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(57) Anotace:

Zplisob &isténi erythropoetinu 2 biologickych
tekutin spoé¢iva v tom, Ze se Kk izolaci erythro-
poetinu uzije chromatografickd matrice, s vy-
hodou obsahujici fenylboritanové skupiny, po
tomto chromatografickém stupni, ktery v3ak
miiZe byt zafazen i na jiné misto postupu se
eluit zpracovava chromatografii na anionto-
ménidové matrici ‘s kvarternimi amoniovymi”
funkénimi skupinami. Timto zplsobem je
mozno ziskat produkt v dobrém vytéZku s vy-
sokou &istotou, postup je vhodny k provadéni
ve velkém méfitku.
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Zpusob &isténi erythropoetinu

Oblast techniky

Vyndlez se tykad jednoduchého a G&inného zplsobu pro
izolaci biologicky G&inngych glykoproteint, napfiklad erythro-
poetinu z biologickych tekutin, které tyto latky obsahuji.

Dosavadni stav techniky

P¥iprava erythropoetinu z rdznych zdrojl vietné bunék,
které byly ziskény genetickym inZenyrstvim byla popsana v raz-
nych evropskych patentovych spisech, napiiklad EP 148 605,.

EP 205 564, EP 209 539, EP 267 678, EP 649 464 a EP 672 160.

Pod pojmem "erythropoetin" se v prubéhu prihlasky ro-
éumi ptirodnd se vyskytujici erythropoetin, ktery je moZno
ziskat napfiklad z lidské moldi nebo polypeptidu, jejichZ fe-
tizec aminokyselin vietnéd glykosylace je zdvojen ve srovnéni
s pfirodné se vyskytujicim erytjropoetinem. Uvedené latky
podporuji in vivo bufiky kostni dfené ke zvySené produkci re-
tikulocytld a Servenych krvinek. Zahrnut je také erythropoetin,
ktery je moZno ziskat z kultury savéich bundk tak, Ze se do
tdchto bunék uloZi neporudeny gen pro erythropcetin nebo
erythropoetin, ktery je moZno ziskat z kultury savéich bunék
aktivaci endogenniho genu nebo genu pro erythropoetin, tak
jak bylo popséno napiiklad v mezindrodni patentové ptihlésce,
zvere jnéné pod &islem WO 93/09222 (podana jako PCT/US 92/09627
nebo v mezinarodni patentové prihlé3ce, zvefejnéné pod tislem
WO 94/12650 s prioritou z US pfihléaSky &. 07/985 586.

Zptsob podle vyndlezu je 2zv14a38t& vhodny pro izolaci
erythropoetinu ze Zivného prostfedi, v némZ jsou pé&stovény
kultury bunék, produkujicich erythropoetin.




Pod pojmem "Zivné prostiedi" se rozumi jakdkoliv kapa-

lina, ziskana syntetickym zplisobem, napfiklad Zivné prostiedi

pro- péstovéni*savéich™bunék, zvlaZtd=takovichj které"byly“po————=—=

drobeny genetické transformaci.

Zivné prostfedi se v tomto pripadé odd&li od vypésto-
vanycﬁ bundk a buné&né drti filtraci nebo ultrafiltraci ob-
vyklym zplsobem., Z tohoto divodu znamend "zfiltrované Zivné
prostfedi" prostfedi, oddélené od bunék a bunélné drti fil-

traci nebo ultrafiltraci.

nprodukéni buriky" jsou s vyhodou stabilizované nebo ne-
stabilizované bund&né linie eukaryotického plvodu nebo s vy-
hodou bun&&né linie saved, které jsou pii pdstovani ve vhod-
ném prostfedi schopné produkovat poZadovany glykoprotein v
izolovatelném mnoZstvi, Jako pPiklady takovych bunék je moz-
no uvést fibroblasty, keratinocyty, epithelidlni bufiky, na-
priklad z mlééné Zlazy nebo ze stPev, endothelidlni buiky,
buriky glie, nervové buiiky, krevni butiky, napfiklad lymfocyty
nebo buriky kostni dfené, svalové bufiky a mimoto také prekur-
zory v3ech . téchto somatickych bunéénych typu. Jak jiZ bylo
uvedeno, jde s vyhodou o bunéény materidl savéiho plvodu, na-
pfiklad miZe jit o mySi, krysy, kraliky, kodky, psy, veprle,
skot, ptaky, ovce, kozy, koné,; opice nebo &lovéka. Nejvyhodnéj-
81 je materidl z primatd a &lovéka. Pod pojmem "produkéni
buriky" se rozumi také primarni, sekundiarni nebo imortalizo-
vané buriky obratlovcl, zv14$t# saved, nejvyhodn&ji primétd
nebo &lovdka po transfekci exogennim genetickym materialem,
ktery pfimo nebo nepifimo u bunék vyvolava produkeil izolova-
telného mnoZstvi erythropoetinu, tak jak bylo popséno v me-
zindrodnich patentovych piihlaSkdch &. WO 93/09222 nebo
WO 94/12650.

Pfiklady imortalizovanych lidskych bunélnych linii,

které je moZno pouZit 'k produkci erythropoetinu jsou obecné




e gy, V 45y yunapPik1ad« ATCCCCL, 2,. 2. 10242, 2y O DUNKY, Karcinomu, mlec—

znadmé a dostupné. Jde napriklad o Hela buiky a jejich deri-

né #lazy MCF-7, napfiklad ATCC HTB 22, © leukemické buiiky
K-562, napPiklad ATCC CCL 234, buiiky karcinomu KB, napriklad
ATCC CCL 17, bufiky karcinomu vajedniku 2780AD, popsané v
publikaci Van del Blick A. M. a dalgi, Cancer Res., 48,

5927 a% 5932, 1988, huiiky Raji, ATCC CCl 86, bufiky Jurkat,
ATCC TIB 152, buiiky Namalwa, ATCC CRL 1432, buiky HL-60,

ATCC CCL 240, buiiky WiDr, ATCC CCL 218, bufiky HT1080, ATCC
CCL 1219, bufiky Daudi, ATCC CCL 213, burfiky RPMI 8226, ATCC
CCL 155, buRky U-837, ATCC CRL 1593, buiiky Bowesova melano-
mu, ATCC CRL 9607, podlinie WI-38VAL3 bundk 2RS, ATCC CCL 75.1
a bufiky MOLT-4, ATCC- CRL 1582. Je také moZno pouzit sekundar-
ni kmeny lidskjch fibroblastl, napfiklad WI-38, ATCC CCL 75
a MRC~5, ATCC CCL 171.

Jak jiZ bylo uvedeno, zpisobem podle vynalezu je moZno
; fadované glykeproteiny z jakéhokoliv %zivného pro-

pro pripravu biologicky aktivnich b11k0v1n ve velkém mérit-
ku podstatné zvysila vyhlldky 21skat tyto latky v mnozstv1,
které odpovida poptédvce. V n&kterych pfipadech je vS8ak izola-
ce tdchto latek z Zivného prostiedi obtiZné, pracnd a na-
kladni. Jde zv1astd o pPipady, kdy bilkovina je vysoce gly-

kogylovana, jak le bylo svrchu uvedeno. V téchto oblastech
‘stale pPetrvava potfeba jednoduchych a Géinnych izoladnich
postupl, které by byly pouZitelné pro vyrobu uvedenych la-
tek ve velkém méritku.

V pkipadd, Ze se v prub&hu pFihlasky uvadi specific-
k& (&innost erythropoetinu, Jde o G8innost, stanovenou me-
todou ELISA, napfiklad pom001 zkudebniho balidku pro stano-
veni lidského erythropoetinu (R and D systems, Inc.).




Obsah bilkovin ve vzorku se méfi zkoufkou BCA na bilkoviny.

Tytowzkousky=budou~déle-uvedeny podrebnéji V. 0dstaveich, wm iy omemm———

kajicich se analytickych postupi.

Vyndlez si klade za Ukel navrhnout izoladni postupy,
zv145té vhodny chromatograficky postup, ktery by vyuZival
jednoduchych materiédla, napiiklad matrice s dihydroxyboro-
nylovymi skupinami. Tento chromatograficky stupeii je aéinny
a snadno proveditelny a je tedy moZno jej zaradit jako prvni
nebo néktery nasledujici stupefi vicestupfiového postupu. V
pFipadé zafazeni jako prvni stupeii se tato chromatografie s
vyhodou kombinuje s chromatografii na iontomdnili jak bude
dile podrobnéji popséno. Uvedeny vicestupiiovy postup maZe
zahrnovat mimoto jakykoliv podet dalsich chromatografickych

stupfil, pfi nichZ je moZno pouZit chromatografii na iontomé-

nidi, chromatografii s odd8lenim izolovanych latek podle mo-
lekulové hmotnosti, hydrofobni interakeci a afinitn{ chroma-
tografické postupy.

V pripadé, Ze se dihydroxybofonylové chromatografie R
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provadi se tento postup s vyhodou tak, Ze se CastecCné Ei3té-
ny materidl, ktery obsahuje erythropoetin naneée na chroma-
tografickou matrici, kterou je matrice s dihydroxyboronylo-
vymi skupinami. Castedn® &15t¥ny materidl se rovnéz uvede do
rovnovainého stavu v tomté? pufru jako matrice pfed nanese-

- nim na tuto matrici. Tento pufr bude d&le oznadovan jako
"prvni ekvilibraéni pufr" a bude podrobndji popsén. Tento po-

stup je pro &135téni erythropoetinu zv143té vhodny.

Podstata vynalezu

Podstatu vyndlezu tvoPi zpisob &iSténi erythropoetinu,

ktery spodivad v tom, Ze se
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a) zfiltrované Zivné prostredi s obsahem glykoproteinu,
R _ e KT MA DY _izolovan, uvedq#do,styku 8 cgromagggra-

fickou matrici s dihydroxyboronylovym materidlem,

ptedem uvedenou do rovnovainého stavu,

. b) matrice se promyje prvnim eludnim pufrem a tento eluat
se primo uvede do styku s aniontoménifovou matrici s

kvarternimi amoniovymi funklnimi skupinami a

c) glykoprotein se vymyva druhym eluZnim pufrem.

Svrchu uvedenym zplsobem je moZno dosdhnout vysokého
stupnd &i%téni glykoproteinu ze Zivného prostredi, takZe je
tento postup moZno GEinnd pouZit jako prvni stupen vicestup-

nového postupu.

Podle vyhodného provedeni zpusobu podle vynalezu je
mo%no postupovat tak, Ze se Zivné prostredi, které obsahuje
pozadovany glykoprotein, ktery m& byt izolovan, podrobi po-

stupu, ktery spodiva v tom, Ze se

a) zfiltrované Zivné prostiedi uvede do styku s chroma-

tografickou matrici, nesouci dihydroxyboronylovy ma-

terial,

b) matrice se vymyva prvnim eluénim pufrem a eludt se
pFimo uvede do styku s aniontomé&nilovou matrici, ne-

souci kvarterni amoniové funkéni skupiny,

c) matrice se vymyje druhym eluénim pufrem,
d) provede se ultrafiltrace p¥i pouziti membrany- -od-

. délujici latky s molekulovou hmotnosti 5000 aZz 30 000,
e) provede se pripadna diafiltrace k vyméné pufru za

jiny pufr, ktery je vhodny k provadéni nasledujiciho

stupné,




f) provadi se gelova filtrace pFi pouZiti pryskytice,

oddélujici latky s molekulovou hmotnosti v rozmezi

5000 aZ 250 000.

Podle dal3iho vyhodného provedeni spolivi zpusob podle

vyndlezu v tom, Ze se

a) - ¥ivné prostfedi kultury upravi na pH 7,5 az 9,0 a
uvede se do styku s chromatografickou matrici s di-
hydroxyboronylovymi skupinami v rovnovainém stavu s
prvaim ekvilibradnim pufrem, kterym je vodny pufr s
koncentraci 25 aZ 100 mM s iontovou silou v rozmezi

2 aZ 20 mS/cm2 a s pH v rozmezi 7,5 az 9,0,

b) ° matrice se nejprve promyje prvnim ekvilibradnim puf-
rem a pak timtéZ pufrem s obsahem 10 aZ 100 mM niz-
komolekularni sloudeniny, obsahujici 1,2-cis-diolové

skupiny,

c) eluce se provadi prvnim eludnim pufrem, kterym je
vodny pufr 0 pH v rozmezi 7,5 aZ 11,0 s obsahem
sloueniny s l-hydroxy, 2- aminoskupinami v koncen-
traci 20 a¥ 200 mM, popPipad& v pPitomnosti 2 az 8 M
chaotropniho &inidla, 2 aZ 40 mM akceptoru kyanato-

v§ch skupin a 0,01 a% 0,1 % hmotnostnich smacedla,

d) eludt se uvede do styku s aniontoménidovou matrici,
nesouci kvarterni amoniové funkéni skupiny, v rov-
novéiném stavu s druhym ekvilibranim pufrem, kterym
je vodny pufr o pH 7,5 aZ 11,0, obsahujici 0,01 aZ

0,1 % hmotnostnich smadedla,

e) matrice se promyje druhym ekvilibraénim pufrem a pak
timtéZ pufrem, obsahujicim navic aZ 50 mM soli,

f) eluce se provadi druhym eludnim pufrem o pH 7,5 az
11,0 v ptitomnosti 0,01 aZ 0,1 % hmotnostnich smaced-
la a 150 aZz 350 mM soli,




g) provede se ultrafiltrace pFi pouZiti membrény, od-

détujiciwlatky=s molekulovoushmotnosti-5000 2Z wen
30 000, '

h} provede se pripadna diafiltrace k vyméné& pufru za
jiny pufr, ktery je vhodny k provedeni nasledujici
filtrace na gelu a '

i) provéﬁé se filtrace na gelu pii pouZiti separaéni
pryskyfice, oddélujici latky s molekulovou hmotnosti
v rozmezi 5000 az 250 00Q.

Pod pojmem "chromatografickéd matrice s obsahem di-
hydroxyboronylovych skupin" se rozumi jakakoliv znama chro-
matografickd matrice, kteréd nese boritanovou funkci, Vv niz
je atom boru stabilnd vazan na uhlikovy Fetézec, v némi
proximélni uhlikovy atom ma dostatednou hustotu volnych elek-

troni k tomu, aby zlstal vézan na atom boru za rdznych podmi-
" nek pouziti. S vyhodou je tento proximdlni uhlikovy atom
atom aromatické skupiny, napiiklad atom uhliku, tvofici sou-
Zast benzenového kruhu, popiipadé substituovaného. Zv1asté
vyhodné jsou pro pouZiti k provéadéni zplhsobu podle vyndlezu.
tak zvané fenylboritanové.pryskyfice. Jako pPiklad téchto
pryskyfic je moZno uvést pryskyPice, uvedené v US patento-
vych spisech &. 4 562 251, 4 778 888 a 4 269 605, Z téchto
lidtek jsou v soudasné dobé nejvyhodnéjSi matrice z agarosy

s fenylboritanovymi skupinami. Tyto matrice se b&Zné doda-
vajl napfiklad od Amicon Inc nebo Grace Inc. pod obchodnimi
nazvy MATREX GEL, jde napfiklad o typy MATREX GEL PBA-10.
PBA-30 a PBA-60. V piipadd, Ze je tento stupefl zarazen jako
prvni stupefi postupu, provadéného ve vice stupnich, Jje nej-
vihodnd j8im materidlem pro toto pouZiti agarosa s fenylbori- -
tanovymi skupinami, dod4vana pod ndzvem MATREX GEL PBA-60,

v ni% je kyselina m-aminofenylboritd kovalentné vézana na

agarosu s velikosti S&stic v rozmezi S0 aZ 150 mikrometra




pPi &asticich kulovitého tvaru, obsaZeno je 60 aZ 100 mikroM
s Ky S€L-inNyeborité/mlagelu. Pro dal3i.stupné,fisténi,jsou,viak, . . e—
vyhodn&j8i jiné agarosové matrice. s obsahem fenylboritano- |
vych skupin, napifiklad MATREX GEL PBA-30, v niZ je kyselina
m-aminofenylboriti kovalentnd vazéna na agarosu, jejiZ kulo-
vité Zastice maji primér 50 -a% 150 mikrometru, mnoZstvi Ky-

seliny je 30 aZ 50 mikroM kyseliny borité/ml gelu.

V soudasné dob& je nejvhodndjdi pouZiti téchto chro-
matografickych matrici p#i chromatografil, provéad&né na
sloupci, i kdyZ pouziti tdchto materidld v jinych systémech

neni zcela vyloudeno.

PFi pouZiti pri chromatografii na sloupci se‘chroma-
tografickd matrice se svrchu uvedenymi funkinimi skupinami
s vyhodou uZiva pfi teploté mistnosti, zvla$td vyhodné p¥i
teploté 5 aZ 25 °C a zejména 10 az 20 OC, ne jvyhodné j8i - tep-
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Svrchu uvedeny "prvni ekvilibraéni pufr" se s vyhodou ;
voli ze skupiny glycin, fesfaty, trialkylamoniumhydrogenuhli-

-

¢itan a kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-l-piperazinoethanosulfonova,
HEPES, v uvedené koncentraci, iontové sile a pH. Zv1AaSté vy-
hodné koncentrace pro tento prvni ekvilibraéni pufr je kon-
centrace pfibliZn& 50 mM, zv1a3té& vyhodna hodnota pH Je pfi-
bliZné 8,5 a vyhodna vodivost pFibliZnd 2,5 mS/cm®. Tyto vy-
hodné podminky je moZno pouZit jak v pFipadé, Ze je uvedeny
postup zafazen jako prvni stupefi nebo jako kterykoliv dalSi: -
stupefl postupu, provédéného ve vice stupnich.

Svrehu uvedend ''nmizkomolekularni sloucenina s obsahem
1,2-cis-diolovych skupin" miZe byt jakdkoliv znama nizkome-
lekuléirni sloudenina, které obsahuje uvedené skupiny, to zna-

mena, %e obsahuje nejméné dvé hydroxyskupiny na sousednich
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atomech uhliku tak, aby mohla vzniknout pfibliZné rovinna

konflgurace. Representativnlmi prlklady téchto latek, kte-

e =Sl
ré jsou béZné znamé, mohou byt polyoly s kratkym otevrenym '

fetézcem, napriklad sorbitol, mannitol, adonitol, arabitol,
glycerol, erythritol a cis-inositol a také monosacharidy s
uzavienym fetdzcem, jako ribosa a mannosa, velmi vyhedny je
sorbitol. Zv1Aaitd vyhodné je pouZiti nizkomolekularni lat-
ky s obsahem 1,2-cis-diolovych skupin v koncentraci pPfibliz-
n& 50 mM v pripadd, %e bd%i o prvni stupesi iZtdni, kdeZto
v piripadd pouZiti tohoto postupu v nékterém ndsledujicim
stupni je v?hodné‘koncentrace této latky 20 aZz 100 mM, nej-
vihodnéj$i je koncentrace 100 mM.

Svrchu uvedené “slouéenina, obsahujici l-hydroxy-
-2-aminoskupiny'", kterd tvoPfi hlavni sloZku prvniho eluéni-
_ho pufru, miZe byt jakdkoliv sloudenina, kterd obsahuje
uvedené funkéni skupiny a mbZe vytvolfit vodny pufr se svr-
-chu uvedenym rozmezim pH. Jako pPiklad takovych sloucenin
je moZno uvést 2-amino-2-hydroxymethyl-l,3-propandiol, kte- )

dn

ry je uvadén také jako tris nebo tris(hydroxymethyl)amino-

B2

ethan, dile bis(hydroxymethyl)aminoethan, N-(2-hydroxy-1,1-

o Fd

-bis/hydroxymethylethyl/)glycin, uvadény také jako tricin .
a N,N-bis(2~hydroxyethyl)glycin, uvadény také jako bicin.
Tyto latky se s vyhodou uZivaji v koncentraci 20 aZ 100 mM,
pPidem? v pFfipadé prvnihe stupné &isténi se obvykle uZiva
koncentrace 50 mM. Prvni eludni pufr se s vyhodou upravuje
na pH pfibliZné 8,5.

V pripadd pouziti v nékterém z nasledujicich stupfd
8i&téni je vyhodné koncentraéni rozmezi 20 aZz 150 mM, nej-
vihodn&j8i je koncentrace 100 mM. Také pro toto pouziti jJe

v soudasné dobé vyhodnou sloudeninou tris.

V{hodné podminky eluce v pfipadd pouZiti chromatogra-
fie na matrici, obsahujici fenylboritanové skupiny jako.




druhého chromatografického stupné zahrnuji pouziti eluéni-

ho_pufru, obsahujiciho 100 mM tris a 100 mM sorbitolu.
- L -+ dmmn T e .
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$ vfhodou obsahuji "druhy ekvilibradni pufr" a "dru-
hy eludni pufr" svrchu uvedenou sloudeninu s obsahem l-hyd-
‘roxy,'E—aminoskupin jako svou hlavni sloZku. V téchto pfipa-

dech je vyhodné koncentrace uvedené latky 20 az 200 mM.

Pod pojmem "chaotropni &inidlo" se rozumi ¢inidlo,
které napomdha preménd bilkovinného materidlu na vhodnou
8l a tim i solubilizaci tohoto.materidlu ve vodném prostre-

di, obecnd v disledku svych disociaénich vlastnosti.

Jako pPiklady chaotropnich ¢inidel je mo¥no uvést mo-
govinu a jeji derivaty a také guanidin. V piripadé pouziti
chaotropnino &inidla se toto &inidlo uzivéa v koncentralnim

rozmezi 2 aZ 8 M, s vyhodou 4 az 6 M.

Akceptorem kyanadtovych skupin miZe byt jakékoliv znéma
sloudenina, kterd je schopna rychle véazat ionty CNO™, které
se mohou vytvoPfit pFi hydroljyze moloviny. Vyhodnym akcepto-
rem kyanatovych skupin je glyéin. v pfipadé jeho pouZiti pii
provadéni zplsobu podle vynalezu se glycin s vyhodou uZiva
v koncentraci 2 a% 40 mM, zv1asté 20 mM.

Pod pojmem "smaledlo" se v prﬁbéhupfihlééky'rozumi
jakakoliv zndmé latka, ktera sniZuje povrchové nap&ti, to
znameni sily, pusobici na povrchu kapalin s tendenci zmen-
it jejich povrch. Vyhodnymi pPiklady smadedel mohou byt
zv145té polyoxyethylensorbitanové derivaty mastnych kyselin,
zndmé pod obchodnim nazvem Tween, velmi vyhodnou latkou pro
toto pouziti je zejména Tween 20, to znamena polyoxyethylen-
sorbitanmonolaurdt. V pFipadé svého pouZiti se smaledlo uzi-
je v koncentraci 0,01 a% 0,1 %, s vyhodou 0,01 % hmotnost-
nich.




- 11 -

Svrchu uvedenéd aniontoménicovid matrice, obsahujici
kvarterni=amoniové=*funkini skupiny’miZe byt~ jakAKO1liv" HEZIE wremmemmmmsimmis
dodévanad matrice dohoto typu. Vyhodné pro toto pouZiti jsou
matrice na bazi agarosy nebo celulosy, napiiklad na bazi
mikrokrystalické celulosy nebo zesiténé agarosy. Zv1asté vy-
hodné jsou také ty matrice, které obsahuji diethylaminocethy-
lové, triethylaminomethylové nebo trimethylaminomethylové_

funkéni skupiny.

Zvla8té vyhodnou aniontoméniovou matrici je zesité-
né agarosa s trimethylaminomethylovymi skupinami, ktera se
béZné dodavé napfiklad pod nazvém Q-Sepharose (Pharmacia AB).
Chromatografie s pouzitim takové matrice se s vyhodou provadi

na sloupci pfi teploté mistnosti.

v pfipadé; zZe se do promyvaciho nebo eluéniho pufru
pridava sil, tak jak bylo svrchu uvedeno,. je ﬁéelem.tqhoto .
pridani zvySeni iontové sily pufru, jak se to bézné provadi.
K uvedenému Géelu je proto moZno pouzit kteroukoliv z béZné
uzivanyeh soli. Jednou z nejdastéji pouZivanych soli je v tom- R
to pripadé chlorid sodny.

Ultrafiltraéni stupefi je moZno uskutednit béZnym zpi-
sobem pPi pouiiti systému s tangencidlnim pritokem nebo sy-
stému, tvoreného komorou s michanym obdahem. PouZitou membri-
nou je s vyhodou polysulfonovi membrina nebo membréna z rege-
nerované celulosy, muZe jit o b&Zné dodavané typy membran,
napriklad od'Millibore Inc. nebo Amicon Inc.-K provédéhi zpl -
sobu podle vyndlezu jsou vhodné zvl1aZté takové membrany, ji-

miZ je moZno oddélit sloufeniny od molekulové hmotnosti 10 000.

Ultrafiltrat se pak popfipadé podrobi diafiltraci,
opét zndmym zpusobem a s vyhodou v tomtéZ pufru, ktery se pak
uzije pro nédslednou filtraci na gelu. Jako pufr pro tuto
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filtraci na gelu je napfiklad moZno pouZit vodny pufr o pH

v rozmezi 6 aZ 8. Svrchu uvedena sl Je \' tomto pufru pri-

tomna s vyhodou v FOZmez1 100 aZz 200 mM a zvlaste v mnozstv1

100 mM, pH se pohybuje v rozmezi 7,4 a% 7,5.

K provadéni tohoto stupné zpldsobu podle vynalezu je
moZno pouzit béiné matrice pro filtraci na gelu. Jako pifi-
klady téchtg'matric_je mozZno: uvést polydextrany, zesit&né
pusobenim akrylamidd, napfiklad hydrofilni gely‘é vysokou
mechanickou pevnosti, pfipravené kovalentnim zesitdnim allyl-
dextrahu pusobenim N,Nf—methylenbisakrylamidu, pouZit je moZ-
no také gely na bazi zesiténé celulosy. Zesitdné dextranakryl-
amidové gely jsou b&Zné dodévany a jsou znamé napiiklad pod
obchodnim nédzvem Sephacryl (Pharmacia AB). Vyhodnym gelem to-
tohoto typu je Sephacryl S=200 HR s primérem dastic 25 a2z
75 mikrometri, jehoZ zesiténi je PFizeno tak, aby byly oddé-
leny globuldrni bilkoviny s molekulovou hmotnosti v rozmezi
5000 az 250 000.

Jako priklad zesiténych gell na bazi celulosy je moZ-
no uvést béZné dodavané porézni gely ze zesit&né celulosy,
napfiklad GLC 300 s prumérem &&astic v rozmezi 44 a¥ 125 mikro-
metrd nebo GLC 1000 se st¥ednim primérem Zastic 53 a% 125
mikrometrd (Amicon, Ine.). '

Zplsob podle vyndlezu je zvl1a3td vhodny k provadéni
ve velkém m&Fitku vzhledem k tomu, Ze je tvoifen Fadou po-
stupd, které je snadno moZno za sebou zafadit bez obvyklych- - -
nevyhod téchto stupnd.

Mimoto se pFfi providéni zpisobu podle vynélezu pouzi-
vad pouze vodnych rozpoustddel, coz pfinaddi dal3i vyhodu, jak
bude kazdému odborniku zcela zfejmé.
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Mimoto je timto zplsobem moZno postupovat od prvniho

chromatografiékéhd'ﬁﬁﬁﬁﬁé?'tﬁ*znamené-cd*stupné,rprovédénéaf-w—mnﬁm44

ho na matrici s dihydroboritanovymi skupinami do druhého
chromatografického stupné s pouzitim aniontoménidové matri-
ce piimym pPenesenim eludtu z prvniho stupné do druhého

stupné bez nutnosti vymény nebo Gpravy rozpoustédla.

-

Tatéaskuteéhos%'mﬁié‘ﬁsnadnit'cely‘éostﬁp, avSak mi-
- moto prispiva ke #v?éeni celkového vytéZku. '
-ihﬁsobem.podle Vynélézﬁ je tedy mofno izolovat pro-
dukt typu erythropoefimu s primérnou specifickou Géinnosti
145 000 a% 175 000 jednotek ELISA/mg, pridem se vychdzi ze
" zfiltrovaného ¥ivného prosttedi s primérnou specifickou -
G&innosti 500 a# 2000 jednotek ELISA/mg. '

- Kombinace prvniho a druhého chromatografického‘stupﬁé
. mimoto dovoluje.60.aZ 100-nasobné. iténi .tohoto.materidiu,..
pfidemZ pro Gplny postup, provedeny ve vsech stypnichxjef L
celkovy faktor &1%t&ni vysledné latky 110 aZ 150. |

. V‘pfipadé erythropoetinu je produkt, ziskany na konci
zpUsobu podle vynédlezu moZno izolovat jako pevnou latku po
odstrandni soli a.po lyofilizaci bé&Znym zplsobem, nebo je
mo¥no uskutednit v ziskaném roztoku vyménu rozpoustédla, na-
pfiklad diafiltraci k ziskéni roztcku, vhodného pro vyrobu
farmaceutickych prostiedki, gapfiklad podle patentového spi-
su EP 430 200. R |

Praktické provedeni vynédlezu bude vysvétleno nésle-
dujicimi pFiklady, které v3ak nemaji v Zadném pFipadé slou-

Zit k omezeni rozsahu vynalezu.
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. Pfiklady provedeni vynédlezu

Pfiklad 1

Chromatografie na matrici s'fenylboritanovymi‘skupinami

jako prvni stupefi €i3téni erythropoetinu

Supefnatant z kultﬁry*bunék; produkujiciéh lidsky
erythropoetin, ziskany napfiklad zplGsobem podle pfikladu 21
mezinérodni patentové pfihlasky WO 93/09222 nebo podle mezi-

‘narodnl patentove prlhlasky wo 94/12650 a obsahu31c1 pri-

bli¥né& 20 mg erythropoetinu se zfiltruje pPfi pouZiti bé&zné
doddvaného prostiedku, obsahujici membridnu s primérem otvorl:
1,2 a 0,5 mikrometri (Opticap, Millipore Inc.). Pak se mate-
ridl podrobi ultrafiltraci na béZné dodavaném prostfedku,‘
obsahujicim membranu z regenerované-celulosy S1Y30 - (Amicon

~Inc.) a odd&lujici sloudeniny s molekulovou hmotnosti 30 000,

am chn ey

pak se provadi diafiltrace pri pouziti vody a 0,05M HEPES o©

- pH 8,5, yod1vost\2,5 mS/cme. Ultrafiltrat se nanese na chro-

" matograficky sloupec s obsahem nabobtnané agarosy s‘fenylbo-
ritanovymi skupinami, uZije se 120 ml agarosy PBA 60 (Ami-

. con Inc.) v.rovnovainém stavu s 0,05 M. HEPES o pH 8,5 S¢°b; CL

sahem 0,1 % Tween 20 (pufr A), sloupec se udrZuje na teploté
10 az 15 °c chlazenim vodou. Rychlost pritoku se nastavi na
2 a% 4 objemy sloupce, CV, za hodinu. Po promyti pufrem A

az do stabilizace zékladni gary podle optické hustoty OD pPi
280 nm se sloupec déale promyva pPl pouz1t1 0,05 M HEPES o

pH 8,5 s obsahem 0,01 % Tween 20 a 0,05 M sorbitolu (pufr B).
Eluce se provadi p#i pouziti 0,02 M tris o pH 8,5 s obsahem
6 M modoviny, 0,02 M ‘glycinu a 0,01 % Tween 20 (pufr C) a
materidl, ktery se vymyva v hlavnim vrcholu pfi sledovani OD
pfi 280 nm se izoluje, tento materidl mi pFibliZné 4 ai 5-
-nasobny objem sloupce, ziskd se ve vytéZku 70 aZ 80 % a
produkt je v ném &istén pfibliZné dvacetkrit. Materidl se




pak primo nanese na sloupec zesiténé agarosy s trimethylami-

nomethylovyml skuplnaml Jako anlontomenlcove pryskyrlce,.

¥
]

uzije se 25 ml nabobtnané pryskyrlce Q- Sepharose FF {Pharma-
cla AB) v rovnovainém stavu s 0,02 M tris o pH 8,5 s obsahem
0,01 % Tween 20 (pufr D). Po promyti pufrem D p¥i stélé rych-
losti pratoku aZ do stabilizace zékladni Zary se pak sloupec
promyva timtéZ pufrem, ktery navic obsahuje 0,05 M chloridu
sodného” (pufr E), k eluci se uZije 0,02 M tris o pH 8,5 s
obsahem 0,01 .% Tween 20 a 0,15 M chloridu sodného (pufr F).

Materidl z oblasti vrcholu pPi sledovani OD pri 280 nm se

-izoluje, vytdZek je pfibliZné .80 %. Material se pak.koncenﬁru—

je ultrafiltraci pfi pouziti komory s michanym obsahem a mem-
branou, schopnou oddélit sloudeniny od molekulové hmotnosti
10 000 (YM10O, Amicon).

Koncentrovany roztok se nanese na sloupec, obsahujici

gel zesitdného dextranu:.s akrylamidem Sephacryl S 200 (Phar-

" macia AB), v rovnovaZném stavu 0,02 M Tris o pH 7,4 s obsahem

0,15 M NaCl (pufr G), sloupec se vymyva tymZ pufrem. Odebira-
ji se jednotlivé“frékbe, frakce s obsahem’ erythropoetinu _
(detekce zkouSkou ELISA) se spoji a koncentruji ultrafiltra-

ci svrchu uvedenym zpusobem.
Pfiklad 2

Chromatografie na materidlu s fenylboritanovymi skupinami

jako jeden z daldich stupit pri €i8téni erythropoetinu

Roztok Castefné ¢iiténého lidského erythropeetinu,
ziskaného 2z produkénich bunék zplsobem podle pfikladu 21
mezinadrodni patentové prihlé3ky WO 93/09222 nebo podle
WO 94/12650 a obsahujici pfibliZné 20 mg erythropoetinu se

 podrobi diafiltraci nebo dialjze proti vodé a 0,05 M HEPES
. O pH 8,5 s 0,15 M NaCl pii vodivosti 18 mS/cm . Pak se
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materidl nanese na chromatograficky sloupec agarosy s fenyl-
" —— T TANGV L™ sSkUp ITAMi%™ uZ i je™~se™T20" mI™ nabobtnané = pry sky= e

Fice PBA 30 (Amicon Inc.) v rovnovainém stavu v 0,05 M HEPES

o pH 8,5 s obsahem 0,15 M NaCl (pufr A"), sloupec se udrZuje

na teploté 10 aZ 15 %¢ chlazenim vodou. Rychlost pritoku se

upravi na 2 aZ 4 objemy sloupce CV za hodinu. Sloupec se pro-

myva pufrem_ A’ a? do stabilizace zédkladni &&ry pFi optické

‘hustotd OD pFi 280 nm. K eluci se uije 0,10 M Tris o pH 8,5

s obsahem 0,1 M sorbitolu (pufr B™), materidl, ktery tvori

obsah vrcholu prfi 0D pfi 280 nm se oddéli, objem tohoto ma-

terialu je pribliZn& 4 a¥ 5 CV, vytdZek je pFibliZnd 90 %.

Analytické postupy
ELISA

Specifick4 G&innost erythropoetinu, ziskaného zpuso-
bem podle vynadlezu se méfi metodou ELISA pro lidsky erythro-
poetin EPO. Postup je zndmy a zkuSebni balilek se béZné do-
dava pod obchodnim ndzvem QUANTIKINE IVD (R and D Systems).

Anaiyza bilkovin

ZkouSky na bilkovinu se provadéji pfi pouZiti zkusSeb-
niho balidku BCA protein Assay (Pierce Chemical Co.). Jde o
postup, ktery kombinuje biuretovou reakci (redukce bilkovin

‘pomoci Cu2+ na Cu1+ v alkalickém prostfedi) s vysoce speci-

fickou reakci kyseliny bicinchonové BCA na Cul+.

Specificka Gfinnost

Specifickou Géinnost jednotlivych vzorkd je moZno vy-
poditat podle nésledujici rovnice:
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Specificka G¢innost = pofet jednotek erythropoetinu pri

- _ mzkouSce«ELESA/mgebilkoviny pri  BCA . rewewwwme— .

Ci8tény erythropoetin mé specifickou G&innost pii-
bliZné 200 000 jednotek ELISA/mg bilkoviny pri BCA. Speci-
fickd 0%innost, zjisténéd pPi zkousce ELISA je pouze nepri-
mo spojena se skutednou biologickou G&innosti erythropoetinu.
Z tohoto didvodu se obvykle provadi ke stanoveni specifické
uc¢innosti in vivo biologické zkouska, kterd je v oboru dobfe
znédma a k niZ se ufivaji polycythemické my3i, které prod&laly
obdobi sniZeného zasobeni kyslikem. Timto zplisobem je mozZno
zjistit specifickou Géinnost vzorku a vyjadfit ji v mezinérod-
nich jednotkéch/mg bilkoviny, jak je v oboru béZné.

Analyza HPLC

Zarizeni: Systém Waters 616 LC, opatreny detektorem PDA
model 996.

Sloupec: Vydac pro bilkoviny,lc4, 3 mikrometry, 4,6 x 250 mm.

amm Aeamd BT o am mreld o
1& Lriliiuddroceova a

fmle 31 £
MUWLLILL L

vodné Kysel
acetonitril 95 : 5, B) 0
- a acetonitril 5 : 95.

A [ a T
QALT .. A) Ve LA

i
,1% vodné kyselina trifluoroctova

Gradient: min (%B): 5 (5), 50 (95).

Rychlost prutoku: 1 ml/min.

Analjyza SDS-PAGE

Analyza SDS-PAGE se provadi na Phas System (Pharmacia
AB), densitometricki méfeni se provadéji na pritokovém den-
sitometru Flying spot CS-9301 PC {Shimadzu Co), podle navodu

vyrobce béZnym zplsobem.
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Analytické Gdaje a vysledky

"

P#i hodnoceni pfoduktu, ziskaného z fady zkouSek se
specifickd G&innost erythropoetinu v supernatantu bunéiné
kultury pohybovala v rozmezi 500 aZ 2000 jednotek ELISA/mg.
Specificka G¢innost erythropoetinu po prvnim chromatogré—
fickém stupni se pohybovala v rozmezi 35 000 aZ 35 000 jed-
notek ELISA/mg. Specifické Gdinnost erythropoetinu na konci
- §i8t8ni podle pPikladu 1 se pohybovala prumérné v rozmezi
145 000 aZ 175 000 jednotek ELISA/mg.

Podle vysledkd analyzy HPLC a podle SDS-PAGE tak, jak

bylo svrchu uvedeno, je moZno prokézat, Ze erythropoetin

tvoril na konci postupu vice neZ 92 % plochy pod kiivkou AUC.

Zastupuje:

sl
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1. Zptsob &isténi erythropoetinu, vy z n a
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tim, Ze se

materiidl s obsahem erythropoetinu nanese na chromato-
grafickou matrici s dihydroxyboronylovymi skupinami,
predem uvedenou de¢ rovnovéiného stavu v prvnim ekvi-

libraénim pufru,
sloupec se pfomyje ekvilibraénim pufrem a

eluce se provadi vodnym pufrem o pH v rozmezi 7,5

a$ 11 s obsahem slou¢eniny s l-hydroxy- 2~am1noskup1— _

nami a 1, 2-c1s-d1010vym1 skupinami.

2. ZpGsob &i¥téni erythropoetinu, vy znadu j i -

se tim, Ze se-

zfiltrované Zivné prostfedi s obsanem gl
| ktery m& byt 1zolovan uvede do styku S chromatog
 fickou matrici s dlhydroxyboronylovym materlalem,

predem uvedenou do rovnovaznéno stavu,
 matrice se promyje prvnim eludnim pufrem a tento eluat
se piimo uvede do styku s aniontoménicovou matrici s -

kvarternimi amoniovymi funkénimi skupinami a

glykoprotein se vymyva druhym eluénim pufrem.

3. ZplGsob &isténi erythropoetinu, vy znadu j i -

se tim, Ze se

zfiltrované Zivné prostfedi s obsahem glykoproteinu,
ktery ma byt izolovan, uvede do styku s chromatogra-
fickym materidlem s obsahem dihydroxyboronylovjych
skupin, plredem uvedén?m do rovnovainého stavu v prv-

nim ekvilibraénim pufru,

R

s
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eluce se provadi prvnim eluénim pufrem,

¢)

d)

e)

f)

g)

a)

b)

c)

eluat se primo uvede do styku s aniontoméniovou
matrici s obsahem kvarternich amoniovych skupin,

provede se eluce druhym eluénim pufrem,

provede se ultrafiltrace pPfi pouziti membrany, oddé-
lujici latky od molekulové hmotnosti 5000 aZ 25 000,

poptipadé se provede diafiltrace k vyméné pufru za
pufr, vhodny pro nasledujici stupen a: -

provede se gelovad filtrace pfi pouZiti pryskyrice,
oddélujici materidly s molekulovou hmotnosti v rozme-
zi 5000 az 250000.

4. Zplasob &iZténi erythropoetinu, vy znadcu j i -
e tim, Ze se

7ivné prostiedi kultury upravi na pH 7,5 aZ 9,0 a
uvede se do styku s chromatografickou matrici s di-

hvdroxvberonylovymi skupinami v rovnovainém stavu s
prvnim ekvilibradnim pufrem, kterym je vodny pufr s
koncentraci 25 a% 100 mM s iontovou silou v rozmezl '

2 az 20 mS/cm2 a s pH v rozmezi 7,5 aZ 9,0,

matrice se nejprve promyje prvnim ekvilibraénim puf-
rem a pak timté% pufrem s obsahem 10 az 100 mM niz-
xomolekuldrni slouceniny, obsahujici 1,2-cis-diolové

skupiny,

eluce se provadi prvnim eluénim pufrem, kterym je
vodny pufr o pH v rozmezi 7,5 aZ 11,0 s obsahem
sloudeniny s l-hydroxy, 2-aminoskupinami v koncen-
traci 20 a% 200 mM, popPipadé v pPritomnosti 2 az 8 M.
chaotropniho &inidla, 2 aZ 40 mM akceptoru kyanato-
vych skupin a 0,01 aZ 0,1 % hmotnostnich smécedla,
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d) eludt se uvede do styku s aniontoménidovou matrici,

nesouci~kvarterni amoniové™funkdni*skupinyg ™ v rovs"=

novazném stavu s druhym ekvilibradnim pufrem, kterym
Je vodny pufr o pH 7,5 aZ 11,0, obsahujici 0,01 aZ
0,1 % hmotnostnich smidedla,

e) matrice se promyje druhym ekvilibralnim pufrem a pak
timt€Z pufrem, obsahujicim navic a% 50 mM soli,

f) eluce se provaddi druhym eluénim pufrem o pH 7,5 a2

11,0 v pFitomnosti 0,01 aZ 0,1 % hmotnostnich smided-

la a 150 aZ 350 mM soli,

g) provede se ultrafiltrace pfi pouZiti membrany, od-
délujici 14tky s molekulovou hmotnosti 5000 ai
30 000,

h) provede se pPfipadna diafiltrace k vyméné pufru za

jiny pufr, ktery je vhodny k provedeni néasledujici

filtrace na gelu a

1) provede se filtrace na gelu p’i pouZiti separaéni
pryskyrice, oddélujici latky s molekulovou hmotnosti

S. Zplsob podle nékterého z narokd 1, 2, 3 nebo 4,
vyznadc¢ujici se tim, Ze se jako chromatogra-
ficky materidl s dihydroxyboronylovymi skupinami pouZije
agarosa s fenylboritanovymi skupinami.

6. Zptisob podle nékterého z narokd 1, 2, 3 nebo 4,
vyznadujici se tim, Ze se prvni ekvilibrad-
ni pufr voli ze skupiny glycin, fosfat, trialkylamonium-
hydrogenuhliditan a kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-l-pipera-
zinethansulfonova.

L doi SRR A e
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7. Zpasob podle ndroku 6, vy znadu jici

s.e_tim, Ze se jako prvni ekvilibraZni pufr uZije kyse=

lina 4-(2-hydroxyethyl)-l-piperazinocethansulfonova v kon-
centraci 0,05 M,

8. Zpuscb podle nékterého z nédroka 1 az 7, vy -
znadujici se tim, Ze pH prvniho ekvilibralni-

ho pufru ma hodnotu 8,5,

9. Zpuscb podle nékterého z naroka 1 nebo 4 aZ 8,
vyznad¢ujiceci se tiIm, Ze se slouCenina s niz-
kou molekulovou hmotnosti s obsahem 1,2-cis-diolovych skupin
voli ze skupiny polyold s nizkou molekulovou hmotnosti a
primym retézcem, jako jsou sorbitol, mannitol, adonitel,.
arabitol, glycerol, erythritol a cis-inositol a z monosacha-

ridd s uzavienym Petdzcem, jako jsou ribosa a monosa.

10. Zpusob podle naroku 9, vy zna d¢u jici
s e tim, Ze se jako slouenina s nizkou molekulovou
hmotnosti s obsahem 1l,2-cis-diolovych skupin uZije sorbitol.

11. Zpusob podle narcku @ nebo 10, vy zna é u -
Jici se tim, Ze se sloudenina s nizkou molekulovou
hmotnosti s obsahem 1,2-cis-diolovych skupin uZije v koncen-
traci 0,05 M.

12. ZplUsob podle nékterého z nArokd 1 nebo 4 aZ 11,
vyznactujici se tim, Ze druhy ekvilibradni
pufr obsahuje sloudeninu s obséhem l-hydroxy-2-aminoskupin
v koncentraci 0,02 az 0,2 M.

13. Zpuisob podle n8kterého z narokl 1 nebo 4 aZ 11,
vyznadujici se tim, Ze druhy eluéni pufr
obsahuje sloufeninu s obsahem l-hydroxy, 2-aminoskupin v
koncentraci 0,05 M.

Fuloc .
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14, Zpusob podle nékterého z nirokd 4 a3 13,

vyznacujici se tim, Ze se slouéen;&g s
. L i

obsahem l-hydroxy, 2-aminoskupin voli ze skupiny, zahrnu-
jiedi 2~amino-2-hydroxymethyl=1,3-propandiol, bis(hydroxy-
methyl)aminoethan, N-/2-hydroxy-1,l-bis(hydroxymethylethyl) /-
glyein a N,N-bis(-2-hydroxyethyl)glycin,

15. Zpuscb podle -nékterého z narokt 4 a3 14,
vyznacujici se tim, %e se chaotropni &i-

nidle voli z modoviny, derivatu mocoviny a guanidinu,

16. Zplsob podle néroku 15, vy zn a & u jici
se tim, %e se jako chaotropni &inidlo uzije 6 M mo-
dovina.

17. Zplsob podle ndkterého z narokd 4 a3 16,
vyznadujici se tim, e se jako akceptor

kyandtovych skupin uZije glycin.

18. Zpisob podle ndkterého z narokd 3 a? 17,
vyznacujici se tim, 3¢ se aniontomdnidova
pryskyfice, nesouci kvarterni amoniové funkéni skupiny,
voli ze skupiny, zahrnujici mikrokrystalickou celulosu
nebo zesit&nou agarosovou matrici, nesouci diethylaminoethy-
lové, triethylaminomethylové nebo trimethylaminomethylové
funkéni skupiny.

19. Zplsob podle néroku 18, vy zn a & u Jield
se tim, Ze se jako aniontomdnidové matrice uzije tri-
methylaminomethylagarosa.

20. Zplisob podle nékterého z naroki 3 aZ 19,

~

vyznacujici se tim, Ze se k filtraci na gelu

uZije zesitény dextranakrylamidovy gel s PFizenou velikosti
otvora.

Zastupuje:
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