RO 117188 B1

(19) OFICIUL DE STAT
PENTRU INVENTII SI MARCI
Bucuregti

ROMANIA

(11 Nr. brevet: 117188 B1

(s1 Int.CL.” C 12 N 9/22;
C07 K 1/00; A61K 38/46:

vna_BREVET DE INVENTIE

Hot#rérea de acordare a brevetului de inventie poate fi revocata
in termen de 6 luni de la data publicarii

{21) Nr. cerere: 94-01956

(22) Data de depozit: 28.05.1993

(30) Prioritate:  08.06.1982 US 07/895.300;

(41) Data publicarii cererii:

(42) Data publicarii hotararii de acordare a brevetului:
30.11.2001 BOPI nr. 11/2001

(45) Data eliberarii si publicarii brevetului:
BOP! nr.

{61} Perfectionare la brevet:
Nr.

(62) Divizatd din cererea:
Nr.

(86) Cerere internationala PCT:
Nr. US 93 / 05136 28.05.1993

{87) Publicare internationala:
Nr. WO 83/25670 23.12.1993

(56) Documente din stadiul tehnicii:
US 4065355; WO 90/07572

(71) Solicitant:
{73) Titular:
(72) Inventator;

(74} Mandatar:

GENENTECH INC., SOUTH SAN FRANCISCO CALIFORNIA, US;
GENENTECH INC., SOUTH SAN FRANCISCO CALIFORNIA, US;

FRENZ JOHN, MILLBRAE 84030, US; SLIWKOWSKI MARY B., SAN CARLOS 84070,
US; SHIRE STEVEN J., BELMONT 84002, US;

$.C. ROMINVENT S.A., BUCURESTY;

sas DNAZA UMANA, PURIFICATA, PROCEDEU PENTRU
PREPARAREA ACESTEIA $1 COMPOZITIE CARE O CONTINE

(57) Rezumat: Inventia se referd la DNaza
umana, purificatd, avand secventa de amino-
acizi prezentatd in fig. 1, in care restul Asn,
corespunzétor pozitiei Asn 74 din DNaza
umand, este deamidat sau nedeamidat, pre-
cum si variatele acesteia, rezultate in urma
mutatiilor punctiforme, avand activitate de
hidrolizare DNA enzimatica, la un procedeu
pentru prepararea DNazei umane, purificate,
deamidate la restul Asn 74, dintrun amestec

de DNaz& umana, deamidata si ne-deamidats,
prin separare pe o résind schimbatoare de
cationi cu tentacule sau cu o rasind heparin
mobilizaté sau cu o rasind DNA analoags,
nehidrolizabild, moabilizats, si la 0 compozitie
de DNaz& umana, purificata.

Revendicéri: 6
Figuri: 9




10

15

20

25

30

35

40

45

RO 117188 B1

Inventia se referd la DNaza umand purificatd, la un procedeu pentru prepa-
rarea DNazei umane purificate deamidate la restul Asn corespunzator Asn 74 din
DNaza umana nativd sau a DNazei umane purificate nedeamidate la restul Asn
corespunzator Asn 74 din DNaza umand nativa dintr-un amestec al acestora si la o
compozitie farmaceuticd cuprinzand DNaza purificatd care poate fi administrata
pacientilor care sufera de afectiuni pulmonare..

Este cunoscut din lucrarea lui Liao si colab. J.Biol.Chem 24:891489 (1973)
secventa de aminoacizi completd pentru deoxiribonucleaza de mamifere.

Deoxiribonucleaza este o fosfodiesteraza capabila sa hidrolizeze acidul polideoxi-
ribonucleic si a fost purificata la diferite grade de puritate din diferitele specii.

Deoxiribonucleaza a fost folosita, printre altele, in scopuri terapeutice. Princi-
pala ei utilizare terapeutica a fost de a reduce viscoelasticitatea secretiilor pulmonare
in boli ca, pneumonia si fibroza chistica, ajutdnd prin aceasta la eliberarea cailor respi-
ratorii. Vezi, de exemplu, Lourenco, si altii, Arch.Intern.Med.142: 2299(1982}; Shak
si alti, Proc.Nat.Acad.Sci, 87:9188(19890), Hubbard, si alti, New Engl.
J.Med.326:812(19392).

DNA-ul ce codificd DNaza umana | (acid deoxiribonucleic) a fost izolat si secven-
tializat, iar DNA-ul exprimat in celulele gazda recombinante, fécénd astfel posibild pro-
ducerea de deoxiribonucleazd umana n cantitati utilizabile comercial, vezi, de exemnplu,
Shak, si altii, Proc.Nat.Acad.Sci.87: 9188-8192(1880). Deoxiribonucleaza umana
recombinaté (rhDNase) s-a constatat a fi utilizata clinic, in special, in forma ei purifi-
catd, astfel, incat deoxiribonucleaza sa fie libera de proteaze si alte proteine cu care
ea este in mod obisnuit asociatd in natura. Vezi, de exemplu, Hubbard, si altii, New
Engl.J.Med.326:812(1992).

Mijloacele si metodele prin care deoxiribonucleaza umana poate fi obtinuta in
forma eficientd, din punct de vedere farmaceutic, este descrisa in cererea de brevet
descrisd mai inainte. Diferite metode specifice pentru purificarea deoxiribonucleazei
sunt cunoscute de cétre cei care lucreaza in domeniu. Vezi, de exemplu, Khouw si
colab, in US 4065355 (datat 27 Decembrie 1977); Markey, FEBS Letters
167:155(1984); Nefsky, si colab., Eur.J.Biochem. 179:215(1988).

Cu toate ca nu a fost apreciata la timpul la care a fost inregistratéd cererea de
brevet la care se face referintd mai sus, produsul deoxiribonucleaza aobtinut din cul-
turile celulelor gazda recombinante cuprind, in mod general, un amestec de forme
deamidate si ne-deamidate ale deoxiribonucleazei. Existenta formelor deamidate ale
deoxiribonucleazei au ramas neapreciate cu toate ca fenomenul de deamidare a
reziduurilor de asparagina si glutaminad in unele proteine este cunoscut. Vezi, de
exemplu Eipper, si colab., Ann.Rev.Physiol.50: 333(1988); Kossiacoff, Science
240:199(1981); Bradbury, si colab., Trends in Biochem. Sci. 16: 112(1991); si
Wright, Protein Engineering 4: 283(1891).

Problema, pe care o rezolva inventia, este de a produce DNaza umana purifi-
cata printr-un procedeu specific si de a prezenta o compozitie farmaceuticad cu DNaza
umana purificata.

DNaza umana purificatd avand secventa de aminoacizi prezentata, in fig. 1,
conform inventiei, inldtura dezavantajele de mai sus prin aceea ca, restul Asn
corespunzator Asn 74 din DNaza umana nativd este deamidat sau ne-deamidat,
precum si variante ale acestora rezultate in urma mutatiilor punctiforme (aditie,
deletie, insertie), avand activitate de hidrolizare DNA enzimatica.
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Procedeu pentru prepararea DNazei umane purificate deamidate la restul Asn
corespunzitor Asn 74 din DNaza umand nativé sau a DNazei umane purificate ne-
deamidate, la restul Asn corespunzitor Asn 74 din DNaza umana nativa, dintr-un
amestec al acestora, conform inventiei, inl&turd dezavantajele de mai sus prin aceea
ca, acesta consta in separarea amestecului mentionat cu o résind schimbatoare de
cationi tentaculard sau cu o résind heparin imobilizatd sau cu o résind DNA analog3,
nehidrolizabild, imobilizata.

Comporzitia farmaceutica, conform inventiei, contine DNaza umana deamidat3
intr-0 cantitate mai micd, de aproximativ 25%, in greutate, din DNaza totald in
compozitie.

Prin aplicarea inventiei se obtin urmatoarele avantaje:

- modificare enzimatica a vascoelasticitatii mucusului;

- deoxiribonucleaza umand purificatd ne-deamidata este pe deplin activd din
punct de vedere enzimatic;

Prezenta inventie confirma, dup& faptul neapreciat anterior, cd deoxiribo-
nucleaza umana recombinantd poate exista ca un amestec de forme deamidate sau
ne-deamidate. Utilizand metodele din prezenta inventie s-a gasit c& deoxiribonucleaza
umana deamidata este mai putin activd, din punct de vedere enzimatic, decat deoxi-
ribonucleaza umana ne-deamidatd. Astfel, prezenta deoxiribonucleazei deamidate si
. a deoxiribonucleazei ne-deamidate impreuna in amestec si posibilitatea unei deamidari
ulterioare, aga cum a fost gésit c& are loc la depozitarea in vitro a preparatelor de
deoxiribonucleazd umana, poate complica eforturiie de a asigura existenta unei
uniformitati consecvente in produsul deoxiribonucleazi care este administrat clinic. Ca
urmare, intrucét existenta si caracteristicile deoxiribonucleazei deamidate nu erau
cunoscute anterior prezentei inventii, metodele pentru identificarea deoxiribonucleazei
deamidate si separarea acesteia din preparatele de deoxiribonucleaza in care ea poate
fi gasita erau neevidente la data la care aceast inventie a fost realizata.

Prezenta inventie este directionats c#tre procedeele de separare a formelor
de deoxiribonucleazd umana deamidatd si ne-deamidata dintr-un amestec al acestora.
Acest procedeu cuprinde in exemplele de realizare preferate separarea amestecului
prin cromatografie utilizénd o résina sau un alt mediu suport, care este legat la un
polimer cationic cum ar fi, heparin sau un analog ne-hidrolizabil al acidului deoxiribo-
nucleic (DNA) sau prin cromatografia pe asa-numita résind schimb&toare de ioni
tentaculard. Prezenta inventie este directionatd, de asemenea, catre utilizarea acestor
metode cromatografice cu deoxiribonucleaze ne-umane cum ar fi, deoxiribonucleaza
de bovine.

Prezenta inventie se referd, de asemenea, la deoxiribonucleaza deamidata
umana ca produs purificat, in mod substantial liber de deoxiribonucleazi umana ne-
deamidata.

Inventia se referd, de asemenea, la deoxiribonucleazad umana ne-deamidati ca
produs purificat, in mod substantial liber de deoxiribonucleazd umana deamidati. S-a
gasit aici cd deoxiribonucleaza umana purificatd ne-amidats este pe deplin activa din
punct de vedere enzimatic in comparatie cu deoxiribonucleaza umana deamidata.

Prezenta inventie este directionat3, de asemenea, catre compozitii farmaceu-
tice constand, fie din deoxiribonucleazd umana deamidata purificata, fie din deoxiribo-
nucleaza umana ne-deamidaté purificat3 ca principiu activ, in mod optional, impreuns
cu un excipient acceptabil din punct de vedere farmaceutic.
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Inventia se referd, de asemenea, la 0 metoda cuprinzdnd administrarea unei
cantitati eficiente, din punct de vedere terapeutic, de deoxiribonucleazd umana deami-
data purificata sau de deoxiribonucleaza umana ne-deamidasta purificata, pentru trata-
mentul, unui pacient, de exemplu, cei avand o acumulare de material vascos, con-
tindnd DNA. Administrarea unei asemenea deoxiribonucleazei purificate este efectuata
n mod preferabil prin inhalare directa in plamani.

Inventia este in mod particular directionata catre o metoda de tratare a pacien-
tului avand o boalad pulmonara cum ar fi, bronsita cronica, fibroza chistica sau emfizen,
care cuprinde administrarea unei cantitati eficiente din punct de vedere terapeutic de
deoxiribonucleazd umana deamidata purificatd, preferabil, direct in tractul respirator.

Inventia este directionata, de asemenea, catre compozitii farmaceutice cuprin-
zand deoxiribonucleaza umana ne-deamidata, care este dispusa intr-o fiold din masa
plastica, in mod optional, in prezenta unui excipient acceptabil din punct de vedere
farmaceutic.

Facand o descriere detaliata a inventiei trebuie ardtat ca prin termenul “deoxi-
ribonucleazéd umana” se intelege aici o polipeptida avand secventa de aminoacizi a
deoxiribonucleazei umane mature |, infatisatd mai inainte in fig. 1, precum si variantele
de secvente de aminoacizi a acesteia (incluzand variantele alelice) care sunt active din
punct de vedere enzimatic in hidroliza DNA. Astfel termenul “DNase umana” denota
aici o definitie larga a acelor materiale prezentate si preparate in cererile de brevet
descrise mai inainte.

Termenul "DNase umana” cuprinde in mod necesar deoxiribonucleazd umana
nativd maturd avand un reziduu de asparagina (Asn) la pozitia 74 a aminoacizilor din
polipeptidd. Aceastd asparagind s-a gasit aici a fi susceptibild la deamidare, care
deamidare poate produce un amestec al formelor deaminatd si ne-deamidata ale
deoxiribonucleazei umane. in locul unui reziduu de aminoacid Asn la pozitia 74,
deoxiribonucleaza deamidatd are un reziduu de acid aspartic (Asp) sau izo-aspartic
(izo-Asp (vezi fig. 4)).

Termenul “DNaza umana deamidatd”, asa cum este utilizat aici, inseamna astfel
deoxiribonucleazd umana care este deamidata la reziduul de aspargina din pozitia 74
a secventei de amino acizi a deoxiribonucleazei umane native mature. S-a gasit ca
deoxiribonucleaza umana deamidata poate apare in timpul producerii de deoxiribo-
nucleazd umana prin mijloace recombinante si poate fi gasita in preparatele de
oxiribonucleaza umana obtinute din celulele gazda recombinante. In mod suplimentar,
deoxiribonucleazele umane deamidate pot apare la depozitarea in vitro a deoxiribo-
nucleazei umane ne-deamidate.

Cu toate ca reziduul de aspargind la pozitia 7 in secventa de aminocacizi a
deoxiribonucleazei umane native mature poate fi, de asemenea, deamidat, in plus fata
de reziduul de asparagina la pozitia aminoacidului 74, asemenea deoxiribonucleaza
dublu deamidata, a fost gasitd a fi inactiva din punct de vedere enzimatic.

Termenul de “amestec” asa cum este utilizat aici cu referire la preparate ale
deoxiribonucleazei umane inseamna prezenta, atit a formei de deoxiribonucleaza
umana deamidatd, cat si a celei ne-deamidate. S-a gasit, de exemplu, ca in prepara-
tele de deoxiribonucleazd umana obtinute din expresia recombinants, aproximativ 50
pana la 80% sau chiar mai mult din deoxiribonucleaza umana este deamidata.
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Termenul “DNaz& umand deamidatd purificatd” asa cum este utilizat aici
inseamnd deoxiribonucleazd umana deamidata care este in mod substantial liberd de
deoxiribonucleazé umana ne-deamidata. Cu alte cuvinte, deoxiribonucleaza umané ne-
deamidatd cuprinde, mai putin, de aproximativ 10, preferabil, mai putin, de aproxi-
mativ 5%, si, cel mai preferabil, mai putin, de aproximativ 1%, in greutate, din totalul
deoxiribonucleazei din compozitia de deoxiribonucleaza deamidatd umana purificata.

Termenul “DNaza umand ne-deamidatd purificatd” asa cum este utilizat aici
inseamna deoxiribonucleazd umana ne-deamidata care este in mod substantial libera
de deoxiribonucleazd umand deamidatd. Cu alte cuvinte deoxiribonucleaza umana
deamidatd cuprinde, mai putin, de aproximativ 25, preferabil, mai putin, de aproxi-
mativ 5% si, optional, mai putin, de aproximativ 1%, in greutate, din totalul deoxiribo-
nucleazei din compozitia de deoxiribonucleazd umana ne-deamidata purificata.

Prin termenul “excipient” mentionat aici se intelege un material acceptabil din
punct de vedere farmaceutic care este utilizat impreuna cu deoxiribonucleaza, pentru
administrarea adecvata si cu succes a deoxiribonucleazei la un pacient. Excipientele
adecvate sunt bine cunoscute de catre cei care lucreaza in domeniu si sunt descrise,
de exemplu, n Physicians Desk Reference, in Merck Index si Ramington’s
Pharmaceutical Sciences.

Formularea preferatd pentru deoxiribonucleaza umana este o solutie apoasa
tamponatd sau netamponatd, si, preferabil, este o solutie izotonica de sare, ca, de
exemplu, solutie 150 mM clorurd de sodiu contindnd 1,0 mM clorura de calciu, la
pH= 7. Aceste solutii sunt, in mod special, adecvate pentru utilizare in pulverizatoare
disponibile comercial, incluzand pulverizatoarele cu jet si pulverizatoarele ultrasonice
utilizate pentru administrare, de exemplu, direct in cdile respiratorii sau in plamanii
unui pacient cu afectiuni. Se face referinta la cererile de brevet identificate mai inainte,
pentru detalii suplimentare privind modul cum deoxiribonucleaza umana poate fi
formulata si administrata in vederea unei utilizari eficiente.

Prin termenul “cantitate eficientd din punct de vedere terapeutic” aici se
intelege dozaje, de la aproximativ 1 g pana la aproximativ 100 mg de deoxiribo-
nucleaz& umana per kilogram corp administrata in compozitii farmaceutice, asa cum
sunt descrise aici. Cantitatea eficienta din punct de vedere terapeutic de deoxiribo-
nucleaza depinde, de exemplu, de obiectivele terapeutice, de calea de administrare
si de starea pacientului. In mod corespunzitor, este necesar pentru medicul terapeut
sd titreze dozajul si s& modifice calea de administrare asa cum este necesar, pentru
a se obtine efectul terapeutic optim. Avand in vedere diferentele dintre activitatea enzi-
matica a deoxiribonucleazei deamidate si ne-deamidate descrise aici, este posibil ca,
cantitatea de deoxiribonucleazd ne-deamidatd purificatd necesard pentru a realiza
efectul terapeutic, sa fie mai mica decat cantitatea de deoxiribonucleazd umana
deamidaté purificatd sau un amestec din cele doua forme necesar pentru a realiza
acelasi efect in aceleasi conditii.

Deoxiribonucleaza purificata aici, in mod special, forma ne-deamidat3, este
folositd pentru modificarea enzimatica a vascoelasticitatii mucusului. Astfel de deoxi-
ribonucleaza umana purificata este, in mod special, utilid pentru tratamentul pacienti-
lor cu boli pulmonare care prezintd secretii anormale, vascoase, purulente si stéri
cum ar fi, boli bronho-pulmonare acute sau cronice, incluzand pneumonia infectioasa,
bronsite sau traheo-bronsite, bronhiectasis, fibroza chisticd, astm, tuberculoza si
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infectii fungice. Pentru asemenea terapii, 0 solutie sau un preparat uscat fin divizat de
deoxiribonucleazd umana deamidata purificatd sau deoxiribonucleazd umana ne-
deamidat3 purificata este introdusé prin mijloace conventionale in bronhii, de exemplu,
prin aerosalizare.

Dupa clonarea cu succes si expresia deoxiribonucleazei umane in celule gazda
recombinante, s-a descoperit in urma unei cercetéri serioase ca, produsul deoxiribo-
nucleaza obtinut din asemenea expresii recombinante existd, in general, sub forma
unui amestec de componenti nedefiniti pana in prezent. In particular, analiza de
focalizare isoelectrica (IEF) a deoxiribonucleazei umane purificate din culturi de celule
recombinante din ovare de hamster chinezesc (CHO) a scos in evidentd un model
complex de specii de deoxiribonucleaza. Diferitele specii de deoxiribonucleaza au fost
determinate ca fiind rezultate din mai multe madificari post-translationale a deoxi-
ribonucleazei, incluzdnd deamidarea.

Au fost utilizate doud teste pentru a determina prezenta si extinderea deoxiribo-
nucleazei in asemenea preparate. Una din metode reclama digestia tripticd a prepara-
tului de pornire a deoxiribonucleazei si analiza peptidelor rezuitate prin HPLC in faza
inversa. In aceastd metoda, cantitatea de deoxiribonucleaza deamidaté in preparatul
de pornire a fost determinatd prin masurarea cantitdtilor din sase peptide triptice
care indica deamidarea.

O altd metoda implicd cromatografia preparatului de pornire a deoxiribo-
nucleazei pe o coloana schimb&toare de cationi tentaculara (TCX). S-a descoperit ¢,
coloana TCX este capabild s& separe deoxiribonucleaza umana deamidata si deoxi-
ribonucleaza umana ne-deamidata, astfel, incat fiecare forma de deoxiribonucleaza ar
putea fi separatd in mod eficient de cealaltd si obtinuta in forma purificata. In aceasta
metoda cantitatea de deoxiribonucleaza deamidata si ne-deamidata, in preparatul de
pornire, a fost determinatd prin masurarea pe diagrame a ariei varfurilor care
corespund la formele separate de deoxiribonucleaza.

Cu toate ca aceste doud metode sunt aproximativ la fel de eficiente in determi-
narea si stabilirea cantititii de deoxiribonucleaza deamidatd, metoda TCX este in mod
special eficientd, necesitand de departe mai putin timp si volum de muncé, decét
cealaltd metoda. Mai mult decat atat, cromatografia TCX asigurd un mijloc pentru
separarea formelor de deoxiribonucleazéd deamidate si ne-deamidate, in timp ce
rasinile schimbé&toare de cationi conventionale si diferite alte rasini cromatografice
care au fost analizate nu sunt capabile de o asemenea separare.

Principiul general al cromatografiei TCX a fost descris, de Miller,
J.Chromatogrphy 510: 133(1990); Janzen, si colab., J.Chromatography 522:
77(1990); si Hearn si colab., J.Chromatography 548:117(1891). Fara a limita
inventia la un mecanism particular sau la o anumita teorie de operare, se crede ca
reziduul Asn-74 in deoxiribonucleaza umana, care este susceptibil de deamidare, este
localizata in interiorul portiunii adancite de legare a DNA din enzima, prin analogie cu
structura cristalind cunoscuta a deoxiribonucleazei de bovine. Portiunea adancita de
legare a DNA in forma de crestatura contine reziduuri de aminoacizi bazici (in scopul
de a lega DNA) si aceastd crestatura este accesibild in mod aparent liganzilor din
rasina schimbatoare de cationi tentaculara, dar nu si pentru liganzii mult mai scurti
ai rasinilor schimbétoare de cationi conventionale. in mod prezumtiv, liganzii din résina
schimbatoare de cationi, tentaculard, imitd substraturile acidului nucleic natural.




RO 117188 B1

Ca urmare, este de asteptat ca cromatografia de schimb activd, tentaculars, sa fie
utilizabila pentru purificarea altor nucleaze, cum ar fi, ribonucleaza (RNaze) sau endo-
nucleaze de restrictie, precum si proteine de legare DNA.

In mod alternativ, separarea formelor de deoxiribonucleaza deamidats si ne-
deamidaté ar putea fi realizatd prin cromatografie, utilizand o raésind sau o alt3
matrice - suport continand polimeri cationici legati covalent, cum ar fi, heparin sau un
analog DNA sintetic ne-hidrolizabil. Coloanele cromatografice cu heparin imobilizat sunt
disponibile comercial (de exemplu, de la Toso Haas, Montgomeryville, Pennsylvania).
Analogii de DNA ne-hidrolizabili au fost descrisi, de exemplu, de Spitzer si altii,
Nuc.Acid.Res. 16:11691 (1988). O coloan& pentru DNA analog ne-hidrolizabil imobili-
zat este preparata in mod convenabil prin sintetizarea unui astfel de analog DNA cu
0 grupare de aminoacid la capatul -3' al unuia sau ambelor dintre catenele lui comple-
mentare. Gruparea amino este dupd aceea disponibild pentru cuplare la o coloans
activatd - epoxi, aga cum a fost descrisd, de exemplu, in literatura publicats de Rainin
Biochemical LC Products (Woburn, Massachusetts).

Ca urmare a separdrii cu succes a deoxiribonucleazei umane deamidate si ne-
amidate, in conformitate cu metodele din prezenta inventie, s-a gésit ca deoxiribo-
nucleaza deamidatd umand are activitate enzimaticd diminuatd in comparatie cu
deoxiribonucleaza umané ne-deamidat3, asa cum a fost determinatd printr-un test
“metil green” (MG), Kurnick, Arch, Biochem. 29: 41(1859). Sa gasit ca deoxiribo-
nucleaza umand deamidatd manifesti peste jumatate din activitatea enzimatica a
deoxiribonucleazei ne-deamidate. Astfel, prin combinarea deoxiribonucleazei deamidate
purificate si a deoxiribonucleazei ne-deamidate purificate, din prezenta inventie, in pro-
portii variabile, este posibil a se prepara compozitii farmaceutice de deoxiribonucleaza
umana avand orice activitate specifica doritd in domeniul dintre activititile specifice
ale componentilor individuali, astfel, incat sa fie optime, privind tratarea afectiunilor
speciale.

In continuare, se dau 5 exemple de realizare a inventiei, in leg&tura cu fig. 1-9,
care reprezinta:

-fig. 1, infatiseazd secventele de aminoacizi (SECV.ID.NR. 1) si de baze din DNA
(SECV.ID.NR.2) ale deoxiribonucleazei umane |. Secventa semnalului nativ este
subliniats. Codonii de initiere potentiald sunt incercuiti, iar secventa matura este puss
intre paranteze;

- fig.2, infatiseazd corelarea dintre activitatea enzimatica si extinderea deami-
dérii probelor de deoxiribonucleazi umana. Activitatea specificd determinat prin nor-
malizarea activititii dioxiribonucleazei, asa cum a fost determinata printr-un test “metil
green” (MG) (in unititi de concentratie in raport cu o curbé standard), fats de
concentratia deoxiribonucleazei masurata printr-un test imunoabsorbant de legare a
enzimei (ELISA). Procentul de deamidare a fost determinat prin tratare criptica.
Probele din “Ziua de recoltare” de deoxiribonucleazd umané au fost purificate dintr-o
cultura de celule recombinante de ovare de hamster chinezesc (CHO), exprimand
DNA, care codificd deoxiribonucleaza | umana. Asemenea probe au fost luate la 3, 5,
7.9, 11, 13 si 20 de zile dupa ce s-a inceput cultivarea. Probele de “pH ridicat” sunt
probele din ziua a 13-a de deoxiribonucleaza purificats, care au fost incubate in vitro,
timp, de 2 zile, la pH=8 si, la temperatura, de 37°C. Probele privind “Stabilitatea” au
fost probe de deoxiribonucleaza purificatd din ziua a 13-a, care au fost stocate in vitro,
la temperatura, de 5, 25 sau 27°C, pentru diferite perioade de timp;
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- fig.3, este un exemplu o cartare triptica a deoxiribonucleazei utilizata pentru
determinarea extinderii deamidarii. Proba aratata aici reprezintd deoxiribonucleaza
deamidatd 65%. “mAU" indica unitati de mili-absorbanta la 214 nM;

- fig.4, este o reprezentare schematicd a deamidarii reziduului de aspargina in
pozitia 74 (Asn - 74) in deoxiribonucleazd umana nativa. Deamidarea converteste Asn-
74, fie la acid aspartic (Asp), fie la un reziduu izo-aspartat (izo-Asp). Fiecare dintre
cele 3 forme de deoxiribonucleazad conduce, la digestia cu tripsind, la o pereche de
peptide care indica identitatea formei particulare de deoxiribonucleaza;

- fig.5, este o cromatograma a unei probe de deoxiribonucleazé umana fractio-
natd intr-o coloand schimbatoare de cationi tentaculard (TCX). Proba ardtatd este
deoxiribonucleaza deamidata 67%;

- fig.6, prezinta cartdrile triptice a doua varfuri de fractiuni obtinute din
separarea TCX, aratat3 in fig. 5. Absenta peptidei triptice T 6-7 din reprezentarea
obtinutd prin digestia varfului 2 digest indica absenta deoxiribonucleazei deamidate;

- fig.7, arata cromatograme a mai multe multiplelor probe de deoxiribonucleaza
umana fractionate pe o coloand TCX. Proba denumitd “M1 - 28 STD” este un preparat
de deoxiribonucleaza umana obtinut dintr-o culturd de celule din ovare de hamster
chinezesc (CHO) transformat cu DNA care codificd deoxiribonucleaza umana nativa.
Proba notatd “DNaza ASP mutant” este deoxiribonucleaza, avand un reziduu de acid
aspartic (preferabil, decat un reziduu de aspargin) la pozitia 74 a aminoacidului si care
astfel, are aceeasi secventa de aminoacizi ca forma Asp a deoxiribonucleazei deami-
date descrisa in fig. 4. DNaza ASP mutant a fost obtinuta dintr-o cultura de celule
transformate cu DNA, care codificd acea forma@ mutantad a deoxiribonucleazei umane
DNA, care codificd DNaza ASP mutant a fost preparat prin mutageneza situs direc-
tionatd a DNA,care codificd deoxiribonucleaza umand nativd. Compararea cromato-
gramelor aratd c3 una din formele de deoxiribonucleazd umana in proba M1-28 STD
elueaza la separarea pe coloana TC la aceeasi pozitie ca DNaza Asp Mutant;

- fig.8, arata cromatogramele diferitelor probe de deoxiribonucieaza umana,
fractionate pe o coloana TSK - Heparin (Toso Haas, Montgomeryville, Pennsylvania).
Proba denumita “12K - 8" este un preparat de deoxiribonucleaza umana obtinuta dintr-
o culturad de celule din ovare de hamster chinezesc (CHO) transformate cu DNA,care
codificad deoxiribonucleaza | nativda umana. Proba denumita “Standard deamidatd™ este
deoxiribonucleazd umand deamidatd purificatd. Proba denumitd “Standard ne-
deamidatd” se refera la deoxiribonucleaza umana ne-deamidata purificata. Deoxiribo-
nucleaza umana deamidata purificata si deoxiribonucleaza umana ne-amidata purificatad
au fost preparate cu ajutorul cromatografiei TCX;

- fig.9 aratd cromatogramele a mai multe probe de deoxiribonucleazd umana
fractionate pe o coloana cu un analog DNA imobilizat. Proba denumita “M1-28" este
un preparat de deoxiribonucleazd umana obtinut dintr-o cultura de celule din ovarele
de hamster chinezesc (CHO) transformate cu DNA care codificd deoxiribonucleaza
umana nativa |. Proba denumitd “Standard Deamidat” este deoxiribonucleaza umana
deamidatd purificatd. Proba denumitd “Standard Ne-deamidat” se referd la
deoxiribonucleaza umana ne-deamidata purificata. Deoxiribonucleaza umana deamidata
purificatd si deoxiribonucleaza umana ne-deamidatd purificatd au fost preparate prin
cromatografie TC. Proba denumitad “DNase ASP Mutant” este deoxiribonucleaza avand
un reziduu de acid aspartic (preferabil, decat un reziduu de aspargind) la pozitia 74
a aminoacidului.
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Exemplul 1. Procedura utilizatd pentru cartarea obtinuta in urma digestiei cu
tripsind deoxiribonucleazei umane este rezumati dupd cum urmeaza:

Se aduce concentratia unui miligram de prob# de deoxiribonucleazs, pana la
4 mg/ml prin concentrare pe un aparat Amicon Centrico - 10 sau prin dilutie cu un
excipient. Volumul final: 250 .

Se adauga 250 pl tampon de pretratare (40 mM BisTris, 10 mM EGTA,
pH=6,0]) la proba. Se incubeaza o ori, la 37°C.

Tamponul schimb3 proba intr-un tampon digest (100 mM Tris, pH=8), utilizand
coloana Pharmacia NAP - 5. Volumul final: 1 ml.

Se adauga la proba 10 pl solutie de tripsina (1 mg/ml tripsind, 1 mM acid
clorhidric) si se incubeaza, timp, de 2 h, la 37°C.

Se adaugé cea de-a doua probé, de 10 pl de solutie de tripsina la prob4 si se
incubeaza suplimentar 2 h, la 37°C.

Se opreste digestia prin addugarea a 6 pl acid trifluoroacetic (TFA). Probele se
pastreaza la sau sub 5°C, pana la cromatografie.

Se separa amestecul de peptida prin HPLC in urm&toarele conditii:

Coloana: Nucleozil C 18, 5 ym, 100 A, 2,0 x 150 mm (Alitech, Co., Deerfield,
llinois). Temperatura coloanei: 40°C. Eluent A: 0,12% TFA in apa. Eluent B: 0,10%
TFA in acetonitril.

Profilul gradientului:

Timp (min) %A %B
0 100 0

5 100 0

65 40 60

69 5 a5

70 5 a5

Debit: 0,25 ml/min. Volumul de injectie a probei 250 pil.

Timpul de reechilibrare a coloanei post-operatoriu, la 100% A: 20 min.

Temperatura compartimentului auto-prob&: 5°C.

Detectia: Absorbantd, la 214 si 280 nm.

Se identifica peptidele triptice T7, (D)T7, T7-8, (D]T 7-8, T6-7-8 si T6-7 prin
timpul de retinere in comparatie cu cel standard.

Integrarea cromatogramei obtinute, la 280 nm: Se verifica calitatea integrarii
prin inspectarea liniei de bazé si separarea varfurilor de elutie apropiats. O atentie
specialad trebuie data peptidelor cu elutie timpurie T7 si (D)T7, care pot s& nu fie bine
redizolvate.

Se normalizeaza ariile varfurillor a celor sase peptide raportate la continutul de
tirosind. Peptidele T7, (D]JT7, T7-8, si (DJT7-8 contin fiecare, cate un singur rezidiu
Tyr, in timp ce T6-7-8 si T6-7 contin trei reziduri Tyr. Se calculeazi proportia speciilor
deamidate bazate pe normalizarea ariilor varfurilor (D)T7, (D) T7-8, T6-7-8 si 16-7
raportate la ariile totale normalizate ale varfurilor a celor sase peptide.
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Un miligram de deoxiribonucleaza intr-un volum, de 250 pl este necesar pentru
a utiliza cu acuratete metoda de cartare tripticd pentru determinarea deoxiribo-
nucleazei deamidate, in conformitate cu procedura schitatd mai inainte. Prin urmare,
prepararea probei initiale pentru aceastd metoda necesit3, fie concentrarea, fie dilutia
probei pentru a obtine acest rezultat. Deoxiribonucleaza in prezenta calciului este
puternic rezistenta la proteaze, incluzand tripsina. Prin urmare, urmatoarea faza in
procedura este indepartarea partiala a ionilor de calciu prin tratare cu acid[etilen-
bis(oxietilennitrilo)]tetraacetic (EDTA).

Supra-tratarea cu EDTA poate denatura si agrega deoxiribonucleaza, astfel,
incat aceasta faza trebuie condusa cu grija. Proba tratatd cu EDTA intr-un volum, de
0,5 ml este apoi schimbata intr-un mililitru de tampon de digestie, se adauga tripsinad
si proba este incubata, la temperatura, de 37°C, timp, de 2 h. Cea de-a doua portie
de tripsina este adaugat dupa aceea, iar proba este incubata suplimentar, timp, de
2 h. Digestia este opritd prin acidifiere si proba este fie pastratd pentru o analiza
ulterioara sau incarcata direct in coloana HPLC.

250 pl (250 pg) de amestec de peptide rezultate din digestia cu tripsina este
separat intr-o coloand HPLC cu faza inversa, in conformitate cu conditile schitate mai
HPLC a fost realizat cu un model Hewlet - Packard 1090 M HPLC. Efluentul coloanei
a fost monitorizat simultan, la 214 si 280 nm, prin intermediul unui detector cu dioda
ceea ce reprezintd o caracteristicd a acestui instrument. intrucat, portiunea de
inceput a cartarii peptidei este criticd pentru cuantificarea deoxiribonucleazei deami-
date, asa cum este descris mai inainte, alte instrumente cu gradient de intarziere mai
mare si alte volume extra-coloana ar putea sa nu fie potrivite pentru aceasta analiza.
Fiecare analiza, conform acestei proceduri, necesitd 70 min, pentru separarea
gradientului si 20 min, pentru reechilibrarea coloanei pentru o durata totala a ciclului
HPLC, de 90 min. Analiza rationald si interpretarea integrarii varfului pentru determi-
narea deoxiribonucleazei deamidate intr-o proba sunt descrise mai jos.

Deamidarea deoxiribonucleazei umane decurge cel putin la reziduul asparaginic
care este prezent in pozitia aminoacidului 74 (Asn 74) in deoxiribonucleazd umana
matura nativa. Asn - 74 este la capatul C - terminal a situsului de clivare sub actiunea
trisinei la reziduul argininic la pozitia 73 a amino acidului (Arg - 73), asa cum este
aratat in lista peptidelor triptice ce se asteapta a fi obtinute din deoxiribonucleaza
umana aratate in tabelul I:

‘ Tabelul |
Peptide care se asteaptd a fi produse prin digestia deoxiribonucleazei umane
mature, cu trepsina

iD Reziduuri Secventa de amino acid a peptidelor
L 1-2 LK

T2 3-15 IAAFNIGTFGETK (SECV.ID.NR.3)
13 16 - 31 MSNATLVSYIVQILSR (SECV.ID.NR.4)
T4 32 -41 YDIALVGEVR (SECV.ID.NR.5)
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Tabelul | (continuare)

ID Reziduuri Secventa de amino acid a peptidelor

15 42 - 50 DSHLTAVGK (SECV.ID.NR.6)

16 51-73 LLONLNGDAPDTYHYVVSEPLGR

(SECV.ID.NR.7)

17 74-77 NSYK (SECV.ID.NR.8)

T8 78 -79 ER

19 80-111 YLFVYRPDQVSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFN
R (SECV.ID.NR.9)

T10 112 -117 EPAIVR
(SECV.ID.NR.10)

T 118 - 121 FFSR
(SECV.ID.NR.11)

™2 122 - 126 FTEVR
(SECV.ID.NR.12)

T13 127 - 157 EFAIVPLHAAPGDAVAEIDALYDVYLDVGREK
(SECV.ID.NR.13)

T14 158 - 185 WGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSGWSSIR
(SECV.ID.NR.14)

T15 186-213 LWTSPTFQWLIPDSADTTATPTHCAYDR
(SECV.ID.NR.15)

T16 214 - 222 IWAGMLLR
(SECV.ID.NR.16)

T17 223 - 260 GAVVPDSALPFNFRAAYGLSDGALAGAISDHYP

' VEVMLK
(SECV.ID.NR.17)

in locul reziduului Asn (notat cu o singura literd “N”), la reziduul 74 din deoxi-
ribonucleaza umana ne-deamidata nativa, deoxiribonucleazi umana deamidati are, fie
un reziduu Asp, fie un reziduu iso-Asp, cum este ardtat in fig. 4. Iso-Asp este o forma
izomerica, beta-amino acid a acidului aspartic. Legatura peptidica dintre Arg-73 si iso-
Asp este rezistentd la separarea cu tripsina, astfel, incat deoxiribonucleaza deamidat3
conduce la o peptida triptica caracteristica continand reziduuri 51 - 77 si denumita
T6-7, intrucét ea este o peptida conjugatd T6 si T7. In conditiile utilizate pentru
cartarea tripticd, legdtura peptidicd Arg-73-Asn-74 din deoxiribonucleaza umana ne-
deamidatd si legadtura peptidicd Arg-73-Asp-74 in forma Asp a deoxiribonucleazei
umane deamidate sunt rupte de cétre tripsina. Prin urmare, deoxiribonucleaza ne-
deamidata este indicata in cartarea triptica prin prezenta peptidei T7 ar&tats in tabelul
I, in timp ce forma Asp - 74 a deoxiribonucleazei deamidate este indicata in cartarea
tripticd prin prezenta peptidei T7 deamidate, denumits (D)T7. Aceste trei peptide
raportor sunt marcate in fig. 3. Din nefericire, tripsina rupe doar partial leg&tura
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peptidica la capatul C - terminal a T7, intre reziduurile 77 si 78, astfel, incat fiecare
dintre peptidele raportor T7, (D) T7 si T6 - 7 are un T - 8 conjugat, T7 - 8 (D) T7-8
si respectiv T6 - 7 - 8. Aceste sase peptide raportor trebuie sa fie prin urmare luate
in considerare pentru a cuantifica cantitatea de deoxiribonucleaza umana deamidata
prin metoda cartarii triptice.

In principiu, peptidele (D)T7, (D)T7 - 8, T6 - 7 si T6 - 7 - 8 reprezinta deoxiribo-
nucleaza umana deamidatad si peptidele T7 si T7 - 8 reprezintd deoxiribonucleaza
umana ne-deamidata, iar cunoasterea proportilor relative ale acestor peptide permite
calcularea directa a extinderii deamidarii intr-un preparat de deoxiribonucleaza. Cu
scopul de a calcula fractiunea de deoxiribonucleaza deamidata din proba, este nece-
sara cunoasterea raportului molar dintre speciile deamidate si ne-deamidate.

Existd doua probleme suplimentare in procedura de cartare triptica care tre-
buie depasite: o problema cromatografica si o problema de detectie. Problema croma-
tograficd este reprezentatd de faptul ca peptida T2 coelueazd cu T6-7, si astfel
impiedica integrarea cu acuratete a ariei varfului acestei peptide care indicd deamida-
rea. Aceasta problema poate fi depasitad prin integrarea cromatogramei obtinuta, la
280 nm, intrucat toate cele sase peptide relevante au cel putin un reziduu de tirosind
(Tyr), si astfel, absorb puternic, la 280 nm, in timp ce, T2, care nu contine reziduuri
de Tyr sau triptofan, absoarbe slab la aceasta lungime de unda. Problema de detectie
este aceea ca peptidele T6 - 7 si T6 - 7 - 8 contin fiecare céte trei reziduuri Tyr, n
timp ce celelalte patru peptide contin fiecare numai unul. Astfel, peptidele contindnd
T6 au o absorbtivate molara mai mare decéat aceea pe care o au peptidele care contin
numai T7, si o simpla comparare a ariilor varfului ar duce la o supraestimare in ceea
ce priveste continutul de specii deamidate din proba. Aceasta problema este depasita
prin normalizarea ariilor varfului celor sase peptide in ceea ce priveste numarul de
reziduuri Tyr din peptide. Normalizarea ariilor varfului in acest mod conduce la faptul
ca toate reziduurile de tirosina in fiecare din peptide este intr-un mediu chimic echi-
valent, care este probabil o buna ipoteza daca ne referim la peptidele relativ mici cum
sunt cele considerate aici. Dupd normalizare, ariile corectate ale varfului pentru
peptide deamidate si ne-deamidate pot fi comparate pentru a ajunge la o estimare a
continutului de deoxiribonucleazd deamidata si ne-amidata din praoba.

Exemplul 2. Cromatografia de schimb de cationi tentaculara

Rasinile schimbatoare de cationi tentaculara (TCX), spre deosebire de rasinile
schimbé&toare de cationi conventionale, au liganzi poliionici legati la o suprafatd de
bioxid de siliciu. Liganzii coloanei LiChraspher (marca inregistratd) 1000 SO, (EM
Separations, Gibbstown, New Jersey) utilizati in acest exemplu, asa cum au fost
anuntati, contin, intre 25 si 50 grupari sulfopropil de-a lungul unui schelet de
polietilend, care este legat la un capat de suprafata de silice.

Cromatograma TCX a unei probe de deoxiribonucleazd umana recombinanta
obtinutd pe o coloana LiChrospher (1000 SO ,) este aratata in fig. 5. Deoxiribo-
nucleaza recombinantd umanad a fost purificatd din culturi de celule de ovar de
hamster chinezesc (CHO) transformate cu deoxiribonucleazd umana codificatd de

DNA, si prezentata de Shak, si colab., in WO 90/07572 (publicatd in 12 iulie 1990).

Cele doud varfuri obtinute au fost colectate si supuse la diferite analize cu
scopul de a le identifica formele de deoxiribonucleaza ce diferd numai in ceea ce
priveste reziduul de la pozitia 74 a aminoacidului. Fig. 6 arata cartarile triptice a celor
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doud varfuri colectate din coloana TCX, confirménd faptul ca ele sunt, respectiv,
formele deamidatd si ne-deamidata ale deoxiribonucleazei umane. Reprezentarea
tripticd dezvaluie, de asemenea, faptul c& ambele forme ale deoxiribonucleazei
deamidate (avand Asp si izo - Asp la pozitia 74 a aminoacidului) sunt prezente in
primul varf obtinut din separarea TCX. Tabelul Il arata activitdtile specifice masurate
pentru cele doua varfuri, confirmand relatia dintre deamidare si activitatea specifica
dedusa din corelatia ardtatd in fig. 2, si astfel constituie in continuare un suport
pentru identificarea fractiunilor TCX. Activitatea fractiunilor de deoxiribonucleaza a fost
determinata printr-un test “metil green”.

Tabelul Il
Activitatea fractiunilor colectate din coloanad TCX
(MG si ELISA reprezintd media de determinare a doua probe)
Proba MG ELISA Activitate
(ng/ml) (ng/mil) specifica
Preparatul de pornire al deoxiribonucleazei 8315 7828 1,06
umane recombinante (incarcare)
Varf 1 TCX (deamidat) 85,3 119,7 0,71
Varf 2 TCX (ne-deamidat) 149,2 99,4 1,80

0 forma mutantd a deoxiribonucleazei umane, avand un reziduu Asp la pozitia
74 a aminoacidului, a fost produsa prin mutageneza situs directionatd a DNA care
codificd deoxiribonucleazd umana matura nativa. Acest mutant co-elueazé cu primul
varf obtinut in cromatografia de mai sus, asa cum este aratat in fig. 7.

Pentru a incarca rasina schimb&toare de cationi tentaculara LiChrospher
(marca inregistratd) 1000 SO, se foloseste urmétoarea procedursd. O altd radsing
schimbatoare de cationi tentaculara utilizabild in mod similar pentru separarea for-
melor de deoxiribonucleazd umana deamidatad si nedeamidata este résina schimba-
toare de cationi tentaculard Fractogel (marcd inregistratd) (EM Separations,
Gibbstown, New Jersey). LiChrospher si Fractogel sunt marci inregistrate ale EM
Industries, Inc., Hawthorne, N.Y., sau E.Merck, Darmstadt, West Germany. Formele
“tari® ale rasinilor schimbdtoare de cationi tentaculare (fie ale LiChrospher sau
Fractogel), avand o grupa functionald SO, se pare ca conduc in prezent la cele mai
bune rezultate.

Exemplul 3. Procedura de umplere a coloanei HPLC pentru rasina LiChrospher
[marc4 inregistrats) 1000 SO,

a. Materiale si echipament

1. Cartus sticld superformance in pat de 1,0 cm x 5,0 cm.

2. Umpluturd tampon: 10 nM acetat de sodiu, 1 mM clorurd de calciu, pH
pana la 4,5 cu acid acetic. Filtrat prin filtru, de 0,2 p.

3. Rezervor pentru umplutura coloanei cu o capacitate de 20 ml. (Alitech part
9501 sau echivalent).

4. Coloana din otel inoxidabil 4,6 mm x 50 mm goala cu sinterizari taiate, la
0.5 p.
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5. Pompa HPLC capabild s& mentind o contra presiune de 2000 psi (Model
Waters 510 sau echivalent).

b. Procedura de umplere

1. Caracterizarea rasinii:

a) Se despacheteazad coloana de sticlda Superformance 1,0 cm x 5,0 cm
(Volumul patului = 3,83 ml rasind). Se resuspenda rasina, la 20 ml intr-un vas din
sticla transparenta cu capac, cu umplutura tampon a coloanei. Se aduce sub forma
de suspensie uniforma si se imparte in doud portii, de 2 x 10 ml. Se adauga 10 ml
de umplutura tampon a coloanei, la fiecare portie pentru a se obtine o suspensie, de
aproximativ 1,95 ml rasing, in 20 ml umplutura tampon.

b) Se aduce slamul de rasina la starea unei suspensii uniforme. Se lasa sa se
aseze pana cand particulele formeaza un pat solid pe fundul vasului (2 - 4 h). Se
toarna cu grijd supernatantul care contine particulele fine.

c) Se adauga 20 ml umplutura tampon la rasina si se repeta faza b). Aceasta
procedura trebuie repetatd, cel putin de patru ori, pentru a se asigura indepartarea
tuturor particulelor fine de rasina. |

2. Umplutura coloanei:

a) Se conecteaza coloana HLPC goala, de 4,6 x 50 mm, la rezervorul de
umpluturd. Se aduce rasina sub forma de mal, in 20 mi de umplutura tampon.

b) Se adauga rasina sub form& de mal la rezervor si se acopera repede. Se
pompeaza umplutura tampon la o presiune care nu trebuie s& depaseasca 2000 psi.
Se ajusteaza debitul, astfel, incat presiunea umpluturii s8 ramand constanta la
aproximativ 2000 psi si se lasa sa curga, timp, de 15 min, dupéa ce presiunea s-a
stabilizat. Se indeparteaza coloana si se ataseaza capacul de capdt. Coloana poate fi
utilizata direct sau depozitata, in 0,02% azida de sodiu.

Pentru majoritatea probelor, incluzand deoxiribonucleaza formulata, in 150 mM
clorura de sodiu, nu este necesara prepararea probei inainte de injectarea probei in
coloana. Coloana este echilibratd cu un tampon acetat, avand pH=4,5 continand ioni
de calciu, proba este injectatd si apoi coloana este eluatd cu un gradient de sare. Este
utilizabild urmé&toarea procedurd pentru prepardrile la scard micd a formelor
deamidate si ne-deamidate ale deoxiribonucleazei umane. Proportiile arillor varfurilor
din cromatograma rezultatd sunt egale cu proportile deoxiribonucleazei deamidate si
ne-deamidate din proba.

Faza 1

Se incarca proba continand pana, la 150 mM cloruréd de sodiu si, la un pH
pana la 9 intro fiold autoproba. Praobele de fluid de cultura celulara separate necesita
ajustarea pH-ului la 4,5 si centrifugare pentru indepartarea proteinelor care sunt
insolubile in tampoanele utilizate in aceasta procedura.

Faza 2

Se separa cele doud forme ale deoxiribonucleazei cu ajutorul HPLC in
urmatoarele conditii:

Coloand TCX LiChrospher {marcd inregistratd) 1000 SO, reumplutd intr-o
coloana din otel. Dimensiunile coloanei umplute si utilizate au fost, de 4,6 x 50 mm
si 4,6 x 150 mm.

Temperatura coloanei: ambianta.

Eluent A: 10 mM acetat de sodiu, 1 mM clorura de calciu, pH=4,5.

Eluent B: 1M clorura de sodiu in tampon A




RO 117188 B1

Prafilul de gradient:

Timpul (minute) %A %B
o 100 0

4 100 )

30 30 70

30,1 5 95

37 5 95

Debit: 8 ml/min (50 mm coloana), 0,5 ml/min(150 mm coloana).

Volumul de injectie a probei; pana,la 250 pl.

Timpul de reechilibrare a coloanei dupa operare, la 100% A:20 min.

Temperatura compartimentului de autoproba:5°C

Detectie: Absorbants, la 280 nm.

Faza 3

Se integreazd cromatograma. Se calculeazd proportia speciilor deamidate
bazat3 pe aria varfului obtinut la eluarea timpurie a deoxiribonucleazei deamidate in
raport cu aria totald a varfurilor ambelor forme.

Cromatografia schimbului de cationi tentacularé asigurd, de asemenea, un
mijloc pentru separarea, pe scara mare, a formelor de deoxiribonucleazd deamidata
si ne-amidatd. Separérile la scaré mare se conduc mai convenabil folosind conditii de
operare simplificate la elutie, decat cele descrise mai inainte, pentru separarea anali-
tica la scara mica a celor doud forme de deoxiribonucleaza. Prin urmare, separarile
la scard mare au fost efectuate cu schimbétori de cationi tentaculari suportati pe
suport Fractogel, in conformitate cu urmatoarea procedurs, de pH elutie:

Se umple coloana 31,6 (1,6 cm diametru interior x 15,7 cm inaltime) cu
régind schimb&toare de cationi tentaculari Fractogel EMD SO, - 650 M (EM
Separations, Gibbstown, New Jersey).

Se diafiltreaza incércatura de DNaza cu tampon de echilibrare (30 mM acetat
de sodiu (NaAc), 1 mM clorura de calciu (CaCl,), 50 mM clorura de sodiu (NaCl),
pH=5,0. Se concentreaza prin ultrafiltrare, la un volum, de 355 mi si o concentratie,
de 2,5 mg/ml.

Se spald coloana cu 2,5 ori volumul coloanei (CV) cu 2% hidroxid de sodiu
(NaGH).

Se spalé coloana cu 2,5 ori volumul coloanei (CV) cu tampon de pre-echilibrare
(300 mM acetat de sodiu (Na Ac), 1M clorura de sodiu (NaCl), pH=5.

Se spald coloana cu de 2,5 ori volumul coloanei (CV) cu tampon de echilibrare.

Se incarca coloana cu 1 - 1,3 g de deoxiribonucleaza diafiltratd /ultrafiltrats (de
la faza 2). Se incepe colectarea fractiunilor efluentului coloanei dupa inceperea incar-
carii cu deoxiribonucleaza. _

Se spala coloana cu de 5 ori volumul coloanei (CV) cu tampon de echilibrare.

Se spald coloana cu de 5 ori volumul coloanei tampon de spalare, avand
pH=3,3 (25 mM succinat, 1 mM clorurd de calciu (CaCl,), pH=5,3).

Se spala coloana cu de 10 ori volumul coloanei tampon de spélare, avand
pH=5.,4 (25 mM succinat, 1 mM clorura de calciu, pH=5,4).
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Se spala coloana cu de 10 ori volumul coloanei (CV) tampon de spélare, avand
pH=6 (25 mM MES, 1 mM clorura de calciu, pH=6,0).

Se combina fractiunile colectate in timpul fazelor 6 - 8 pentru a face o rezerva
constand in mod predominant din deoxiribonucleaza deamidata. Se combina fractiunile
colectate in timpul fazei 10 pentru a face o rezerva de deoxiribonucleazi ne-deami-
data. Fractiile colectate in timpul fazei 9 contin un amestec din cele doua forme de
deoxiribonucleaza si pot fi recirculate.

Protocolul descris mai inainte reprezintd un exemplu de utilizare a unei rasini
schimbatoare de cationi tentaculari pentru purificarea preparativé a celor dous forme
de deoxiribonucleazd umana recombinantd intr-0 manierd care este capabild a fi
masurata la recuperarea pe scard mare a deoxiribonucleazei purificate deamidate si
purificate ne-deamidate.

Exemplul 4. Cromatografia cu heparind si cu analogul de DNA imobilizat

in fig. 8 cromatogramele sunt trasate pe baza analizelor pe o coloana TSK -
Heparin (Toso Haas, Montgomeryville, Pensilvania) a probelor continand, fie un ames-
tec de forme ale deoxiribonucleazei umane deamidate si ne-deamidate, de deoxiribo-
nucleaza numai deamidatd purificatd, fie deoxiribonucleazd umana ne-deamidata
purificatd. Coloana TSK - Heparin a fost operata in aceleasi conditii ca cele descrise
mai sus privind operarea coloanei TCX analitice. Cromatogramele trasate demon-
streaza ca, coloana de heparina imobilizatd descompune formele deoxiribonucleazei
deamidate si ne-deamidate.

Asa cum a fost descris mai inainte, un alt mijloc de separare a formelor de
deoxiribonucleazd deamidatd si ne-deamidata este utilizarea unei coloane continand
un analog de DNA imobilizat este rezistent la hidroliza cu deoxiribonucleazi. Un
exemplu a acestei incercari cu coloana cu DNA analog imaobilizat implicd sinteza
oligonuclectidei phosphorotiate 5-GCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGC-NH, - 3'. Aceasts
secventa auto-complementard poate fi normalizatd intr-o form& dublu catenara si
cuplaté intr-o coloana Rainin Hydropore - EP (Rainin Co, Waburn, Massachusetts). Fig.
9 aratd cromatogramele trasate ale analizelor pe aceastd coloand a probelor
continand, fie un amestec de deoxiribonucleazd umana sub forma deamidata si ne-
deamidata, deoxiribonucleazé umana deamidatd purificatd, deoxiribonucleazd umana
ne-deamidatd purificatd, fie deoxiribonucleazd umana mutantd purificatd avand un
reziduu de acid aspartic (preferabil, decdt un reziduu asparaginic) la pozitia
aminoacidului 74. Coloana este spélata pentru aceste analize cu un tampon continand
1 mM clorurad de calciu, 5 mM MES la o valoare a pH=6, si eluatd cu un gradient
linear de sare la 0 concentratie de 1 M clorura de sodiu, timp,de peste 20 min, la un
debit, de 1 ml/min. Asa cum s-a ardtat in fig. 9, in aceste conditii formele de deoxi-
ribonucleazd deamidata si ne-deamidata sunt partial separate una de cealalta. in plus,
cele doud forme izomere ale deoxiribonucleazei deamidate, care difera la pozitia 74
a aminoacidului din secventele de deoxiribonucleaza, prin faptul c3, fie c& au acid
aspartic sau izoaspartic la aceasta pozitie, sunt, de asemenea, separate de aceasts
coloand. Astfel, un avantaj suplimentar al acestei metode cromatografice consta in
aceea cd, permite izolarea celor doi izomeri care apar la deamidarea deoxiribo-
nucleazei umane.

Exemplul 5. Depozitarea in vitro a deoxiribonucleazei umane

Deoxiribonucleaza umand purificatd din celulele CHO recombinante este
dizolvata, la o concentratie, de 4 mg/ml intr-o solutie apoas# netamponati de clorura
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de sodiu 150 mM si 1 mM clorura de calciu. Probele din solutia de deoxiribonucleaza
rezultata au fost introduse in fiole de plastic si de sticla. Doud tipuri diferite de fiole din
masa plasticad sunt utilizate, una fiind confectionatd din résind plasticd 20 Dupont
(produsé de E.|. du Pont de Nemoura § Co, Inc., Wilmington, Delaware, S.U.A.), iar
cealaltd a fost confectionatd din résind plasticd Escorene (produsa de Exxon Corp.).
Ambele aceste rasini plastice reprezintd polietilend de joasd densitate, dar contai-
nerele confectionate din alte materiale plastice, cum ar fi, polipropilend, polistiren sau
alte poliolefine, pot fi, de asemenea, utilizate. Fiolele continand solutia de deoxiribo-
nucleaza au fost stocate, fie, la - 70°C, 2 - 8°C sau 25°C. Initial, a fost deamidat3,
aproximativ 60 - 65% din deoxiribonucleaza din solutie.

Solutiile de deoxiribonucleaza din fiole au fost testate la diferite timpuri dupa
stocarea initiald pentru a determina gradul de extindere a deamidarii in deoxiribo-
nucleaza. Rezultatele acestor incarcari sunt aratate in tabelul lif:

Tabelul Il
% Deamidare a deoxiribonucleazei umane recombinante depozitats in fiole de
plastic si din sticld

Proba Ziua -70°C 2-8C 25°C
Sticla 83 66 66 78
174 63 66 81
Dupont 20 83 65 66 71
174 63 63 70
Escorane 83 65 66 71
174 64 62 70

Dupa o stocare, de 83 si 174 de zile, la - 70°C sau 2 - 8°C nu s-a gésit nici o
diferent in ceea ce priveste cantitatea de deoxiribonucleaza deamidata in fiolele din
material plastic si cantitatea de deoxiribonucleazi deamidata din fiolele de sticla. In
fiecare din aceste cazuri, aproximativ 64% (+2%) din deoxiribonucleaza din fiole a fost
deoxiribonucleaza deamidata.

In mod neasteptat, totusi, dupa o stocare, de 83 sau 174 de Zile, la 25°C, sa
gasit o diferenta intre cantitatea de deoxiribonucleaza deamidat din fiolele de material
plastic si cantitatea de deoxiribonucleazi deamidatd din fiolele de sticld. in mod
semnificativ, o cantitate mai sc&zutd de deoxiribonucleaza deamidata a fost prezenta
in fiolele de material plastic. In particular, dup# o stocare, de 83 de zile, la tempe-
ratura, de 25°C, 78% din deoxiribonucleaza din fiolele de sticld a fost deoxiribo-
nucleazad deamidata, in timp ce numai, aprbximativ 70% din deoxiribonucleaza din
fiolele din material plastic a fost deoxiribonucleaza deamidata. Dupa o stocare, de 174
de zile, la temperatura, de 25°C, 81% din deoxiribonucleaza din fiolele de sticla a fost
deoxiribonucleazd deamidata, in timp ce numai, aproximativ 71% din deoxiribonucleaza
din fiolele de material plastic a fost deoxiribonucleazad deamidata.

Fara a limita inventia la un mecanism particular sau la o teorie de operare, s-ar
putea ca diferentele in ceea ce priveste deamidarea de oxiribonucleazei in fiole din
material plastic sau din sticld, s& fie o consecintd a diferentelor dintre pH-urile
solutiilor din fiole. Initial, pH-ul solutiei de deoxiribonucleazi in fiolele de sticla a fost
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usor mai ridicat, decat cel din fiolele de material plastic (aproximativ, pH=6,7
si,respectiv, aproximativ pH=6,5). pH-ul solutiei de deoxiribonucleaza din fiolele de
sticld a continuat sa creasca usor in timp (la pH aproximativ 6,9, dupad 83 de zile de
stocare, la 25°C si pH aproximativ 7,0, dupa 174 de zile de stocare, la 25°C), pro-
babil, ca o consecinta a silicatilor sau ionilor din suprafata sticlei, dizolvati in solutie.
La pH mai ridicat viteza de deamidare a deoxiribonucleazei deamidate creste. Intruct,
nu a fost apreciat faptul ca, deamidarea deoxiribonucleazei umane apare la pH ridicat,
este o realizare a acestei inventii de a formula si/sau de a stoca deoxiribonucleaza
umana in solutii, avadnd un pH acid, in mod obisnuit, de aproximativ 4,5 - 6,8, si, cel
mai preferabil, la un pH,de aproximativ, 5,0 - 6,8.

Astfel, o imbunatatire semnificativa in ceea ce priveste stabilitatea deoxiribo-
nucleazei umane in solutie este obtinuta prin introducerea solutiei de deoxiribonucleaza
in fiole din material plastic, decat in fiole de sticld, cu o deamidare aparent mai mica
a deoxiribonucleazei care apare in timp in fiolele de material plastic decét in fiolele de
sticld. Aceasta descoperire poate fi, in mod special, relevanta in alegerea ambalajului
deoxiribonucleazei umane pentru uz terapeutic, unde este,in mod special, de dorit ca
deoxiribonucleaza umana sa fie capabild a fi stocata pentru perioade indelungate de
timp, fara o pierdere semnificativd a activitatii enzimatice. Desigur, fiolele de sticla
captusite cu un material care nu este sticld, de exemplu, captuseli din material plastic,
ar putea fi la fel de bine utilizate. Ceea ce este important este evitarea stocarii
deoxiribonucleazei in contact cu sticla, in special, in cazul stocarilor care depasesc
15 - 30 de zile.

In continuare, se va prezenta un test pentru determina activititii enzimatice a
deoxiribonucleazei umane deamidate si a deoxiribonucleazei umane ne-deamidate.

Au fost utilizate multiple metode pentru a examina efectul deamidarii asupra
activititii enzimatice a deoxiribonucleazei umane. Deoxiribonucleaza umana deamidata
purificata si deoxiribonucleaza umana ne-deamidata purificata pentru utilizare in aceste
studii a fost preparatd cu ajutorul cromatografiei TCX, asa cum a fost descris mai
nainte.

In una dintre metodele pentru determinarea activitétii enzimatice a deoxiribo-
nucleazei, DNA sintetic dublu-catenar, cu 25 perechi de baza in lungime, a fost mar-
cat cu dinitrofenol {DNF) la un capat si cu biotina la celdlalt capat. Hidroliza substra-
tului de catre deoxiribonucleaza a fost detectatd ca urmare a prinderii produselor de
reactie n cavitatile unei placi microtitru captusita cu un anticorp, fatd de DNP si prin
determinarea cantitdtii probei intacte cu peroxidaza streptavidin - din hrean.
Activitatea specifica privind stabilitatea probelor a fost corelatd (r? = 0,613;n = 5) cu
gradul de deamidare a deoxiribonucleazei (domeniul 27 - 93%). Extrapolarea prin
metoda celor mai mici patrate a asigurat o estimare ca, activitatea specificd a deoxi-
ribonucleazei umane deamidate a fost cu, aproximativ, 77% mai scazuta, decét cea
a deoxiribonucleazei umane ne-deamidate.

O altd metodd pentru determinare activitétii enzimatice a deoxiribonucleazei
implica hidroliza substratului cromogenic p-nitrofenil fenilfosfonat (PNPP), asa cum a
fost descris de catre Liao si altii, Biochem.J.255:781-787 (1988). Cinetica hidrolizei
PNPP de catre deoxiribonucleaza umana este sigmoidald si a fost rezolvatd prin
regresie nelineara folosind ecuatia Hill. Prin aceastd metoda V,,,, a deoxiribonucleazei
umane complet deamidate a fost determinata ca, fiind, cu 77% mai scazuta, decat
aceea a deoxiribonucleazei umane ne-deamidate. Concentratia substratului la care se
atrage jumatate din activitatea maxima (S 5) nu diferd, in mod semnificativ, pentru
probele de deoxiribonucleazd deamidata si ne-deamidatd umana.
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0 altd metoda pentru determinarea activitatii enzimatice a deoxiribonucleazei
este testul descris de Kunitz, J.Phisiol.33: 349 (1950), preferabil, maodificat, astfel,
incét reactia enzimatica sa aiba loc, la un pH, de aproximativ, 7,0 - 7,5. Prin aceasta
metodd activitatea enzimaticd a deoxiribonucleazei umane deamidate a fost, de
asemenea, determinata ca fiind mai scazutd, decat aceea a deoxiribonucleazei umane
ne-deamidate.

Observatii generale

Descrierea de mai inainte detaliazd metode specifice care pot fi utilizate pentru
a practica prezenta inventie. Posedand metode specifice detaliate utilizate pentru a
identifica, a caracteriza, a separa si a utiliza deoxiribonucleaza umana deamidata sau
ne-deamidata aici, si in continuare dezvaluirea ca sisteme de model specific, avand in
legaturd cu aceasta, cei care lucreaza in domeniu vor cunoaste suficient de bine cum
sa testeze diferitele metode sigure pentru a ajunge la aceleasi informatii in utilizarea
avantajelor prezentei inventii. Astfel, totusi detalierea celor aratate mai inainte care
pot apdrea in text, nu trebuie apreciate ca o limitare a scopului global al acesteia.

LISTA SECVENTELOR
(1) INFORMATII GENERALE
(i) SOLICITANT: Genetech.Inc.
(ii) TITLUL INVENTIEl: FORME PURIFICATE ALE DEOXIRIBONUCLEAZE! (Dnazei)
(i) NUMARUL SECVENTELOR: 17
(iv) ADRESA CORESPONDENTEI:
(A) ADRESANT: Genentech, Inc.
(B) STRADA: 460 Point San Bruno Bivd.
(C) ORAS: Scuth San Francisco
(D) STATUL: California
(E) TARA: U.S.A.
(F) ZIP: 94080
(v} FORMA CITIBILA PE COMPUTER
(A) TIPUL MEDIULUI: 5,25 inch, 360 Kb floppy disc.
(B) COMPUTER: IBM PC compatibil
(C) SISTEM DE OPERARE: PC - DOS/MS - DOS
(D) SOFTWARE: patin (Genentech)
(vi) DATA CURENTA A CERERII
(A) NUMARUL CERERII:
(B) DATA INREGISTRARII
(C) CLASIFICAREA
(vii) DATA CERERIl ANTERIOARE
(A) NUMARUL CERERII:
(B) DATA INREGISTRARII;
(viii) IMPUTERNICIT/AGENT DE INFORMARE
{(A) NUME: Johnston, Sean A.
(B) NUMAR DE INREGISTRARE: 35910
(C) NUMAR DE REFERINTA/EVIDENTA: 747
(ix) INFORMATII DE TELECOMUNICATIE:
(A) TELEFON: 415/225 - 35622
(B) TELEFAX: 415/952 - 9881
(C) TELEX: 810/371 - 7168
(2) INFORMATII PENTRU SECV.ID Nr.1:
(1) CARACTERISTICILE SECVENTE!:
(A) LUNGIMEA: 346 aminoacizi
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(B) TIPUL: amino acid
(C) TOPOLOGIA: linear
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI: SECV.ID Nr.1:

Thr Gly Ser Ala Leu Lys Cys Phe

Ser Cys
1

Ser Xaa

Ser Ser

‘Xaa Gly

Gly Ala

Leu Lys

Met Ser

Thr Ala
Asp Thr
Tyr Lys
Ala val
Asn Asp
Arg Phe
Ala Pro
Tyr Leu
Met Gly
Trp Ser
Ile Pro
Tyr Asp
Val Pro
Leu Ser
Glu Val

Ala
346

Thr

Lys

His

Leu

Ile

Asn

Asp

Val

Tyr

Glu

Asp

Thr

Thx

Gly

Asp

Asp

Ser

Asp

Arg

Asp

Asp

Met

5

10

Thr Phe Phe Ser lLeu Serxr Ser

20

Asp lle Pro Asp Ser Xaa Gln
3s

25

40

His His His Leu Arg Met Arg

50

5SS

Leu Ala Leu Ala Ala Leu Leu

€5

70

Ala Ala Phe Asn lle Gln Thr

80

Ala Thr
9s

Ile Ala
110

Gly Lys
128

His Tyr
140

Arg Tyr
155

Ser Tyr
170

Phe Asn
188

Glu Vval
200

Asp Ala
215

val Gln
230

Phe Asn
245

Ile Arg
260

Ser Ala
275

Ile val
290

Ser Ala
305

Gln Leu
320

Leu Lys
335

Leu

Leu

Leu

vVal

Arg

Axg

Val

Glu

Ala

Lau

Asp

Val

Leu

Ala

Xaa

val

Val

Leu

Val

Phe

Glu

Glu

Ala

Lys

Gly

Trp

Thx

Ala

Pro

Gln

Ala

85

Ser Tyr Ile

Gln

Asp

Serx

val

Asp

Pro

Phe

Glu

Trp

Cys

Thr

Thr

Gly

Phe

Ala

Ala

Glu

Asn

Glu

Asp

Ala

Ala

Ile

Gly

Ser

Ser

Ala

Met

Asn

Ile

Pro

100

val
118

Leu
130

Pro
145

Arg
160

Gly
17s

Ile
190

Ile
205

Asp
220

Leu
235

Tyx
250

Prc
265

Thr
280

Leu
295

Phe
310

Ser
325

Pro
340

Phe

Lys

His

Gly

Gln

Phe

Val

Asn

Leu

Pro

Cys

val

Val

Ala

Glu

val

Thr

Pro

Leu

Gln

Asp

His

Arg Asp

Arg Arg

Ser Arg

Met Lys

Gly Rla

Gly Glu

Gln Ile

Asp Ser

Gln Asp

Gly Arg

Asp Gln

Glu Pro

Arg Phe

Pro Leu

Leu Tyr

Asp Val

Axrg Pro

Phe Gln

Thr His

Arg Gly

Ala Ala

His Tyr

Thr Ser

Leu

Lys

His

Leu

Val

Thr

Leu

His

Ala

Asn

Val

Phe

His

Asp

Met

Ser

Trp

Cys

Ala

Tyr

Pro

Xaa

Ser

Leu
30

Leu
45

Leu
€0

Ser
75

Lys
90

Ser
105

Leu
120

Pro
135

Ser
150

Ser
1€S

Gly
180

Ser
19S5

Ala
210

val
228

Leu
240

Gln
255

Leu
270

Ala
285

Val
300

Gly
315

val
330

Thr
34S
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{2) INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR.2
(i} CARACTERISTICI DE SECVENTA:

(A) LUNGIME: 1039 baze
(B) TIP: acid nucleic

(C) RASUCIRE: singur#
(D)TOPOLOGIE: lineara

TCCTGCACAG GCAGTGCCTT GAAGTGCTTC TTCAGAGACC TTTCTTCATA

(xi) DESCRIEREA SECVENTEL: SECV. ID nr.2:

GACTACTTTT TTTTCTTTAR GCAGCAAAAG GAGAAAATTG TCATCAAAGG

ATATTCCAGA

CATCTCAGGA

GGCCCTACTG

AGACATTTGG

GTGCAGATCC

CAGCCACCTG

CACCAGACAC

TATARGGAGC

GGACAGCTAC

TCAACCGAGA

AGGGAGTTTG

CGAGATCGAC

GCTTGGAGGA

GTGAGARCCCT

CCAGTGGCTG

GTGCCTATGA

GTTCCCGACT

TGACCAACTG

TGAAGTGAGC

TTCTTGACAG

TGAGGGGCAT

CAGGGGGCCG

GGAGACCARG

TGAGCCGCTA

ACTGCCGTGG

CTATCACTAC

GCTACCTGTT

TACTACGATG

GCCAGCCATT

CCATTGTTCC

GCTCTCTATG

CGTCATGTTG

CCCAGTGGTC

ATCCCCGACA

CAGGATCGTG

CGGCTCTTCC

GCCCAAGCCA

AGCCCCTCCC

CATTCTCGTC ATCTCTGAGG ACATCACCAT

GAAGCTGCTG GGGGCGCTGC TGGCACTGGC

TGTCCCTGAA GATCGCAGCC TTCAACATCC

ATGTCCAATG CCACCCTCGT CAGCTACATT

TGACATCGCC CTGGTCCAGG AGGTCAGAGA

GGAAGCTGCT GGACAACCTC AATCAGGATG

GTGGTCAGTG AGCCACTGGG ACGGAACAGC

CGTGTACAGG CCTGACCAGG TGTCTGCGGT

ATGGCTGCGA GCCCTGCGGG ARCGACACCT

GTCAGGTTCT TCTCCCGGTT CACAGAGGTC

CCTGCATGCG GCCCCGGGGG ACGCAGTAGC

ACGTCTACCT GGATGTCCAR GAGARAATGGG

ATGGGCGACT TCAATGCGGG CTGCAGCTAT

ATCCATCCGC CTGTGGACAA GCCCCACCTIT

GCGCTGACAC CACAGCTACA CCCACGCACT

GTTGCAGGGA TGCTGCTCCG AGGCGCCGTT

CTTTARCTTC CAGGCTGCCT ATGGCCTGAG

TCAGTGACCAR CTATCCAGTG GAGGTGATGC

CACACCAGTT GAACTGCAG 1039
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(2) INFORMATIA PENTRU SECV. ID NR.3
920 (i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 13 aminoacizi
(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: linear
{xi) DESCRIEREA SECVENTEI: SECV. ID nr.3:
925
lle Ala Ala Phe Asn lle GIin Thr Phe Gly Glu Thr Lys
1 5 10 13

(2) INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR.4:
930 (i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A} LUNGIME: 16 aminoacizi
(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI: SECV. ID nr.4:
935
Met Ser Asn Ala Thr Leu Val Ser Tyr lle Val Gin lle Leu Ser Arg
1 5 10 1516

(2) INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR.5:
940 (i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 10 aminoacizi
(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) DESCRIEREA SECVENTEIL: SECV. ID nr.5:
945 (2] INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 5

Tyr Asp lle Ala Leu Val Gin Glu Val Arg
1 5 10

950 (2) INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR.6:
(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 8 aminoacizi
(B) TiP: aminoacid
{D) TOPOLOGIE: linear
955 (xi) DESCRIEREA SECVENTEI: SECV. ID nr.B:

Asp Ser His Leu Thr Ala Val Gly Lys

1 5] 9
(2) INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR.7:
960 (i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:

(A) LUNGIME: 23 aminoacizi
(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: linear
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{xi) DESCRIEREA SECVENTEI: SECV. ID nr.7:

Leu Leu Asp Asn Leu Asn Gin Asp Ala Pro Asp Thr Tyr His Tyr Val Val Ser Glu Pro Leu
1 5 10 15 20
Gly Arg

23

(2) INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR.8:
(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 4 aminoacizi
(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI: SECV. ID nr.8:

Asn Ser Tyr Lys
1 4

(2) INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR.9:
(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A} LUNGIME: 32 aminoacizi
(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: linear
() DESCRIEREA SECVENTEI: SECV. ID nr.9:

Tyr Leu Phe Val Tyr Arg Pro Asp GIn Val Ser Ala Val Asp Ser Tyr Tyr Tyr Asp Asp Gly
1 5 10 15 20
Cys Glu Pro Cys Gly Asn Asp Thr Phe Asn Arg

25 30

(2) INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR.10:
(i) CARACTERISTICI DE SECVENTI\:
(A) LUNGIME: 6 aminoacizi
(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: linear
(1) DESCRIEREA SECVENTEI: SECV. ID nr.10:

Glu Pro Ala lie Val Arg
1 5

(2} INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR.11:
(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 4 aminoacizi
(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI: SECV. ID nr.11:
(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:

Phe Phe Ser Arg
1 4
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(2) INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR.12:
(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 5 aminoacizi
(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI: SECV. ID nr.12:

Phe Thr Glu Val Arg
1 5

(2) INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR.13:
(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 31 aminoacizi
(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI: SECV. ID nr.13:

Glu Phe Ala lle Val Pro Leu His Ala Ala Pro Gly Asp Ala Val Ala Glu lle Asp Ala Leu Tyr
1 5 10 15 20
Asp Val Tyr Leu Asp Val GIn Glu Lys

25 30

(2) INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR.14:
(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 28 aminoacizi
(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI: SECV. ID nr.14:

Trp Gly Leu Glu Asp Val Met Leu Met Gly Asp Phe Asn Ala Gly Cys Ser Tyr Val Arg

1 5] 10 15 20
Pro Ser GIn Trp Ser Ser lle Arg
a5 28

(2) INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR.15:
(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 28 aminoacizi
(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI: SECV. ID nr.15:

Leu Trp Thr Ser Pro Thr Phe GiIn Trp Leu lle Pro Asp Ser Ala Asp Thr Thr Ala Thr Pro
1 5 10 15 20
Thr His Cys Ala Tyr Asp Arg

25 28
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(2) INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 16:
(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 9 aminoacizi
(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI: SECV. ID nr.16:
lle Val Val Ala Gly Met Leu Leu Arg
1 5 9

(2) INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR.17:
(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 38 aminoacizi
(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI: SECV. ID nr.17:

Gly Ala Val Val Pro Asp Ser Ala Leu Pro Phe Asn Phe GIn Ala Ala Tyr Gly Leu Ser Asp

1 5 10 18 20
Gln Leu Ala GIn Ala lle Ser Asp His Tyr Pro Val Glu Val Met Leu Lys
25 30 35 38
Revendicéari

1. DNaza umana purificatd avand secventa de aminoacizi, prezentata in fig. 1,
caracterizaté prin aceea cé restul Asn corespunzator Asn 74 din DNaza umana
nativd este deamidat sau ne-deamidat, precum si variante ale acestora rezultate in
urma mutatiilor punctiforme (aditie, deletie, insertie), avand activitate de hidrolizare
DNA enzimatica.

2. DNaza umana purificatd, conform revendicarii 1, caracterizaté prin aceea
cdé, restul Asn corespunzator Asn 74 din DNaza umana nativa este ne-deamidat si
este, in mod substantial, libera de DNaza deamidata la acest reziduu.

3. Procedeu pentru prepararea DNazei umane purificate deamidate la restul
Asn corespunzator Asn 74 din DNaza umana nativad sau a DNazei umane purificate
ne-deamidate la restul Asn corespunzator Asn 74 din DNaza umana nativa dintr-un
amestec al acestora, caracterizat prin aceea cé amestecul mentionat se separa cu
o0 rasind schimbatoare de cationi tentaculard sau cu o rasina heparin imobilizatd sau
cu o rasind DNA analoga, nehidrolizabild, imobilizata.

4. Compozitie de DNazd umand purificatd, definitd in revendicarea 1,
caracterizata prin aceea céi, DNaza umanad deamidats este prezenta intr-o cantitate
mai mica, de aproximativ 25%, in greutate, din DNaza totald in compozitie.

5. Compozitie, conform revendicarii 4, caracterizata prin aceea ca, DNaza
umand deamidatd este prezentd intr-o cantitate mai mica, de aproximativ 5%, in
greutate, din DNaza totala in compozitie.

6. Compozitie, conform revendicarii 4, caracterizaté prin aceea cé, DNaza
umanad deamidatd este prezentd intr-o cantitate mai mica, de aproximativ 1%, in
greutate, din DNaza totald in compozitie.

Presedintele comisiei de examinare: biochim. Cretu Adina
Examinator: biochim. Eremia Laura
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101
35
201
68
301
101
401
135
501
168
601
201
701
235
801
268
901
301
1001
a3s

TCCTGCACAG
AGGACGTGTC
SerCysThrG

ATATTCCAGA
TATAAGGTCT
IleProas

GGCCCTACTG
CCGGGATGAC
AlaLeuLeu

GCAGTGCCTT
CGTCACGGAA
lySerAlale

TTCTTGACAG
AAGAACTGTC
pSerOP*Gln

CAGGGGGCCG
GTCCCCCGGC
GlnGlyAlav

GAAGTGCTTC
CTTCACGAAG
uLysCysPhe

CATTCTCGTC
GTAAGAGCAG
HisSerArgH

TGTCCGCTGAA
ACAGGGACTT
alSerjLeuly

GTGCAGATCC
CACGTCTAGG
YalGlnIlel

CACCAGACAC
GTGGTCTGTG
ProAspTh

GGACAGCTAC
CCTGTCGATG
AspSerTyr

AGGGAGTTTG
TCCCTCAAAC
ArgGluPheA

GCTTGGAGGA
CGAACCTCCT
LeuGluaAs

CCAGTGGCTG
GGTCACCGAC
GlnTrplLeu

GTTCCCGACT
CAAGGGCTGA
ValProAspS

TGAAGTGAGC
ACTTCACTCG
LysoP*Al

TGAGCCGCTA
ACTCGGCGAT
euSerArgTy

CTATCACTAC
GATAGTGATG
rIyrHisTyr

TACTACGATG
ATGATGCTAC
TYrTYrAspA

CCATTGTTCC
GGTAACAAGG
laIlevalPr

CGTCATGITG
GCAGTACAAC
pValMetLeu

ATCCCCGACA
TAGGGGCTGT
IleProAspS

CGGCTCTTCC
GCCGAGAAGG
erAlaLeuPr

AGCCCCTCCC

TCGGGGAGGG
aAlaProPro

Fig. 1A

TGACATCGCC
ACTGTAGCGG
rAspIleAla

GTGGTCAGTG
CACCAGTCAC
YalvalSerG

ATGGCTGCGA
TACCGACGCT
spGlyCysGl

CCTGCATGCG
GGACGTACGC
oLeuHisAla

ATGGGCGACT
TACCCGCTGA
MetGlyAspP

GCGCTGACAC
CGCGACTGTG
erAlaAspTh

CTTTAACTTC
GAAATTGAAG
oPheAsnPhe

CACACCAGTT
GTGTGGTCAA
HisThrSerO

|
t

TTCAGAGACC
AAGTCTCTGG
PheArgAspL

ATCTCTGAGG
TAGAGACTCC
isLeuOP*Gl

GATCGCAGCC
CTAGCGTCGG
sIleAlaAla

CTGGTCCAGG
GACCAGGTCC
LeuvalGlnG

AGCCACTGGG
TCGGTGACCC
luProlLeuGl

GCCCTGCGGG
CGGGACGCCC
uProCysGly

GCCCCGGGGG
CGGGGCCCCC
AlaProGlya

TCAATGCGGG
AGTTACGCCC
heAsnalaGl

CACAGCTACA
GTGTCGATGT
rThrAlaThr

CAGGCTGCCT
GTCCGACGGA
GlnAlaAlaT

GAACTGCAG
CTTGACGTC
P*ThraAla

TTTCTTCATA
AAAGAAGTAT
euSerSerAM

ACATCACCAT
TGTAGTGGTA
yBisHisHis

TTCAACATCC
AAGTTGTAGG
PheAsnlIleG

AGGTCAGAGA
TCCAGTCTCT
luvalArgAs

ACGGAACAGC
TGCCTTGTCG
yArgAsnSer

AACGACACCT
TTGCTGTGGA
AsnAspThrP

ACCGAGTAGC
TGGCTCATCG
spArgValal

CTGCAGCTAT
GACGTCGATA
yCysSerTyr

CCCACGCACT
GGGTGCGTGA
ProThrHisC

ATGGCCTGAG
TACCGGACTC
yrGlyLeuSe
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GACTACTTTT TTTTCTITTAA GCAGCAAAAG
CTGATGAAAA AAAAGAAATT CGTCGTTTIC
*ThrThrPhe PheSerLeuS erSerLysAr

CATCTCAGGA_TGAGGGG

GTAGAGTCCT
HisLeuArgM

ACTCCCCGTA
etArgGlyMe

GCTGCTG
CTTCGACGAC
tLysLeuleu
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GAGAAAATTG
CTCTTTTAAC
gArgLysLeu

GGGGCGCTGC
CCCCGCGACG
GlyAlaLeul

TCATCAAAGG
AGTAGTTTCC
SerSerLysAsp

TGGCACTGGC
ACCGTGACCG
euAlaLeudla

AGACATTTGG
TCTGTAAACC
Alnthr?hecl

CAGCCACCTG
GTCGGTGGAC
pSerHisLeu

TATAAGGAGC
ATATTCCTCG
TyrLysGlua

TCAACCGAGA
AGTTGGCTCT
heAsnArgGl

CGAGATCGAC
GCTCTAGCTG
aGlulleAsp

GTGAGACCCT
CACTCTGGGA
YalArgPro$S

GTGCCTATGA
CACGGATACT
ysAlaTyrAs

TGACCAACTG
ACTGGTTGAC
rAspGlnLeu

GGAGACCAAG
CCTCTGGTTC
yGluThrLys

ACTGCCGTGG
TGACGGCACC
ThrAlavalG

GCTACCTGTT
CGATGGACAA
rgTyrLeuPh

GCCAGCCATT
CGGTCGGTAA
uProAlalle

GCTCTCTATG
CGAGAGATAC
AlaLeuTyrA

CCCAGTGGTC
GGGTCACCAG
erGlnTrpSe

CAGGATCGTG
GTCCTAGCAC
pArgIleval

GCCCAAGCCA
CGGGTTCGGT
AlaGlnaAlazx

ATGTCCAATG
TACAGGTTAC
MetSerAsnaA

GGAAGCTGCT
CCTTCGACGA
lyLysLeuLe

CGTGTACAGG
GCACATGTCC
eValTyrArg

GTCAGGTTCT
CAGTCCAAGA
ValArgbPhe?P

ACGTCTACCT
TGCAGATGGA
spValTyrLe

ATCCATCCGC
TAGGTAGGCG
rSerIleArg

GTTGCAGGGA
CAACGTCCCT
ValAlaGlyM

TCAGTGACCA

AGTCACTGGT
leSerAspHi

Fig. 1B

CCACCCTCGT
GGTGGGAGCA
laThrLeuva

GGACAACCTC
CCTGTTGGAG
uAspAsnlLeu

CCTGACCAGG
GGACTGGTCC
ProAspGlnv

TCTCCCGGTT
AGAGGGCCAA
heSerArgPh

GGATGTCCAA
CCTACAGGTT
uAspvalGln

CTGTGGACAA
GACACCTGTT
LeuTrpThrs

TGCTGCTCCG
ACGACGAGGC
etLeuleuAr

CTATCCAGTG
GATAGGTCAC
sTyrProval

CAGCTACATT
GTCGATGTAA
1SerTyrlle

AATCAGGATG
TTAGTCCTAC
AsnGlnAspala

TGTCTGCGGT
ACAGACGCCA
alSeralaval

CACAGAGGTC
GTGTCTCCAG
eThrGluval

GAGAAATGGG
CTCTTTACCC
GluLysTrpGly

GCCCCaccCTT
CGGGGTIGGAA
erProThrPhe

AGGCGCCGTT
TCCGCGGCAA
gGlyAlaval

GAGGTGATGC
CTCCACTACG
GluvalMetLeu
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