGCGCCGCCATERRGE {SEQ ID NO: 5)
egy Hind I restrikcids hellye! bir, amelyet egy Kozak szekvencia kévet
egy EPQO beinditd kodontdi {ATC) felfelé {upstream). Egy nagy hiteles-
ségld PCR  stratégiat hajtunk  végre Perkin Elmer U1Tma DNA
Polymerase készielet és ayp ezzel tarsuld reagenseket alkalmazva: 10 il
TOXPCR puffer, 3 ul 1 mmdiititeres dNTP kevergk, 5-5 pmdl minden
egyes primerbdl, és viz 100 Wl vegsd térfogatig. 0.5 egvseg MiTma
polimerazt adunk hozza azutan, miutan a PCR keverék elérte a 94°C
homersekietel. A PCR reakcidkat azutan 5 Cikluson kereszttl végezzik,
84°C-on 30 masodpercig, 50°C-on 30 masodpercig, és 72°C-on 90 ma-
sodpercig. Ezutan 25 ciklust végzink, 84°C-on 30 masodpercig és 72°0-
on 80 masodpercig. A komekt méretl termék csikokat kimetsszik ar
agarcz gelbdl az elektroforézist kavetden

A letreidvd PCR termékeket az egyes analogokhoz tisztitjuk a
Qiagen gél extrakeios készletet alkalmazva, A tisztitott DNS-t emésztiiik
100 ul restrikcios enzimes készitménnye!l, Hind 111 és Xba | restrikcids
enzimekke! (Boshringer Mannheim) 37°C hémérsékieten 1 aran at Az
emesztményt ismét gélen lisziitiuk és az emeésztett fragmentumot azutan

Hind {ll-mal &s Xba I-gye! emésztett pOSR«2 vektorba igaljuk,
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A ligalt DNS-t 2 térfogat stanollal kicsapjuk 0.3 mélt NaOAc-ban (pH
5,2) hordozd {RNS jeleniétében, és E. coli-ba trangzformaljuk. Az EPQ
analdgokat eldnydsen telep POR-rel vizsgaljuk at, hogy olyan kidnokat
azonositsunk, amelyek tartaimazzak a korrekt méreld &s Hpust DNS
beiktatast. Ezze! & munkameneiiel a plazmidokat tartalmazé sejtekst
PCR cstvekbe helyezzik EPO forward 8g revers primerek jeleniétében.
A keverdket azutdn PCR-nek velilk ald az el6zdekben leirt
reakcitielisteleket alkalmazva. A pozitiv klonokbdl plazmidokat prepara-
unk, s az EPO analdg beiktatast {inzertet} szekvencia slemzésnek
velik ala, hogy igazoliuk a kivant mutdciok jeleniétét és birtositsuk,
hogy tovabbi aminosav cserék ne legyenek beverzetye,
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Weslern foltképzéssel, hogy meghatéarozzuk, vajon az expresszalt és ki-
valasziot EPO analég tartalmar-e tovabbi szénhidratot. A mintakat kaz-
vellent] raterheljitk SDS-PAGE gélek Uregeibe, majd elemezzik im-
munfolt technikdval a 9G8A monokionsalis antitestet akkalmazva [Elliott és
munkatarsal: Blood 87, 2714 {1888)]. Az analdg mintak mozgekonysa-
gait dsszehasonlifjuk az rHUEPO-t tartaimazd mintak mozgekonysaga-
val. Az 1. abra mutatia be az N53 és N&1 mintak csdkkentett mozgé-

kKonysagat az N4 analoggal {négy szénhidrat lanc) és N47 analdggal (6t

szénhidrat lanc) dsszehasoniitva, A mozgékonysag Gsszevag hat szén.
hidrat fanc jeleniétével az N&3 analogokban s hét szénhidrét lanc e
lentétével az N61 analdgban. Az adatokat az Osszes hiperglikozilezett
analdghoz a 3. tablazatban mutatiuk be.

in vitro bioldaial mérések

Az rHUEPQ-t vagy analdgokat expresszals COS vagy CHO saijtek-

kel kondicionalt tapkdzegekeat mérink 3H-timidin felvétel stimuldissara
UT7-EPO sejiek altal {Komatsu és munkatarsai: Blood 82 488y Az UT?-
EPO  sejtek érzékenyek EPO-ra &s  human EPQ  receptorokat
expresszainak seftfeliletikon. Az UT7-ERO sejieket  ndvesztd” tapka-
zegben [1xiscove-féle modositol Dulbecco tapkdzeg L-ghttaminnal, 25
mmalit HEPES puffar, és 3024 mgft natrium-bikarbonat de a-tioglicerin
vagy bB-merkapto-stanol néikal ({GIBCOY10% (terfogatitérfogat) borit-
embrié szérumit% {terfogatitérfogat) L-glutamin-peniciltin-streptomicin
oldat (rvine Scientificy egység/mi rHuEPO] ndvesziitk mintegy 3.10°%
sejt/mi-ig. Seiteket gvljiink centrifugalassal {mintegy 500xq), kétsrer
mossuk foszfattal pufferoit fizioldgias konvhasdoldatial majid gira szusz-
pendalivk 5.10° semi-re |vizsgald” tapkSzegben [1xRPMI 1640 tapke-
zegben L-glutamin natki {GIBCOY1% L-glutamin/a% borjtembrid gzé-
ruml. A 100 o vizsgdlati mintat vagy EPQC standardot (FHUEPQ), amelyet

vizsgald tdokdzegben Stszdrdsére higitoftunk, egy 98 (reges mikrotitrdls
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lemez Uregeihez adiuk. 50 ul szuszpendalt sejtet adunk hozzs ezxutdn
{8000 sejt/tireg), és a lemezeket nedvesitett inkubdiorban inkubaliuk
37°C hémérsékieten 5% CO, jeleniétében. 72 dra malva 1:100 aranyban
vizsgald kbzeggel higitolt 50 ul meti-*H-timidin {1 mCifmi; 20 Ciummél
oldatot adunk hozza. A sejteket tovabbi 4 dran at inkubaliuk 37°C hé-
meérsekleten &s 5% CO, jelenlétében A jelGit sejteket Gvegrost szirg-
anyagra gyujik, ionmentesitett vizzel Mmossuk, szarituk és szémoljuk.
Az aklivitast Ggy hatdrozzuk meg, hogy dsszehasoniitiuk az egyas ana-
logokhoz meghatarozott valasst az rHUEPO standard valaszaival, A faj-
lagos biologiai aktivitast azutan gy hatdrozzuk meg, hogy elosztjuk az in
vitro  aktliviiast az egyes analdgok koncentricidival, ahogyan ez
immunassayvel meghatarozzuk [Elliott és munkatarsai: Blood 87, 2714
{(1996}]. Az eredményeket a 3. tablazatban mutatiuk be.
3. TABLAZAT.
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ANALODG N-kaposolt Frenhld- In vitrvo akbivitas

x P -
Fa- o ATV e ey A -
L2l Janook széma

- _ : P -
4 o
- 3 Fob g
\;,: &
N
& o
{1 e b
2o~ 4 SN
/i ~— S 5 HY
* -2 O-kapesolt lancot tartaimaz
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o az akbvitds 25-75%-a ar tHUERO akvitasanak

NT nem vizsgaituk

-
I
v ¢
s

-



xs £
"{} - ¥R x e e x e
AR o 'S ax o¢ 234

2. PELDA

Rekombindns human ertropoietin és hiperglikozilezell eritropoletin
analdgok eldalitasa

Az it lelrt kisérietekben alkalmazott rekombindns human
eritropoietint (ftHUEPQ) a human eritropoietin gént hordozd rekombinans
plazmiddal  atfertzétt  kinai hOrcsdg  pelefészek (CHO) sejtekkel
expresszaliuk. A rekombinans terméket a kondicionalt tapkdzeghd! ki-
nyerjlk és Haztijuk iényegében olyan médon, ahogyan ezt Lai 85 mun-
katarsal leirtdk (az sldzdekben idézett munka). A létreidvd rtHUERQ ké
szitmény zémmel 9-14 szialinsavas izomorf, ahogyan ezt izoslekiromos
fokuszalassal megallapitjuk.

Rekombingns hiperglikozilerett erifropoietin analdgokat
expresszalunk EPO analdg géneket hordozd rekombinans plazmiddal
atfertfzOtt CHO sejtekben, amint ez Je van irva a WO 81/05887 és WO
B4/08257 szami POT kozzdtétali iratokban; ez a két rodalmi hely refe-
renciaként bedplll a jelen belelentéabe. A hiperglikozitezelt analdgokat a
tenyeszet fellitszohdl dgy tisztifjuk, ahogyan g tovabbiakban | esrgu&

A kondicionalt tapkdzegek koncentralasa és diaszirése

Az atfertézott CHO seitvonal harom egymast kdvetd kinyerésébdl
{5-8 naponta) vald kondicionait (szérummentes) tapkdzegeket aydjtink,
éisziirgi‘;& 0,45 pm-os szlirdn, mintegy harmincadéra  sicitok, majd
diasziniik 10 mmali triszt és 90 wndh! CuSQy-at tartalmard clidatba {pH
7.0}, tangencialis dramidst ultraszird rendszert {Millipore) alkalmazva
10000 motekulatdmeg kizdrass membrannal A diasziirt tapkdzeget

Ei”

filterad medium (DFM)] masodszor is stszi ik (045 um) 83 ~20°0

¥

o

Smersakiaten trofjuk, amig a tisztitashoz felhasznaliuk.

Az 0s8zes munkamenetst 2-8°C hémérsak] ioten hafliuk vwégra.
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Anioncseréld kromatoarafia (10}

A deritett DFM-ef 10 mméid bi i82-trisz propannal (BTP) (pH 7, 0} ki-
egyensulyozott Q-Sepharose Fast Flow oszlopra (Pharmacia, € cmx18
omy} terheljiik és két osz topterfogat 10 mmdii-es BTP-vel mossuk, hogy

eludljunk minden nem-k&ta fajtal. Az alabbi gradienseket futtatjuk attdl

figgben, hogy 2 hiperglikozilezett ana iognak négy, ot vagy hat N-
kapesolt szénldnca van. Minden ebben a stadiumban hasznalt puffer
tartalmaz 1 mmol glicint, 20 wnfl CuSQOg-et, 8 molt karbami idot, § pgémy
leupepting és 1 ugimil pepsztatint. A negy N-kapcsolt szénhidrét lancos
analogoknal a gradiens 10 mmal acetsav es 0.1 mmdid NaCha! azr 500
mmoll ecetsav és 5 mmol NaCl g terfed 49 oszl optérfogattal, két osz-
loptérfogat tartassal a nagy sotartaimda feltélelekndl Az ot N-kapcsolt
szénhidrat lancos ana logokndl a gradiens 0.7 mél ecetsav és 7 mmaold
NaGhdl az 1,0 moli ecetsay és 12 mmold NaClig terfed 30 osz loptérfo-
gattal, ket oszloptérfogat tartassal 5 nagy sotartalmy feltételeknél. A hat
N-kaprsolt szénhidrat lancos ana iogoknal a gradiens 1,0 mol ecetsay
és 10 mmoll NaClsl 1. 3 moll ecetsav és 20 mmalf NaCk - teried 50
oszioptérfogattal, két osz loptérfogat tartassal a nagy sotartaimy feltéte.
leknél. A gradienst kévetden az osziopot két osz loptérfogat 10 mmal
BTP-vel (pH 7.0) mossuk és a magas zoform frakcidkat 0.8 méliter
NaCl-t és 100 mmsi BTP- “Hartalmazd oldattal (pH 7 0 elualjuk.
Forditott fazisu kromatoarsfia {C4)

A nagy sotartalmy csikot a O- -Sepharose oszioprdl {1Q} raterhelitk a
20% etanollal 65 10 mmald BTP. vel (pH 7,0} kiegyensd yOzolt Vydac C4
forditott fazisg osziopra (30 w-us részecskék, 4 cmx 1R oy, majd eludljuk
F2 O8Zioprdl 30 oszioptérfogat gradienssel 10 mmolt BTP-hen {pH 7,0}
puttercit 94% stanolig. Az Gsszegyult termek csicsokat eludiva mintagy
80% etanolban, higijuk négy terf@gst 10 mmdlhes BTR.yve! (pH 7,0},
hogy minimalis legyen az aggregalddas lehelise €ge etanol jelanidtében,




Anioneserdld kromatografia (20
A higitott eludtumot a forditott fazisa oszioprdl raterheliik egy ma-
sodik, 10 mmdil BTP-vel {pH 7.0) kisgyenstlvozott Q-Sepharose Fast
Flow oszlopra (Pharmacia, 3 cm x © cmyj. Az oszlopot a kiegyensilyozd
pufferral mossuk és a hiperglikozilezett ERO analdgot eludliuk 0.8 mal
natrium-kioridot és 20 mmaid natrium-citratot (pH 8,0) tartalmazs oldat-

tal,

A tisztitott fehérigt atvisszik 20 mmél NaPQO4d-et {pH 8.0) és 140
mmoli NaClt tartalmazé oldatba Centricon berendezés alkalmazasaval
(10000 molekulatdmeg kizaras), ezt kéveli az afjuttatas egy 0,2 umolos
sziirbn, majd a tarolds 2-8°C hémérsékisten,

3. PELDA

rHUEPO és négy, 6t vagy hat N-kapcsolt szénhidrat lancot tartaima-
26 rtHUEPQ analdg in vivo biologial aktivitasa

A négy, &t vagy hat N-kapcsolt szénhidrat lancot tartalmazs EPO
analdgok in vivo aklivitasat Gsszehasoniitiuk az rtHUEPQO bioldgial aktivi-
tasaval az exhipoxias, policitémias egér biologial vizsgdlathan. Ez 3
vizsgalat mennyiségileg értékeli *°Fe beépiiését Gjonnan szintetizalt vo-
rosveérsejiekbe, amely bedpiilés méridke az eritropoiézis ndvekedésénak
egerekben valamely kiviirdl beverstatt vizsgalatl mintara adott valasz-
kent. Ez a vizsgalal, amint a kesObbiekben bemutatiuk, Cotes &g
Bangham eljarasnak [Nature 181, 1065 (1981)] madositasa,

Ebben a vizsgalatban ndstény BODF, sgereket elfszér eldkondicio-
nalunk kis oxigéntartalma feltételeknek Kitevéssel egy kisnyomasy kam-
raban (4.10%5.10° Pa) mintegy 18 éran ar naponként 14 napon at A kis
oxigentartaima felldialek kompenzalasara az egerek entropoiéris stimu-
ezaltal a viszonylagos oxigén-hordozs Kapacitas. A végsd kisnyomasd

kifeves befejezése utan az egersket normal nyomasaen hagyjuk mintegy
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72 &réan &, micldit o vizsgalath mintdk  beadassa megidriénik
intraperitonealis injekcicval, Normal nyomason az egerek viszonylag
policitémidsak és az endogen  erfropoietin termelésnek  és az
eritropoiézis sebességénsk csokkendésdval valaszolnak. Ot nappal a
minta beaddsa utdn 0,2-03 uCi “FeCit injekidlunk intravénasan a
farokvénaba. 48 éra malva az allatokat iedljik és a ndvekedést vizsgalati
mintakkal kialakitolt eritropoigzisben meghatarozzuk a beépitett “re
mennyiségének mérésével a telies vér 0,5 mi-ében,

A kapott eredmények egyik példaja, amikor rHUEPO-t ag negy, ot
vagy hat N-kapcsolt szénhidrét lancet tartalmazd &t kilonbdzs EPO
analdgot vizsgalunk ebben a vizsgdlatban, ahogyan a 3. abraban be-
mutatiuk. Minden mintat hat vagy hét kilénbdeé higitsshan vizsgaliuk
egy megfeleld koncentracidtartomanyon belil. Minden mintat foszfattal
pufferolt fizioldgias konyhasdoldatban higitunk, amely oldat tartalmaz to-
vabba 0,5% szarvasmarha szérum albumint is, &s az egyes higitasokhd
0.4-0,4 mi-t vezetink be ot eldkondicionalt egérbe. Negyvennyolc draval
az “Fe beadasa utan meérjik 0,5 ml vérbe beépitett mennyiséget e
szamialassal Az eredmeényeket az egyes mintakhoz figgvényben abra-
zoljuk mint & beépitett “Fe szazalékat a beadolt dézis logaritmuséval
szemben,

Amint a 3. dbraban bemutatjuk, mind az of, ebben a vizsgalatban
vizsgalt hiperglikozilezett ERPD analog hatékonyabb, mint az rHUEPRQ.
Ezen kivil az egyes analogok hatékonysaga kozvetienill fligg az N-
kapcsolt szénhidrat idncok szamatdl, azok az analdgok, amelyek
megnovekedelt szamd szénhidrat lanceal birnak, nagyobb aktivitassal
rendetkeznek. gy az N&3 analdg, amely hat N-kaposolt szénhidrét lancot
tartalmaz, a leghatékonyabb analdy. Az N47 analdg, amely &t N-kapesolt
szénhidrat {ancot tartalmagz, viszont hatekonyabb, mint azok az anals-

gok, amelyek négy N-kapcsolt lancot tartalmaznak. A négy N-kapcsolt
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szenhidrat lancot tartalimazs harom analdg (N4, N18 és N5D) hatékony-
sagai mintegy egyformak egymassal és nagyobbak, mint az rHuEPO
hatekonysaga.

Ebben a kisérletben az rHUEPD és a negy, &t vagy hat N-kapcsolt
szénhidrét lancot tartalmazd analdgok dézisal, amelyek 40% °Feo be-
éptileséhez  sziikségesek, 10700 ng. 800 ng illetve 38 ng Az
erifropoiézis ezen szintjének kialakitasahar sziikséges anyag mennyisé-
gere alapozva a négy, &t vagy hat N-kapcsolt szénhidrat lancot tartal-
mazo EPO analog 17-szer, 72-szer iletve 280-szar hatékonyabb, mint
az rtHuEPRQ,

4. PELDA

rHUEPO &5 N47 EPQ analdg v farmakokinetikéja patkanyokban és
Beagle kutyakban.

Két killon kiséristet hajtunk végre patkanyokban és kutyakban, hogy
Osszehasoniitsuk az N47 EPD analdg és az rHUEPO farmakokinetika;
paraméterait.

Patikdny tanulményokban 1 uCi (~0.1 ug peplidkg) “SLEPO N47
analdgot, vagy "“lrekombindns human eritropotetint (Amersham) injek-
talunk intravéndsan egy sebészetileg bedpitett karotid kandibe 314-383
g Kozt testtdmegl normal him Sprague-Dawley patkanyokba, Kildnbazs
idopontokban beadas utan 0.3 mil vért gyliitink 8s szérumot kKészitlink
centrifugalassal. A "LrHUEPO vagy "51L.EPO N47 analdg szintiét erutan
meghatarozzuk minden szérum minta 0.1 mi-ében, ezt kdvel inkubalas
4°C hémérsékieten &gy &iszakan at 80% stanolial. Az stanolial kicsapaoit
fehenét minden szérum mintdhan centrifugalassal Osszegytiitink és a ra-
divaktvitast megszamidliuk gamma szamidichan A letreitvd szérum
Koncentracid idével szembeni Higgvenydt jelentd farmakokinetikai gdrbe-
ket a 4. dbraban mutatjuk be. Minden pont &t patkany csoportatiagat

képviseli az N47 analdg csoportban s hat patkany ssoportatiagsdt jelent
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az rHukPO csoportban. A farmakokinetikai parametereket minden pat-
kanynal meghatérozzuk PCNONLIN 40 nem linearis regresszids slem-
zéssel [Statistical Consultants (1992)], és az eredményeket minden C8O-
porinal atlagoljuk. Az eredmenyekst a 4. tabldzatban mutatiuk be.
4. TABLAZAT

N47 és rHUEPQ IV farmakokinetikai paramétereinek Ssszehasonii-

tasa patkanyokban
Félélettartam Szérum ki~

vadlasztis
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& patkany)

a Az eredményeket csoportatiag +SD-ben adjuk meg of patkanynal
az N47 csoportban és hat patkanynal az tHuEPO csaportban.

A kutya tanulmanyokban normal, 7,8-9.5 kg kazti testtémegti Beagle
Kutyak ~28 uCi intravénas bélusz injekeitt kapnak vagy "ClrHUERG-bé!,
vagy ““I-N47-b81 (~0,1 ug peplid/kg) a fef véndba. 24 oran keresztil ki
Gnbozd iddpontokban a beadastal szamitva mintegy 1-2 mi vért gylitink
e szérumol készitink. A "SLHUEPO s a PLNg7 koncentracisiat
meghatarozzuk és a farmakokinetikai parametereket kiszémitjuk az sié-
zOekben leirtak szernt A szérum koncentracié idédvel szembeni
farmakokinetikal gorbéit a kutya tanulmanyokhoz az 5. példaban mutat
juk be. Az idépontok két allat Csoportatiagal mindegytk Caoporthan. A
farmakokinetikai paramétereket az 5, tablazatban foglafjuk dssze.
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2 A kOzdit eredmények csoportonként két kutya dtlag paraméterei.

Mind a patkany, mind a kutya fanulmanyokban az rHuERQO és az
EPQG N47 analdg kétfazisg szérum kivalasztast mutat. A kivalaszias pat-
kanyokban mintegy 3,7-szer gyorsabb tHUEPQ-nal, mint az EPO N4a7
analognal, és a p-fsldlettartam mintegy 2,8-szor hosszabb az EPO N47
analognal, mint az rtHUEPO-nal A farmakokinetikai paraméterek a kutya
fanuimanyokban aitalaban egybevagnak a patkanyokban észiel para-
meterekkel. Kutyakban az rtHuEPO kKivalasztasa 3 5-sz8r gyorsabb, mint
8z EPC 47 analdgndl, és a p-féldlettartam 3,5-328r hosszabb EPO N47T
analdgnal az THUEPO-val dsszehasoniitva,

5. PELDA

Hematokrit ériékek dézisvalasza FHUERD &3 N47 BEPO analég be-
adasa utan

Hematokdt dozis valase hetenként haromszor beadds utan (TIW)

Az THUEPQ és N47 EPQ analdg in vivo bioldgial hatdsail normal
egerekben dsszehasonliuk egy dozistariomany beadésa utdn vagy
infraperitonedlis vagy intravénas injekcioval hetenként haromszor maxi-
mum hat hélen 8t A hematokrit drékek meghatarozésat hetenként két-

szer vegezzik el hatsd szemiregi vérvételiel

ak:
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Mintegy 30 g tBmegld normal CD1 egereket (10-13 egeret csopor-
tonként) injekidlunk intraperitonealisan hetenként haromszor dsszessn
hat héten at vagy rHUEPO-val (0,625-10 ug peptidikg/ddzis dozistario-
many mentén), vagy N47 EPG analoggal (0,156-1,25 ug peptidikglddzis
dozistartomany mentén), vagy hordozd kontrollal. A hordozd kontroll és
higié a kilonbszs rHUEPQ és N47 ERO analdg adagolasi készitme-
nyekhez a foszfattal pufferolt fiziologias konvhasdoidat (PBS), amely
lartaimaz még 0,025% egér szérum albumint Az 0sszes egér hematokrit
érieket meghatdrozzuk az alapvonalnal &s hetenként kétszer ez utan
hatso arclregi vérezietéssel. A kiséretek vegén minden allatbdl széru-
mot gyljtink és megvizsgsljuk antitestekre az injekidlt termékek slien
egy oldatos radioimmunkicsapésos vizagélattal. Az allatokbal Kapott
hematokrit érték adatokat, amelyeket negativnak télink meg antitestek
semiegesitésehez, fethasznaljuk az ezt kivetd slemzéshez.

Amint a 8 abraban bemutatjuk, mind az rHuEPQ, mind az N47 EPO
analog dézisfliged névekedeést alakit ki g hematoknit éndkben a hat hetes
anulmanyban, bér az N47 analog nagyobb ndvekedést idéz o6 a
hematokrit értékben dsszehasoniitva az rHUEPQO-val egy adoft koncent-
raciondl. Ebben a kisérletben az N47 ERO anaiog mintegy 3-4-szer ha-
tekonyabb, amikor hetenként haromszor adagoljuk intraperitoneslis in-
ekcidval,

Az rHUEPQ és N47 analdg dézisvalasy tanulmanyait hatenként ha-
ramszon intravénas injekcidval hajtjuk vegre olyan munkameansteket alk
kalmazva, amelyek hasoniék az intraperiioneadlis beadasnal végrehajtoht
munkamenetekhez. A kapott eredmenyek hasonitak az intraperitonsalis
beadasnal kapolt eredményekhez, és a tanuimanyok tovabba igazoliak,
nogy ar N47 EPO analdgoknak nagyobb a hatékonysaguk, mint az

FHUERD-¢, amikor hetenként haromszor wezalik be.
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Abbal a célbdl, hogy jobban Gsszehasoniithassuk és mennyiségileg
értekelhessik az rHUEPQO &s N47 EPO analdg bioldgial akiivitasat a
normal egerek hematokrit értékeinak nGvelésében, a kisérletek eredmé-
nyeit elemezzik relativ hatékonysagi gorbékkel. Az egyes kiséristekhez
az tHUEPO vagy N47 analdg aktivitasat minden adagnal meghatarozzuk
a hematokrit értékekben vald novekedést dsszegezve a tanuimany elsd
38 napia mentén frapezoid Osszegzéssel, hogy megkapjuk a tertletat a
gorbe alatt {area under the curve (AUCH. Ext azutan flggvényben sbra-
20Uk a log dézissal szembean ug peplidikg/héthen, A hatékonysagi kis-
Wnbsegeket a vegylletek kazot a beadds vagy adagoldsi gvakorisagok
8Z0nos vagy kilonbozd GYjaival hevezetve a relevans log-dozis valasz
vonalaik kdzti tavolsdag mérésével hatarozhatjuk meg. A 7. abra foglalia
Gssze a relativ hatékonysagi adatokat az Osszes végrehajtott kiséristhez,
Gaszehasonlitva a k&t kilénbézs tton {infraperifonedlis &s intravénas) és
ket kildnbozd adagolasi menetrendde! bevezetetl rtHUEPC &5 N47 ERPO
analdg aktivitasat

Amint a 7. abraban bemutatiuk, amikor hetenkent haromszor veze-
tnk be, azr N47 EPO analdgnak azonos hatékonységa van, akér
intravénasan, akar intraperitonedlis Gton adjuk be, és 3 6-szor hatéko-
nyabb, mint az rHUEPD intraperiionealisan injekidiva hetenként harom-
szor,

Hematokrit dézisvalasz tanulmanyok hetenként egyszen beadassal
QW)

Elvegezzik az rHUEPO s N47 EPO analdg dsszehasonlitdsait no-

vekvd hematoknt értékeknél nommal sgerekben hetenként egysrer be-
adasnal a beaddsnak vagy intraperitongalis, vagy intravenas Gtan hat
héten &t

Mintegy 30 g testtémeg( normal 0D egereket {osoportonkant 8-10

eger) injekidiunk intravéndsan hetenkeént egyszer dSsszesan hat heten at
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tHUEPO vagy N47 EPO analdg vallozd koncentracidival, amelyskat
0.025% egér szérumot is tartalmazé PBS-ben készitink e, vagy hordo-
20 kontrolial (PBS 0.025% 2gér szérum albuminnal). Az analdyg dazisa
8.25-25 ug peptidikg/ddzis kdzalt valtozik és az rHukPQ dézisa 25-200
ug/kgladag kozott valtozik. Az dsszes eger hematokrit értékét meghats-
rozzuk az alapvonainal, maid ezutan hetenként kétszer hatss szemiregi
vermintabdl A kisérlet vegen szérumot gyiitink az osszes allatbd! és
megvizsgaliuk  antitestekre ar injekidlt  termék  ellen folyadékos
radioimmun kicsapassal. Az aliatokbal nyert adatokat, amelyeket nega-
tivnak itéliink meg semlegesitd antitestekhez, alkalmarruk a tovabbi
glemzéshez,

Amint a 8. dbraban bemutatjuk, mikazben mind az rHUEPQ, mind az
N47 analdg novell a hematokrit értdket normal egerekben, amikor heten-
kent egyszer adagoljuk, az rHUEPC-nak egy véalasz kialakitésahor Szik-
seges adagia jelentésen nagyobb, mint az N47 analdg ehhez sziikssges
adagja. Igy példéuwl ebben a Kisérietben 25 g peptidkg/hst N47 412
ponttal ndveli egerek hematokrit &ridket hat hét alall, mig rHUEPO azo-
nos dozisa csak 12,5 pont hematokrit érisk ndvekadeést idéz alb.

FHUEPO és N47 analdg dozisvalasy tanuimanyait hajiuk végre he-
tenként egyszen intraperitonealis injekcidval olyan munkameneteket al-
kalmazva, amelyek hasonidak az eldzéekben leint munkamenetekhez A
kapotlt eredmények egybevagnak az intravénas beadasnal Kapott sred-
menyekkel, tovabba igazoliak az N47 analog nagyobb hatékonysagat az
rHUEPC-val sszehasonlitva, amikor hetenként egyszer adjuk be.

Abhol a céibdl, hogy mennyisegileg is ardkeljik a kildnbséget az
FHUEPO és N47 analdg kozétt, amikor mirdegyikel hetenként egyszer
adjuk be, relativ hatekonységi figgvényeket alakitunk Ki az Gsszes rele-
vans kiserletbdl, shogyan az elézéekben lefrtuk. Amint a 7. abraban be-

mutatiuk, amikor hetenként egyszer adjuk be ar N47 anaidg azonos
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hatekonysaggal bir intravénas ég intraperitonedlis Gton injektaiva. Az
N47 analdg mintegy 14-szer hatékonyabb, mint az rtHUEPQ, amikor min-
degyiket hetenként egyszer vezaetiik be.

Ezen kiviil a log-dozis valasz gorbék a 6. abraban az aldbbiakat -
tusetraligk: (1) hetenkent egyszer (QW) bevezetelt N47 analdg agy adott
dozisa mintegy olyan hatekony, mint az rHUERQ telfes hetenkénti dézisa
harom osziott dézisként (TIWY, (2} hetenként egyszer bevezetelt (QW)
HUEPQ egy adott dézisa csak mintegy 2%-nyi hatékonysagy, mint az
N47 analég ugyanolyan teljes hetl ddzisa harom osziolt dozisként bead-
va (TIW), (3) az N47 analag mintegy négyszer olyan hatékony egerek-
ben, amikor TIW forméaban vezeliik be a QW formahoz viszonyitva,

Hematokiit dozis valasz tanulmanyok minden méasodik héten eqy-

szer (EQW) 18rténd beaddsnal

Kisérleteket hajtunk vegre, hogy felbecstljik az N47 analdgnak azt
a keépességdt, hogy ndvell az egerek hematokrit Sriékét, amikor minden
méséﬁék héten egyszer injektaliuk ezekel Normal OD1 agereket {10
eger csoportonként) injektalunk intravéndsan vagy hetenként sgyszer,
vagy minden masodik héten egyszer Osszesen mintegy hat héten ke-
resztil N47 EPO analdg valtozd koncentracioival 0,025% Sger sZérum
albumint tartaimazd PBS-ben. Az N47 analdgok 200: 100 vagy 25
ugikg/adagiat adjuk be minden masodik heten, vagy 12,5 ug/kg/adagot
adunk be minden héten egyszer. A hematokrit értékeket az dsszes B8geér-
nél meghatarozzuk az alapvonalnal és erutdn hetenként Kéiszer halsd
gzemuregl vérvétellel

Amint a 9. abraban bemutatiuk, az N47 analdg ndvelhell a normal
ggarex hematokrit Srtékét dézisfiggd médon még akkor is, hacsak két
hetenként egyszer adjuk be. Amint ez varhatd, amikor kevéshe gvakran
adjuk be, nagyobhb mannyisegl N47 analdg szUukséges a hematokrit ér
&k noveléséhez. Minden masadik héten sgyszer beadalt NAT anatdg
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200 ug/kg-os adagja a hematokrit ériéket mintegy azonos mértékben no-
veli hat hét alatt, mint 2 12,5 ug/kyg teszi, amikor hetenként egyszer ada-
goliuk. |

6. PELDA

N47 EPO analdg és rHuEPO Iv farmakokinetikaja folyamatos am-
bulans peritonealis dializises [Continuous Ambulatory Peritoneal Dialysis
{CAPD)] betegekben

Annak a hatarozott nivekedésnek alapjan, amely az N47 EP analdg
felelettartamaban  mutatkozik szerumban az rHUEPO-hoz viszonyitva
patkanyokban és Beagle kutyakban, érdemes meghatarozni, vajon a né-
vekedés megfigyelheté-e emberekben 5.

Veghez visziink egy kelids vak, randomizalt, keresztezetien terve-
zell tanulmanyt tizenegy stabil CAPD-s betegen (7 férfi, 4 nd, 27-75 av
kOzOH). Egy betegesoport 100 egyseg/testtdmegiky rHUEPO-t kap
(amely egyenértékd 0.5 rg peplidiesttdmeg kg-mal), g egy masik
csopont belegei 0.5 ugftesttdmeg kg N47 EPO anaidgot kapnak, minden
esetben egyedi intravénas bolusz injekcioként bevezetve. Vénas vér-
mintakat {3 mi) vonunk ki egy jelen levd kaniion kereszitl az adagolas
eidtt, maid 5, 10; 15 30 perccel és 1, 2, 5: 8 12 16, 24; 30, 36; 48; 80
72 és 96 Graval az intravénas bolusz injekatd utan. 28 napos Kimosasi
idbtartam utén ar elsd betegosoport N47 EPO analdg sgyedi intravénas
dozisat kapja, mig a mésodik czoport rtHUEPO egyedi intravénas dozisat
kapja. Vérminidkat vesziink ugyanugy, mint a kezelés olsd ciklusaban.
Az rHUEPO 85 N47 EPO analdy szinfjelt a seérumban meghatarozzuk
ELISA-val, mivtan kivontuk sz endogen alapvonal EPO szintekst A ke-
resziezell  terveresi  hatdsokhoz  vald beallitas  uldn  beoslt
farmakokinetikal paramétereket +8D}) a 8. tablazathan mutafiuk be. Az

AUG szérum koncentracidt a linesris rapezoid Ssszegzés alkalmazass-
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val szamitiuk kii A -t Ggy hatdrozzuk meg, mint log{2¥K.-1, ahol K.t
dgy szamitjuk ki, mint az In{szérum koncentracid) idégdrbe terminalis ré-
szének derivalljdt. A kivalasztast (Cl) Ggy hatérozzuk meg, mint dé-
asiAUC-L Az eloszlas térfogatat (V) ugy hatdrozzuk meg, mint QKL

6. TABLAZAT
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Az N47 EPO analdghoz tartozd atlagos szérum félélettartam {253
dra} haromszor hosszabb, minta az tHUEPO-é {8,5 ora}, és a kivalaszias
2,5-520r gyorsabb az rHUEPO-nal, mint az N47 analognal.

7. PELDA

N47 EPO analdg Il fazist dézis-meghatarozasi és dézis Gtemezési
tanulmanya

TobbkGzpontos, randomizall, sorozatos dézis-fokozd fanulmanyokat
inditunk be, hogy megvizsgaljuk az optimalis dozist és optimalis (teme-
zést N47 analdghoz, amikor szubkutan vagy intravénas injekcidval ve-
zeljuk be dializist befogadd CRF betegekbe.

Az adagolasi Utemezés g kovetkezd:

Hetenként egyszeri adag: 0,075, 0,225 045, 075, 15 és5 45 ug
pepliditesttémey kg/dosis,

Hetenkent haromszod adag: 0,025; 0.075. 0.15: 0,25, 0,5, é5 1.5 ug
pepliditesttdmeg kgfddzis.

A tanuimanyokat két részben hajtjuk vegre: az oisd rész agy dézis-
noveld tanuimany, amelyet Ggy terveziink, hogy ériékelie az N47 analdg
dozist egyszer hetenként vagy haromszor hetenkeént headva, amely a

hemogiobint optimalis sebességnél novel négy héten keresztidl {ez na-
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gyobb, vagy egyenid 10 gllitemd!, de kevesebb mint 30 giliter). Az
egyes fanuimanyok masodik része Ggy van megtervezve, hogy meghata-
rozza a kivant dbzist (amikor hetenként egyszer vagy haromszor vezet-
jik be a beadas intravénds vagy szubkutén utjan), hogy fenntarisa a
hematokrit ériékat a terapias cél ériékén.

Az elbzetes eredmények azt jelzik, hogy & hetenként egyszer dézis
az N47 analéggal alkalmazhaté a vérszegény CRT betegek hematokrit
értekénak mind ndvelésére, mind fenntartasara. A kiindulasi eredmények
azt sugalljak, hogy az elényds doézisok a terdpia beinditasdhoz harom-
szor hetenkénti adagoldsi Gtemezésnél 0,15 és 0,25 ug peptiditesttdmeg
kgfadag kdzod vannak, és hetenként egyszern adagolasi Ulemezésnél
0.45 és 0,75 pg peplidikgiddzis kdzol vannak a beadas mindkét Gjanal.

Bar a talalmanyt agy irjuk le, hogy elsfsorban az szerepelien benng,
amelyet eldnyds kiviteli formajanak vagy modianak tekintiink, ez nem
korlatozodik a meliékelt kiviteli formakra vagy moédokra, hanem sllenke-
zbleg: az a szandékunk, hogy ez lefedie a kildnbdzé médosulatokat és
ekvivalensekel, amelyek a mellékelt igénypontok szellemén és oltalmi
kOren bellil vannak, ahol az oltalmi kar a legszélesebben van értelmez-
ve, hogy korlidleflen minden ilven médosulatot és ekvivalenst.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Human ertropoietin ansldg, amely tartalmaz még legalabb egy
tovabbi ghkosilezd helvel a human eritropoietinnek az 1. sz. szekvencian
feltiintetelt 1-165 csoportial kel az 52.; 53, &5, 88, és 114, helyek
barmelyikénél, ahol egy N-kapcsoll szénhidrat lane van hozzdadva a ne-
veretl helyhez,

2. Az 1. igénypont seerintt analdg, amely legalabb két fovabbi
glikozilezd helyet tartalmagz, ahol a helyek mindegyikéhez egy-egy szén-
hidrat lane van régzitve.

3. Az 1. igénypont szerint analdg, amely legaldbb harom tovabbi
glikoziezd helyet tartalmaz, ahol 3 helyek mindegyikéhez egy-egy szén-
hidrat lanc van régzitve.

4. Az 1 igénypont sserintl ansldg, amely legsldbb négy tovabhi
glikozilezd helyet tartalmaz, shol a helyek mindegyikéhez egy-egy szén-
hidrat fanc van rgzitve.

5. Az 1. igénypont szerintl analdg, amsivet az alabbiak kdzil valase-

tunk:

Asn™ Thet EPQ;

Asn®™ The™ EPQ;

Asn™ Thr'® EPQ;

Ast Thr®? Asn™ Thre® Val® Asn®™ The™® EPQO;

Asn™ The"' EPQ;

Asn®val™ Th®™ EPQ;

Asn™ Thr™ Asn®™ The™ EPO;



Asn® Thr™® Asn'™ Thr''® EPO; vagy
Asn™ Thr® Asn® The® val™ asn®™ The™ asn®™ The'® EPQ.

5. Az 1-5 igénypontok barmelyike srerinl analdg, amely egy
exogén DNS szekvencia expresszitjanak termeke.

7. DNS szekvencia, amely valamely, az 1-5. igénypontok barmelyike

szerintt analdgot kddol,

8. Eukaridta gazdasejt, amely valamely 7. igénypont szerinti DNS
szekvencidval van atfertbzve olyan modon, amely lshetdve teszi a3 gaz-

daseft szamara, hogy exprasszalja az analdgot.

8. Kompozicid, amely valamely 1-5 igénypont szerinti analdg
gyogyaszatilag hatékony mennyiségel tartalmazza valamely gydgyasza-

tilag sifogadhatd higitoval, adjuvdnssal vagy hordozdval egyitt.

10, Az 15, igényponiok barmelyike szerintl analdg terdpidsan hata-
s08 mennyisegének alkalmazésa emidsdk hamealokrit érigkének nivele-
sére &s fenntartasara szolgdld gydgyaszati keszitmény elballitasara.

1. A 10, igénypont szerintl alkalmazas azzal jellemezve, hogy az
anzlog mennyiségdt helenként sgyszer, minden masodik hélen egysser
vagy minden hdnapban egyszer adjuk be.

12. A 11 igénypont szerinti alkalmazés azzal jellemezve, hogy a
bevezstel analdg mennyisege mintegy 0,025 és 1.5 ug sritropoiatin
peptidiasttdmeg kg/ddzis hetenként haromszor,



@
A X T3 *
® %
x

13, A 12, igénypont sezerintl alkalmazas azzal jellemezve, hogy a
bevezelell analég mennvisége kevesebb, mint mintegy 0,028 ug

gritrapoietin peptidfiiestidmeg kglddzis hetenként haromszor.

14, A 10, igénypont szerintl alkalmazas, ahol az emids csikkent
vagy megsziint vesefunkcidval jard anémiaban szenved.

15, A 10 igénypond szerintl alkalmazas, shol az emids misloszup-
pressziv terapidval Jard anemiaban szenved

18. A 10, igénypont szerinti alkalmazas, shol a célszervezetben leg-

alabb 30 %-0s ériékre ndvelilik vagy ezen a szinten tartjuk.

17. Eljaras human eritropoistin analdg ldallitasara, amelynek soran
egy a & igénypont szernll gazdasejtet tenyésziink a2 analdg expresz-

szidiat lsheldvé tevh kOrliimenyek kOzE8H, majd az analdgot kinyerilk.

A meghatalmazott:




1 ABRA

Met @y ¥al His Qlu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leun Leu Leu Ser Lau
~25 ~20 ~315

Lew Ser Leu Pro Lew Gly Leu Pro ¥al Leu Bly &ia Pro Pro Arg Law
~10 -5 i &

Iie Cys Asp Ser Arg Val Lew Glu Arg Tyr Lew Leu ulu Ala kys Glug
ER¢ 18 ¢

Ala Glu Asn Tle Thr T™he Gly Cys Alas Slu His Cys Ser Leu Asn Qlu
25 3y 35

Asn Ile Thy Val Pro Asp Thy Lys Val 2sn Phe Tyr Ala Trp Lys Arg
4Q 45 59

s
&
&

Met Glu Val Gly Sls Gls Ala val Glx Val Tep Gln Ry Ala Leu

3B &4 85

Leu Ser Glu Ala Val Leu Rzg Gly Sln Ala Lew Lew Val Asn Sar Ser

TG 5 8¢ 85
Gin Pro Tep $lu Pro Lew Sln Leu His Val Rap Lys &la ¥Val Ser Sy
MEE 85 iQa
Lew Arg S=r Lsa The The Leu Lew Adrg Alas Leu Gly adla Gln Lys Sy
103 130 115
Ala Ils Ser Pre Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Fro Lew Arg Thr Ile
12¢ 125 13¢
Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Xrg Val Tyr Ser Asn Fhe Ley
138 148 143
Arg Gly Lvs Lew Lys Leuw Tyer Thr Gly Blu Ala Cys Arg Thx Gly Asp
150 i5% s 18%
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Valtoras 3 hematokrit értékben

ooy W wdew
X e >

v % <

@3’9 °o-~‘ '*o‘ Tan®

5. ABRA

A tanuluvdny napjai

@ N47 1,25 ugikgiddzis (IP-TIA )
~Be- N4T 0,825 uglkaiddzis { 1P- TH )
-8 N4T 0,313 uglgidozis { IP-TIW)

NAT 0,156 ukgiddais { IP-TIW )
o h()!‘d;\,?ﬁi\g\f r{"&}

O cHeEPD 10 uglkgiddsis
~g- tTHUEPO 2,8 ugikgiddzis ;

3 rHuEPO 125 ugikgiddeis

v erﬁE‘P@ G 825 uglkgiddais {
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8. ABRA

Yaltozas s hematokrit értékben
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A& taulmiany napjai

@ NA7 25 paikeiddrisiV-QwW)
~— N47 12,5 ugfkaidozis { IV-QW )
&~ N4T 6 25 uglkgldizis { M-QW )
|- hordozs (1V-QW)

aTuloRs

- tHUEPO 200 pgfkg/ddmis 1V-Qw)
- rHUEPO 100 ug/ka/dozis IV-QW)
- tHeEPO 50 pgikg/dszis 1v-Qw)
- tHUEPO 25 uglkgidazis(IV-OW)



Viltozas 3 hematoknit érigkben
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9 AHRA

A tanulmidny napja

Na7 200 ugikgidszis (IV-EOW)
N47 100 ugkglddzis (IV-EQW)
N47 23 ppikgldozis {IV-EQW)
N47T 12,5 ugikg/ddzis (IV-QW)
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