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Zpiisob produkce lidského erythropoietinu

Oblast techniky

Vynalez se tyka zptisobu produkce lidského erythropoietinu.

Dosavadni stav techniky

Erythropoietin (dale oznaCovan jako EPO) je cirkulujici glykoprotein, ktery stimuluje tvorbu
erythrocytii ve vysSich organismech, viz Carnot a spol., Compt. Rend., 143:384 (1906). Jako
takovy je EPO nékdy oznaCovan jako erythrocyty stimulujici faktor.

Doba Zivotnosti lidskych erythrocytit je asi 120 dnii. Asi 1/120 celkovych erythrocytii je denné
odbourana v retikulo—endothelianim systému. Soucasné je denné produkovan relativn& konstantni
pocet erythrocytli, aby byla stale udrZena urgitd hladina erythrocyti (Guyton, Textbook of
Medical Physiology, str. 56 az 60, W. B. Saunders Co., Philadelphia 1976).

Erythrocyty jsou produkovany zranim a diferenciaci erythroblastii v kostni dfeni a EPO je faktor,
ktery pisobi na méné diferencované buiiky a indukuje jejich diferenciaci k erythrocytim (viz
vyse).

EPO je slibnym terapeutickym prostfedkem pro klinickou 1é&bu anémie nebo konkrétné renalni
anémie. V praktické terapii neni pouzivani EPO dosud bohuzel b&Zné pro jeho malou dostupnost.

Pro pouZiti EPO jako terapeutického prostredku je tfeba uvaZit mozné problémy antigenicity a
proto je vyhodné pripravovat EPO ze suroviny lidského piivodu. Je moZno naptiklad pouzit
lidskou krev nebo mo¢ pacientii, postizenych aplastickou anémii nebo podobnymi nemocemi,
které zplsobuji vyluCovani velkého mnoZstvi EPO. Tyto suroviny vSak jsou k dispozici
v omezeném mnozstvi, viz napiiklad White a spol., Rec. Progr. Horm. Res., 16; 219 (1960),
Espada a spol., Biochem. Med., 3; 475 (1970), Fisher, Pharmacol. Rev., 459 (1972) a Gordon,
Vitam. Horm. (N. Y.) 31; 105 (1973).

Priprava EPO produktii se obvykle provadéla koncentraci a &i$ténim moéi pacientd, vykazujicich
vysokou drovei EPO, napfiklad pacientii, postiZenych aplastickou anémii a podobnymi
nemocemi, viz napiiklad patenty USA 4397840, 4303650 a 3865801. Omezena zasoba takovéto
moti je prekazkou praktického pouziti EPO, a tudiz je velmi 2adouci ptipravovat EPO produkty
zmoti zdravych osob. Problém pouziti mogi zdravych lidi spodiva v jejim nizkém obsahu EPO
ve srovnani s anemickymi pacienty. Mo¢ zdravych jedinci obsahuje urdité inhibiéni faktory,
které v dostate¢né vysoké koncentraci ptisobi proti erythropoese, takze dostateény terapeuticky
iCinek mize byt u EPO, ziskaného ztakové mogi, dosaZen pouze s pouzitim nasledujiciho
vyznamného postupu ¢&isténi.

EPO lIze rovnéz regenerovat z ov¢i krevni plazmy a separace EPO z této krevni plazmy poskytla
dostateCné potentni a stabilni vodorozpustné preparaty, viz Goldwasser, Control Cellular Dif.
Develop., dil A, str. 487 az 494, Alan R. Liss, Inc., N. Y. (1981). Lze v3ak odekavat, ze ovéi EPO
bude pro lidi antigenni.

Bé&Zné izolacni a Cistici metody s pouzitim pFirodnich zdroji EPO tedy nejsou adekvatni masové
produkci tohoto zadaného terapeutického prostredku.

Sugimoto a spol. v patentu USA 4377513 popisuji jeden ze zpiisobi masové produkce EPO,
zahrnujici multiplikace in vivo lidskych lymfoblastoidnich bun&k, zahrnujicich Namalwa,
BALL-1, NALL-1, TALL-1 a JBL.
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Zpravy o produkci EPO jinymi metodami genetického inZenyrstvi se objevily ve standardni
literatufe. Nebyl v3ak zatim publikovan reprodukovatelny zpisob vyroby ani chemicka
charakteristika produktu. Pfedmét tohoto vyndlezu naproti tomu predstavuje reprodukovatelny
zplisob masové produkce proteinii, vykazujicich biologické vlastnosti lidského EPO. Timto
zplsobem je mozno rovnéZz produkovat proteiny, které se mohou chemicky lisit od autentického
lidského EPO a soucasné vykazovat podobné (a v n&kterych pripadech zlepsené) vlastnosti. Pro
Jjednoduchost jsou zde v3echny proteiny, vykazujici biologické vlastnosti lidského EPO,
oznatovany jako EPO bez ohledu na to, zda s nim jsou nebo nejsou chemicky identické.

Podstata vynélezu

Pfedmétem vynalezu je zpiisob produkce lidského erythropoietinu, jehoZ podstata spo&ivé v tom,
Ze se ve vhodném médiu kultivuji eukaryotni hostitelské busiky, obsahujici DNA sekvenci,
zndzomé&nou v tabulce 3, od sekvence ATG kédujici po&ategni Met od AGA kédujici terminalni
Arg, operativné pfipojenou k expresni kontrolni sekvenci, a takto vyrobeny erythropoietin se
oddéli od bunék a média.

Ve vyhodném provedeni obsahuje kultivaéni médium fetélni sérum. Jako hostitelské buiiky
prichazeji v avahu zvlast¢ savéi buiiky, s vyhodou buitky COS, CHO, C127 nebo 3T3 a
nejvyhodnéji buiiky 3T3 nebo buiiky vajegniki &inského kiecka (CHO).

Ve zvlasté vyhodném provedeni zptisobu podle vynalezu je DNA sekvence obsaZena ve vektoru,
ktery také obsahuje DNA hovéziho papilomaviru.

Predlozeny vynélez se tedy tyka exprese DNA, kterd exprimuje prekvapivé vysoké hladiny:-
lidského EPO, jeho exprese a masové produkce aktivniho lidského EPO in vitro. Jsou také i
popsany vhodné expresni vektory pro produkci EPO, expresni buiiky, schémata &isténi a ptibuzné
procesy.

Jak je podrobnéji dale popsano, byl EPO ziskan v &4ste¥n& &isténé formé a byl dale &istén do
homogenity a 3tépen trypsinem za vzniku specifickych fragmenti. Tyto fragmenty byly &itény a
sekvenovany. EPO oligonukleotidy byly navrZeny a syntetizovany na zikladé t&chto sekvenci.
Tyto oligo byly pouzity ke screeningu lidské genomické knihovny, ze které byl izolovan EPO
gen.

EPO gen byl ovéfen na zaklad€ své DNA sekvence, ktera odpovidala mnoha ze sekvenovanych
tryptickych proteinovych fragmenti. Cast genomického klonu pak byla pouzita pro demonstraci
pii hybridizaci, ze EPO mRNA by mohla byt detekovana v lidské fetalni mRNA (stafi 20 tydni).
Byla ptipravena cDNA knihovna jater lidského plodu a byla screenovéna. Byly ziskany tti EPO
¢DNA klony (po screeningu.750 000, rekombinantii). Dva z téchto klond byly stanoveny jako
majici plnou délku podle kompletni koédujici sekvence a v podstaté 5-konec a 3-konec
netranslatované sekvence. Tyto cDNA byly exprimovany jak v SV—40 virem transformovanych
opicich buiikach (COS—1 buné&na linie; Gluzman, Cell 23:175-182 (1981)) a burikach vajeénikt
¢inskych kiec¢kd (bunééna linie CHO; Urlaub G. a Chasin L. A. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
77:4216-4280 (1980)). EPO produkovany z COS butiky je biologicky aktivni EPO in vitro a in
vivo. EPO produkovany z CHO bungk je také biologicky aktivni in vitro a in vivo.

EPO cDNA klon mé zajimavy otevieny &teci rameéek 14~15 aminokyselin (aminoacids —aa)
s inicidtorem a termindtorem ze 20 aZ 30 nukleotidi (nt) proti sméru kédujici oblasti.
Reprezentativni vzorek E.coli, transfektované klonovanym EPO genem, byl uloZen v American
Type Culture Collection, Rockville, Maryland, ktery je dostupny pod pfiristkovym &islem
ATCC 40153.
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Popis obrazki na pripojenych vykresech

Tabulka 1 je sekvence 87 parii bazi exonu lidského EPO genu;
obr. 1 ilustruje detekci EPO mRNA v lidské fetalni jaterni mRNA,

tabulka 2 ilustruje aminokyselinovou sekvenci EPO proteinu, odvozenou z nukleotidové
sekvence lambda~HEPOFL13;

tabulka 3 ilustruje nukleotidovou sekvenci EPO c¢DNA v lambda-HEPOFL13 (uvedena
schematicky na obr. 2) a z ni odvozenou aminokyselinovou sekvenci;

obr. 3 ilustruje relativni polohy DNA inzertii &ty¥ nezavislych lidskych EPO genomickych kloni;
obr. 4 predstavuje mapu zjevné intronové a exonové struktury lidského EPO genu;

tabulka 4 ilustruje DNA sekvenci EPO genu;

obr. 5A, 5B a 5C ilustruji konstrukci vektoru 910(B);

obr. 6 ilustruje SDS polyakrylamidovou gelovou analyzu EPO, produkovaného v COS-1
buiikach, ve srovnani s nativnim EPO,

tabulka 6 ilustruje nukleotidovou a aminokyselinovou sekvenci EPO klonu, lambda—~HEPOFLS;
tabulka 7 ilustruje nukleotidovou a aminokyselinovou sekvenci EPO kionu, lambda—HEPOFL13;
obr. 7 je schematickou ilustraci plazmidu pRk1-4, a

obr. 8 je schematickou ilustraci plazmidu pdBPV-MMTneo(342-12).

PredloZeny vynilez se tedy tyka produkce lidského EPO in vitro expresi DNA, ktera byla
popséna vyse.

V patentové a védecké literatufe je uvadéno mnoho zplisobl, vhodnych pro produkci
rekombinantnich proteini. Obecné tyto techniky zahrnuji izolaci nebo syntézu pozadované
genové sekvence a expresi takové sekvence bud’ v prokaryotické nebo eukaryotické buiice za
pouZiti technik bézné¢ odbornikim znadmych. Jakmile byl gen izolovan, &istén a inzertovan do
transfer vektoru (tj. klonovén), je zaji$téna dostupnost podstatného mnoZstvi. Vektor s do né&j
klonovanym genem je transferovan do vhodného mikroorganismu nebo bun&éné linie, napfiklad
bakterie, kvasinky, sav¢ich bunék, jako jsou COS-1 buiiky (opiéi ledviny), CHO (vajeéniky
Cinského kie¢ka), hmyzi bun&tné linie a podobn&, kde se vektor replikuje pii proliferaci
mikroorganismu nebo buné&¢né linie a ze kterych vektor miZe byt izolovan b&znymi prostredky.
Je tak poskytnut obnovitelny zdroj genu pro dalsi manipulace, modifikace a transfery do jinych
vektort nebo jinych mist v tomtéZ vektoru.

Exprese miize byt Casto dosaZena transferovanim klonovaného genu ve spravné orientaci a
¢tecim ramecku do vhodného mista v transfer vektoru tak, Ze transladni &teci postup
z prokaryotického nebo eukaryotického genu vede k syntéze proteinového prekurzoru,
obsahujictho aminokyselinovou sekvenci, kédovanou klonovanym genem, ptipojeného k Met
nebo aminokoncové sekvenci z prokaryotického nebo eukaryotického genu. V obou piipadech
mohou byt signdly pro iniciaci transkripce a translace dodiny vhodnym genomickym
fragmentem klonovaného genu. Mnoho specifickych technik $t&peni proteinti miZe byt pouZito
pro 3t&peni proteinového prekurzoru, je-li produkovan, v poZzadovaném bodé tak, aby se uvolnila




10

20

25

CZ 287620 B6

pozadovanéd aminokyselinova sekvence, ktera miize byt. pak- CiSténa obvyklymi prostiedky.
V nékterych pfipadech je protein, obsahujici pozadovanou aminokyselinovou sekvenci,
produkovan bez potfeby specifickych technik $tépeni a miZe byt také uvolnén z bundk do
extracelularniho ristového média.

Izolace genomického klonu lidského EPO

Lidsky EPO byl ¢istén do homogenity z mo&i pacient, postizenych aplastickou anémii, jak
popsano dale. Uplné St€peni tohoto &iSt€ného EPO proteazovym trypsinem poskytlo fragmenty,
které byly oddéleny vysokotlakovou kapalinovou chromatografii s reverzni fazi, ziskany
z gradientovych frakci a podrobeny mikrosekven&ni analyze. Sekvence tryptickych fragmentt
Jsou podtrZeny v tabulkich 2 a 3 a jsou podrobngji diskutovany dale. Dvé aminokyselinové
sekvence, Val-Asn-Phe-Tyr-Ala-Trp-Lys a Val-Tyr-Ser-Asn—Phe-Leu-Arg, byly zvoleny
pro navrh oligonukleotidovych sond (vedoucich k oligonukleotidovém poolu 17 nt dlouhému a
32-krat degenerovanému, a oligonukleotidovému poolu 18nt dlouhému a 128-krat
degenerovanému, ze dfivéjsiho tryptického fragmentu jakoz i dvou pooli 14nt dlouhého, vzdy
48-krat degenerovaného, z pozdéjsiho tryptického fragmentu). 32—krat degenerovany 17merovy
pool byl pouZit pro screening lidské genomické DNA knihovny v Ch4A vektoru (22) za pouZiti
modifikace Woo—a a O'Malleye v in situ amplifikadnim postupu (47) pro pripravu filtri pro
screening.

Arabské &islice v zdvorkach (1) az (60) jsou pouZity pro oznageni publikaci, které jsou uvedeny
podle &isel na konci tohoto popisu.

Fagy, hybridizujici k 17meru, byly vybrany, spojeny do malych skupin a sondovéany se.
14merovymi a 18merovymi pooly. Fagy, hybridizujici k 17merovym, 18merovym a 14merovym
poolim, byly plakové Cistény a fragmenty byly subklonovany do M13 vektori pro sekvenaci...
dideoxy—fet&zec ukonéujici metodou podle
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Sangera a Coulsona (23)(1977). Sekvence regionu, hybridizujiciho ke 32nasobné degenerované-
mu 17meru v jednom zklond, je uvedena v tabulce 1. DNA sekvence obsahuje v otevieném
Ctecim ramelku nukleotidy, které by mohly presnd kédovat trypticky fragment, pouzity
k odvozeni 17merového poolu oligonukleotidii. Dale analyza DNA sekvence indikuje, Zze
17merovy hybridizujici region byl obsazen v 87bp exonu, navizaném v mistech potencialniho
sestfihu akceptoru a donoru.

Pozitivni potvrzeni, Ze tyto dva klony (zde oznagené jako lambda~HEPO1 a lambda-HEPQ?2)
jsou EPO genomické klony, byly ziskany sekvenovinim dal$ich exond, obsahujicich jiny
trypticky fragment kédujici informaci.

Izolace EPO ¢cDNA kloni

Byla provedena Northern analyza (56) lidské fetalni (20 tydnii staré) jaterni MRNA za pouziti
95nt jednofetézcové sondy, pfipravené z M13 klonu, obsahujici &ast 87bp exonu, popsaného
v tabulce 1. Jak je ilustrovano na obr. 1, bylo mozno detekovat silny signal ve fetalni jaderné
MRNA. Presni identifikace tohoto pasu jako EPO MRNA byla provedena za pouiti stejné sondy
ke screeningu bakteriofigové lambda cDNA knihovny fetalni jaterni mRNA (25). Bylo ziskano
n€kolik hybridizujicich klont pfi frekvenci pfiblizné 1 pozitivni na 250 000 rekombinanti.
Kompletni nukleotid a odvozené od téchto klondi (lambda-HEPOFL13 a lambda-HEPOFLS)
Jsou uvedeny v tabulkich 5 a 6. EPO kédujici informace je obsaZena v 594nt v 5-konec poloviné
¢DNA, zahrnujici velmi hydrofobni 27 aminokyselinovy leadr a 166 aminokyselinovy zraly
protein.

Identifikace N-konce zralého proteinu byla zalozena na N-koncové sekvenci proteinu,
sekretovaného do moti osob s aplastickou anémii, viz tabulka 1, a jak publikoval Goldwasser
(26), Sue a Sytkowski (27) a Yangawa (21). Zda tento N-konec (Ala—Pro~Pro-Arg-) piedstavuje
skute¢ny N-konec, navizany na EPO v ob&hu, nebo zda probiha né&jaké $tépeni v ledvinach nebo
mo¢i, neni v soudasné dob& znamo.

Aminokyselinové sekvence, které jsou podtrzeny v tabulkdch 2 a m oznaluji ty typické
fragmenty nebo €ésti, ze kterych byla ziskana proteinova sekvence. Dedukovana sekvence pfesnd
souhlasi s tryptickymi fragmenty, které byly sekvenovany, potvrzuje, Ze izolovany gen koduje
lidsky EPO.

Struktura a sekvence lidského EPO genu

Relativni polohy DNA inzert &tyf nezavislych lidskych EPO genomickych klonii jsou uvedeny
na obr. 3. Hybridizatni analyza téchto klonl s oligonukleotidovymi sondami a s riiznymi
sondami, pfipravenymi ze dvou tfid EPO cDNA klonii, umistuje EPO gen do pfiblizné 3,3 kb
oblasti, zndzornéné na obr. 3 tmavou &arou. Kompletni sekvendni analyza této oblasti (viz ptiklad
4) a porovnéani s cDNA klony vede k mapé intronové a exonové struktury EPO genu, uvedené na
obr. 4. Epo gen je rozdélen do 5 exondi. Cést exonu I, celé exony II, III a IV a &st exonu v,
obsahuji protein kédujici informaci. Zbylé exony I a V kéduji 5-konec a 3-konec netrans-
latované sekvence.

Prechodna exprese EPO v COS burikach

K demonstrovéni, ze biologicky aktivni EPO by mohl byt exprimovan v in vitro bun&ném
systému, byla provedena COS bun&na expresni studie (58). Vektor, pouzity pro prechodné
studie, p91023(B), je popsan v piikladu 5. Tento vektor obsahuje adenovirovy hlavni pozdni
promotor, SV40 polyadenyla¢ni sekvenci, SV40 pivod replikace, SV40 enhancer a adenovirovy
VA gen. ¢cDNA inzert v lambda~HEPOFL13 (viz tabulka 6) byla inzertovana do p91023(B)
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vektoru po sméru od hlavniho pozdniho promotoru. Tento- novy vektor je oznaen jako
PPTFL13.

Dvacetctyfi hodiny po transfekci tohoto konstruktu do M6 kmene COS—1 bunék (Horowitz a
spol., J. Mol. Appl. Genet. 2:147-149 (1983)), byly buiiky promyty, premistény do séra prostého
média a buiiky byly sklizeny o 48 hodin pozdgji. Hladina uvoln&ni EPO do supernatantu kultury
pak byla hodnocena za pouziti kvantitativni radioimunozkousky pro EPO (55). Jak je uvedeno
v tabulce 8 (ptiklad 6), byl exprimovan imunologicky reaktivni EPO. Biologicka aktivita EPO,
produkovaného z COS-1 bungk, byla také hodnocena. V odd&leném pokuse byl vektor,
obsahujici EPO ¢cDNA z lambda-HEPOFL13, transfektovan do COS—1 bungk a médium bylo
sklizeno, jak popsino vy3e. EPO v médiu byl pak kvantifikovan bud’ ve dvou in vitro
biologickych zkouSkach, “"H-thymidinem a CFU-E (12, 29), a bud’ dvéma in vivo zkouskami,
hypoxickou mysi a vyhladovélou mysi (30, 31) (viz tabulka 9, piiklad 7). Tyto vysledky
demonstruji, Ze biologicky aktivni EPO je produkovan v COS—1 buiikach. Pfi Western—blottingu
za pouziti polyklonélni anti-EPO protilatky, EPO, produkovany COS buitkami, ma mobilitu na
SDS-polyakrylamidovych gelech, ktera je identicka s mobilitou nativniho EPO, pfipraveného
z lidské moce (priklad 8). Rozsah glykosylace EPO, produkovaného COS—1, miize byt podobny
jako u nativniho EPO.

Rizné vektory, obsahujici jiné promotory, mohou byt také pouzity v COS buiikich nebo v Jjinych
savCich nebo eukaryotickych buiikich. Pfiklady takovych jinych promotord, vhodnych pri
provedeni vynélezu, zahrnuji SV40 &asné a pozdni promotory, promotor mysiho
metallothioneinového genu, promotor, nalezeny v dlouhych terminalnich opakovanich ptadich
nebo savéich retrovirech, promotor bakulovirového polyhedron genu a jiné. Priklady typt jinych
bunék, vhodnych v praktickém provedeni tohoto vynalezu, zahrnuji E.coli, kvasinkové, savéi
buiiky, jako jsou CHO (vajenik &inského kfetka), C127 (opi¢i epithel), 3T3 (my3i fibroblast),
CV-1 (ledviny africké opice — African green monkey kidney) a hmyzi buiiky, jako jsou buriky ze
Spodoptera frugiperda a Drosophila metanogaster. Tyto alternativni promotory a/nebo bun&né
typy mohou umoZiiovat regulaci naCasovani nebo hladiny EPO exprese, produkce bun&&nd
specifickych typd EPO nebo ristu velkych mnoZstvi EPO produkujicich bunék za ménd
nakladnych, snadnéji kontrolovatelnych podminek.

Expresni systém, ktery si zachovava vyhody savéi exprese, ale vyzaduje kratsi dobu pro redukci
vy3si hladiny exprese bun&tné linie, se sklddé z hmyzi bun&né linie a DNA viru, ktery se
reprodukuje v této buné&né linii. Virus je virus jaderné polyhedrézy. M4 dvojvliknovy cirkularni
DNA genom o velikosti 128 kb. Nukleokapsid je ty&kovité tvarovan a naléza se obalen ve dvou
forméch, neokludované formé viru, proriistajiciho membranou, a okludované formé, obalené
v proteinovém krystalu v jadru infikované buiiky. Tyto viry mohou byt rutinné propagovany v in
vitro hmyzi bunééné kultufe a jsou pfizpiisobivé viem rutinnim virovym metoddm u Zivodicha.
Médium bunééné kultury je typicky Zivny solny roztok a 10% fetalni teleci sérum.

In vitro je riist viru iniciovan, jestlize neokludovany virus (NOV) vstupuje do buiiky a prechazi
do jadra, kde se replikuje. Replikace je jaderna. Béhem potate&ni faze (818 h po infekei) virové
aplikace jsou nukleokapsidy shromézdény v jadfe a nésledné proriistaji plazmovou membranou
jako NOV, a roz3ifuji infekci v bun&tné kultufe. Navic n&které nukleokapsidy nasledng (18+ h po
infekei) ziistdvaji v jadfe a jsou okludovany v proteinové matrici a jsou znamy jako polyhedralni
inkluzni t€lisko (PIB). Tato forma neni v bun&¢né kultute infek&ni. Matrice je sloZena z proteinu,
znamého jako polyhedrin, mol. hmotnost 33 kd. Kazdy PIB ma pfiblizné 1 mm v priméru a
v jadfe muZze byt az 100 PIB. V pozdni fazi infekéniho cyklu je produkovén tak velky podil
polyhedrinu, ¢inici az 25 % celkového bunééného proteinu.

Protoze PIB nehraje Zadnou roli v in vitro replikaénim cyklu, mize byt polyhedrinovy gen

deletovén z virového chromozomu bez ovlivnéni Zivotaschopnosti in vitro. Pfi pouziti viru jako
expresniho vektoru byla nahrazena polyhedrinovy gen kédujici oblast cizi DNA, kterd ma byt
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exprimovana, a byla tak umisténa pod kontrolou polyhedrinového promotoru. Vysledkem je
virovy fenotyp, netvorici PIB.

Tento systém byl pouzit nékolika vyzkumniky, z nichz jsou nejiast&ji uvadéni Pennock a spol. a
Smith a spol. Pennock a spol. (Gregory D. Pennock, Charles Shoemaker a Louis K. Miller,
Molecular and Cell Biology 3:84, str. 399-406) popisuji vysokou hladinu exprese bakterialniho
proteinu, B-galaktosidazy, jestliZe je umistén pod kontrolou polyhedrinového promotoru.

Jiny expresni vektor, odvozeny od jaderného polyhedrozniho viru, byl popsin Smithem a spol.
(Gale E. Smith, Max D. Summers a M. J. Fraser, Molecular and Cell Biology, 16. kvétna 1983,
str. 2156-2165). Tito autofi demonstrovali u&innost svého vektoru v expresi lidského B—
interferonu. Syntetizovany produkt byl shledan glykosylovanym a sekretovanym z hmyzich
bunék, jak bylo oekavano. V pitkladu 14 jsou popsany modifikace plazmidu, obsahujiciho
Autographa californica jaderny polyhedrosis virovy (AcNPV) polyhedronovy gen, které
umoziiuji snadnou inzerci EPO genu do plazmidu, tak¥e miZe byt pod transkripéni kontrolou
polyhedrinového promotoru. Vysledné DNA je ko-transfektovana intaktni chromozémovou
DNA ze standardniho typu AcNPV do hmyzich bunék. Geneticka rekombinace vede k nahrazeni
AcNPVC oblasti polyhedrinového genu DNA z plazmidu. Vysledny rekombinantni virus maze
byt identifikovén mezi virovym potomstvem tim, Ze vykazuje DNA sekvence EPO genu. Tento
rekombinantni virus ma po reinfekci hmyzich bungk produkovat EPO.

Piklady EPO exprese v CHO, C127 a 3T3 a hmyzich buiikéch jsou uvedeny v p¥ikladech 10 a 11
(CHO), 13 (C127 a 3T3) a 14 (hmyzi buriky).

Rekombinantni EPO, produkovany v CHO buiikéch, jako v piikladu 11, byl &istén béznymi
metodami sloupcové chromatografie. Relativni mnoZstvi cukri, pFitomnych v glykoproteinu,
byla analyzovana dvéma nezavislymi metodami [(i) Reinold, Methods in Enzymol. 50:244-249 "
(Methanolysis) a (I) Takemoto H. a spol., Anal. Biochem. 145:245 (1985) (pyridylaminace,
spolu s nezavislym stanovenim kyseliny sialové)]. Vysledky, ziskané v ka?dé metods, byly ve -
vynikajicim souladu. Bylo provedeno n&kolik stanoveni, poskytujicich nasledujici primémé
hodnoty, kde N-acetylglukosamin je pro srovnavaci iigely oznaen hodnotou 1:

Cukr Relativni molami hladina
N-acetylglukosamin 1
hexozy: 1,4
galaktoza 0,9
manndza 0,5
kyselina N-acetyl-
uraminova 1
fukoza 0,2
N-acetylgalaktosamin 0,1

Je tfeba uvést, Ze vyznamné hladiny fukézy a N-acetylgalaktosaminu byly reprodukovateln&
pozorovany za pouZiti obou nezévislych metod analyzy cukri. Pfitomnost N-acetylgalaktos-
aminu indikuje pfitomnost O-napojené glykosylace na proteinu. Pfitomnost O-napojené glyko-
sylace byla déle indikovana SDS-PAGE analyzou glykoproteinu s nasledujicim 3tépenim
glykoproteinu s riznymi kombinacemi glykosidickych enzymi. Po enzymatickém odstépeni
viech N-napojenych karbohydratii na glykoproteinech za pouZiti enzymu peptid endo F N-
glykosidaza, byla molekulovd hmotnost proteinu dale sniZovana nésledujicim $t&penim
s neuraminidazami, jak bylo stanoveno pomoci SDS-PAGE analyzy.

In vitro biologicka aktivita €iSt€ného rekombinantniho EPO byla zkouena metodou G. Krystala,

Exp. Hematol. 11:649 (1983) (biozkouska proliferace slezinnych bun&k) s proteinovymi
ukoncenimi, vypottenymi na ziklad® daji o aminokyselinovém sloZeni. Po vicenasobnych
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ukongenich byla in vitro specificka aktivita &iténého rekombinantniho EPO vypoétena jako
vy33i nez 200 000 jednotek/mg proteinu. Prim&m4 hodnota byla v rozmezi asi 275 000~ 300 000
Jednotek/mg proteinu. Navic byly také pozorovany hodnoty vyssi nez 300 000. Poméry in
vivo/polycytemicka zkouska na mysich, Kazal a Erslev, Am. Clinical Lab. Sci., Vcl. B, str. 91
(1975)/in vitro aktivity, pozorované pro rekombinantni materil, byly v rozmezi 0,7 az 1,3.

Je zajimavé porovnat glykoproteinové charakteristiky, uvedené vyse pro rekombinantni CHO—
produkovany EPO materidl, dfive uvedeny v mezinarodni patentové pfihladce & WO 85/02610
(publikované 20. Eervna 1985). Odpovidajici srovnateln4 analyza cukri, popsana na str. 65 této
pihlasky, udavé nulovou hodnotu pro fukézu a pro N-acetylgalaktosamin a pomér hexézy:N—
acetylgalaktosamin 15,09:1. Nepfitomnost N-acetylgalaktosaminu indikuje nepFitomnost O—
napojené glykosylace ve dfive uvadéném glykoproteinu. Na rozdil od tohoto materialu,
rekombinantni CHO-produkovany EPO podle tohoto vynalezu, ktery je charakterizovan vyse,
obsahuje vyznamni a reprodukovatelnd pozorovatelnd mnozstvi jak fukézy, tak N-
acetylgalaktosaminu, obsahuje méné nez jednu desetinu relativniho mnozstvi hexdéz a je
charakterizovan pfitomnosti O-napojené glykosylace. Dale miize byt vysoka specifick4 aktivita
vy3e popsaného CHO-ziskaného rekombinantniho EPO podle tohoto vynalezu pfimo vztaZena ke
svému charakteristickému glykosyla¢nimu uspofadani.

Biologicky aktivni lidsky erythropoietin, produkovany podle vynilezu eukaryotickou expresi
klonované DNA pro EPO, ktera byla definovéna vyse, miize byt pouzit 1ékati a/nebo veterinafi
pro in vivo 1é&bu savcl. MnoZstvi (€inné slozky bude samoziejmé zaviset na intenzité 1é¢ené
choroby, zvoleném zpisobu podéavani a specifické aktivité aktivniho EPO a v kone&né podobné
bude stanoveno pfislu$nym lékafem nebo veterinifem. Takové mnoZstvi aktivniho EPO,
stanovené pfisluSnym lékafem, je zde také oznadovano jako ,lééebné G¢inné EPO“ mnoZstvi.
Napfiklad v 1é¢bé indukované hypoproliferativni anémie, spojené s chronickym selhanim ledvin
u ovce, bylo i€¢inné denni mnoZstvi EPO nalezeno 10 jednotek/kg po 15 aZ 40 dnii. Viz Eschbach
a spol., J. Clin. Invest., 74:434 (1984).

Ukinny EPO miize byt podavan jakymkoliv zptisobem, vhodnym pro stav, ktery je lé&en.
Vyhodné je EPO injektovan do krevniho proudu lé&eného savce. Odbornikovi v oboru bude
ziejmé, Ze preferovany zpiisob podéni se bude ménit podle 1éZeného stavu.

U u¢inného EPO je moZné, aby byl podavan jak jako &ista, tak v podstaté ista sloudenina, je
vyhodné ho podavat ve formé farmaceutické formulace nebo preparatu.

Formulace (tj. kompozice ¢i prostfedky) jak pro veterinarni, tak humanni pouziti, obsahuji G¢inny
EPO protein, jak je popsan vy3e, spolu s jednim nebo vice jeho farmaceuticky ptijatelnymi nosi&i
a popiipade dalsi terapeutické slozky. Nosi¢(e) musi byt prijatelné v tom smyslu, Ze jsou
kompatibilni s jinymi slozkami formulace a neskodi jejimu ptijemci. Je 24adouci, aby formulace
neobsahovala oxidaéni ¢inidla a jiné substance, o kterych je zndmo, Ze nejsou s peptidy
kompatibilni. Formulace mizZe byt vyhodn& ve formé jednotkové davkové formy a miize byt
pfipravena jakoukoliv metodou, zndmou v oboru farmacie. Viechny metody zahmuji stupeii
uvedeni do spojeni (Cinné slozky s nosi¢em, ktery tvofi jedna nebo vice pomocnych sloZek.
Obecné jsou formulace pfipraveny homogennim a dokonalym spojenim w&inné slozky
s kapalnymi nosi¢i nebo jemng délenymi pevnymi nosici nebo obéma typy nosié, a pak jsou, je-
li to nezbytné, tvarovany produkty do poZzadovaného tvaru.

Formulace, vhodné pro parenteralni podani, obvykle zahrnuji sterilni vodné roztoky w¢inné
slozky s roztoky, které jsou vyhodné izotonické s krvi ptijemce. Takové formulace mohou byt
vyhodné pripraveny rozpusténim pevné G¢inné slozky ve vodé za vzniku vodného roztoku a
sterilizaci roztoku v jedno nebo vicedavkovych nadobkéch, naptiklad zatavenych ampulich nebo
lahvi€kach.
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Vyraz ,EPO/cDNA¥, pouZivany v tomto textu, zahrnuje zraly EPO/cDNA gen, jemuz pfedchazi
ATG kodon, a EPO/cDNA kédujici EPO protein, znazornény v tabulkach 2 a 3. Epo protein
zahrnuje 1-methioninovy derivat EPO proteinu (Met-EPO). Zraly EPO protein, ilustrovany
sekvencemi v tabulce 2, zatina sekvenci Ala~Pro-Pro-Arg..., Jejiz zakatek je v tabulce 2 oznagen
gislem ,,1“. Met-EPO by za&inal sekvenci Met-Ala-Pro-Prc-Arg...

Nasledujici priklady slouZi lep§imu porozuméni vynilezu, jehoZ rozsah je dan pripojenymi
naroky. VSechny teploty jsou udavany ve stupnich Celsia a nejsou korigovany. Symbol mikron
nebo mikro, nap¥. mikrolitr, mikromol atd., je »,u*, napf. ul, um atd.

Priklady provedeni vynilezu

Priklad 1
Izolace genomického klonu EPO

EPO byl ¢idtén z moéi pacientt s aplastickou anémii v podstaté, jak bylo popséno diive (Miyake

a spol, J. Biol. Chem., 252:5558 (1977)) stim rozdilem, ¥e bylo vynechano zpracovani

s fenolem a nahrazeno tepelnym zpracovanim pfi 80 stupnich po 5 min pro inaktivaci

neuraminidizy. Koneény stupefi v isténi byla frakcionace na C—4 Vydac HPLC kolon& (The

Separation Group) s pouZitim 0 az 95% acetonového gradientu s 0,1% kyselinou trifluoroctovou

(TFA) b&hem 100 minut. Poloha EPO v gradientu byla stanovena gelovou elektroforézou a N—

terminalni sekven¢ni analyzou (21, 26, 27) hlavnich piki. EPO byl eluovan ptiblizngé 53%

acetonitrilem a predstavuje pfiblizné 40 % proteinu, podrobeného HPLC s reverzni fazi. Frakce, ~
obsahujici EPO, byly odpafeny na 100 pl, upraveny na pH 7,0 hydrogenuhli¢itanem amonnym, ~
dokonale $t&peny 2% TPCK~—zpracovanym trypsinem (Worthington) po 18 hodin pfi 37 stupnich.
Produkt tryptického 3t&peni byl pak podoben HPLC s reverzni fazi, jak je popsano vyse. Byla _
sledovéana optickd hustota jak pti 280, tak 214 nm. Dobte oddélené piky byly odpafeny témér

dosucha a podrobeny pfimo N~terminalni aminokyselinové sekvenéni analyze (59) za pouziti
Applied Biosystems Model 480Ab sekvenatoru v plynné fazi. Ziskané sekvence Jjsou v tabulkach

2 a 3 podtrzeny. Jak je zde uvedeno vyse, byly dva z téchto tryptickych fragmentd zvoleny pro

syntézu oligonukleotidovych sond. Ze sekvence Val-Asn-Phe-Tyr-Ala-Trp-Lys byly

pfipraveny (aminokyseliny 46 az 52 v tabulkach 2 a 3)

17mer 32nésobné degenerace

TTCCANGCGTAGAAGTT,

a 18 mer 128nésobné degenerace

CCANGCGTAGAAGTTNAC.

Ze sekvence Val-Tyr-Ser-Asn-Phe-Leu-Arg (aminokyseliny 144 az 150 v tabulkich 2 a 3)

byly pfipraveny dva pooly 14meri, kazdy 32nasobn& degenerovan

TACACCTAACTTCCT a TACACCTAACTTCTT,

které se lisi v prvni poloze pripraveného leucinového kodonu. Oligonukleotidy jsou znageny na

S—konec konci pomoci *’P pouzitim polynukleotid—kinazy (New England Biolabs) a gamma P

ATP (New England Nuclear). Specifickd aktivita oligonukleotidi se mé&nila mezi 1000 a

3000 C/mmol oligonukleotidu. Lidska genomicka DNA knihovna v bakteriofagu lambda (Laen a

spol.,, 22) byla screenovana za pouziti modifikace in situ amplifikadniho postupu, pivodné

popsaného Woo—em a spol. (47)(1978). Ptiblizné 3,5 x 10° fagl bylo umisténo v hustot& 6000

fagu na 150 mm Petriho misku (NZCYM médium) a inkubovéno pfi 37 stupnich do viditelnych

plaki, které jsou v3ak malé (pfiblizn& 0,5 mm). Po 1 hodiné chlazeni pfi 4 stupnich byly

duplikatové kopie vzorki plaku preneseny na nylonové membriny (New England Nuclear) a

inkubovany pfes noc pki 37 stupnich na &erstvych NZCYM plotnach. Filtry pak byly

denaturovany a neutralizovany 10minutovym pobytem vzdy po 10 min na tenkém filmu 0,5N
NaOH - 1M NaCl a 0,5M Tris (pH 8) — IM NaCl. Po vakuovém suseni pfi 80 stupnich po

2 hodiny byly filtry promyty v 5 x SSC, 0,5% SDS po 1 h a bun&éné zlomky na povrchu filtru

-14-



10

15

20

25

30

35

CZ 287620 B6

byly odstranény mirnym $krabanim vlhkou tkaninou. Toto $krabani redukuje podstatnou vazbu
sondy Kk filtrim. Filtry pak byly promyty vodou a prehybridizovany po 4 aZz 8 hodin pfi
48 stupnich ve 3M tetramethylamoniumchloridu, 10 mM NaPO, (pH 6,8), 5 x Denhardtové
roztoku, 0,5% SDS a 10mM EDTA. *P znateny 17mer byl pak pFidan v koncentraci
0,1 pmol/ml a hybridizace byla provedena pii 48 stupnich po 72 h. Po hybridizaci byly filtry
intenzivné promyty 2 x SSC (0,3M NaCl- 0,03M Na-—citrat, pH 7) pfi teploté mistnosti a pak 1 h
ve 3M TMACI - 10 mm NaPO, (pH 6,8) pfi teploté mistnosti a od 5 do 15 min pfi hybridizaéni
teploté. Priblizné 120 silnych duplikatovych signali bylo detekovano 2 dny po autoradiografii za
intenzifikatniho screeningu. Pozitiva byla vybréna, shroméazdéna po 8 a znovu tfikrat
rescreenovana za pouZiti jedné poloviny 14merového poolu na kazdém ze dvou filtri a 127 meru
na tfetim filtru. Podminky a 17mer pro umisténi na plotnu jsou popsiny vyse s vyjimkou, ze
hybridizace pro 14mer byla pti 37 stupnich. Po autoradiografii byly sondy odstranény ze
17merového filtru v 50% formamidu po 20 min pfi teploté mistnosti a filtrat byl rehybridizovan
pfi 52 stupnich s 18merovou sondou. Dva nezavislé fagy hybridizuji ke viem tfem sondam. DNA
z jednoho z té€chto fagh (zde oznaten lambda HEPO1) byla dokonale $tépena pomoci Sau3A a
subklonovana do M13 pro DNA sekvenéni analyzu za pouziti dideoxy fetézec terminujici metody
podle Sangera a Coulsona, (23)(1977). Nukleotidova sekvence a odvozena aminokyselinova
sekvence otevieného ¢teciho ramecku, kodujici pro EPO trypticky fragment (podtrzena oblast),
Jjsou zde popsany. Intronové sekvence jsou uvedeny malymi pismeny, exonové sekvence (87nt)
velkymi pismeny. Sekvence, které souhlasi s misty akceptorového (a) a donorového (d) stfihu,
jsou podtrzeny (viz tabulka 4).

Piiklad 2
Northern analyza mRNA jater lidského plodu

5 ug mRNA jater lidského plodu (pfipravené z jater 20tydenniho lidského fetu) a mRNA jater
dospélého ¢loveka bylo elektroforezovano v 0,8% agarosovém formaldehydovém gelu a transfe-
rovano na nitrocelulézu za pouziti metody Dermana a spol., Cell, 23:731 (1981). Jednofetézcova
sonda pak byla pripravena z M13 templatu, obsahujiciho inzert, ilustrovany v tabulce 1. Konec
byl 20mer, ziskany ze stejného tryptického fragmentu, jako plivodni 17merova sonda. Sonda byla
pfipravena, jak popsal Anderson a spol., PNAS, (50)(1984) s tim rozdilem, Ze nasleduje 3t&peni
pomoci Amal (které produkuje pozadovanou sondu délky 95nt, obsahujici 74nt koédujici
sekvence), maly fragment byl ¢i$t&n z m13 templatu chromatografii na sloupci sepharosy C14B
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v 0,IN NaOH-0,2M NaCl. Filtr byl hybridizovan k pfiblizné 5x10° cpm této sondy po 12 hodin
pfi 68 stupnich, promyt ve 2 x SSC pti 68 stupnich a vystaven 8 dnil intenzivnimu screeningu.
Jedina markerovd mRNA o 1200 nt (ozna&eno 3ipkou) probihala v sousedni draze (obr. 1).

Ptiklad 3
cDNA z jater plodu

Byla pfipravena sonda, shodna se sondou, popsanou v pfikladu 2, a byla pouZita ke screeningu
cDNA knihovny jater plodu, ptipravené ve vektoru lambda—Ch21A (Toole a spol., Nature,
(25)(1984) za pouziti standardniho screeningového (Benton Davis, Science, (54)(1978)) postupu.
Tti nezédvislé pozitivni klony (ozna&ené zde lambda—HEPOFLG6 (1350bp), lambda—HEPOFLS
(700 bp) a lambda~-HEPOFL3 (1400 bp) byly izolovany po screeningu 1 x 10° plaka. Cely inzert
lambda~HEPOFL13 a lambda~HEPOFL6 byly sekvenovany po subklonovani do M13. (Tabulka
7 a 5). Pouze &asti lambda~HEPOFLS byly sekvenovany a zbytek byl povazovan za shodny
s ostatnimi dvéma klony (tabulka 6). 5—konec a 3—konec netranslatované sekvence Jjsou uvadény
malymi pismeny. Kédujici oblast je zapsana pismeny velkymi.

Vtabulkach 2 a 3 je dedukovani aminokyselinova sekvence uvedena pod nukleotidovou
sekvenci a je Cislovana tak, Ze &islo 1 plati pro prvni aminokyselinu maturovaného proteinu.
Pfedpokladany vedouci peptid (leader peptid) je oznaten zapisem celych zkratek pro zépis
aminokyselin. Cysteinové zbytky ve zralém proteinu Jjsou dale oznaeny SH a potencialni N—
napojend glykosylaéni mista hvézditkou. Aminokyseliny, které Jjsou podtrzeny, oznaduji ty
zbytky, identifikované N-terminalnim proteinovym sekvenovanim nebo sekvenovanim
tryptickych fragmentii EPO, jak je popsano v

-19-




CZ 287620 B6

Yvw 090
R day
ort .
201 J1v
198 Il
ozt
19y 219
135 tep
001
912 D202
na¥] ey
08
J00  OVI
vlY U9
a9
v o1y
L 9
oy
oYY 239
s41 eIy
1} 4
2303 919
A1 N3t
193 191
oud Si0
vedu888%]

L DY Vo 129 lav
oud ayy dsy ey ayg
A0 YYD oVY 9vd 209
RIY 019 541 urg vy
020 V¥¥Y 1vd 019 1vd
vly s41 dsy qes s
oV 090 090 90109 o193
utg £19 31y nog quy
OVd 993 219 9vs alv
urg A9 tep npo 3ay
vy 9vY9 1vv 911 Q0¥
usy a9 usy noq aog
L ]

OV3 D11 213 9oyl 9oy
019 n91 nol aky 8ay
19 Y33 219 299 910
VA Odd N31 X719 na1
Yv3w323383 9393238300
n

FoeJeJpsey 3332303502

LY vy v
°[1 i Tay
Y00 910 17
£19 nop ey
12 OY0 912
N1 u 19 1o’y
139 vvo 001
TIv N1 aas
02V Ovvy 901
Say sd7 dig
JOL JVO vvo
8L s®I1t 19
ns
o9Y0 010 210
N[y "y 1eA
139 J1D 901
Oud N3l ¥3s
Juoao30u8;
Acviivoud

ALY v
ny] oy
0Ll

902 11)
day  noq
(119

200 avo
013 nro)
06

L0 9L
nep ua
114

Iy 1Vl
vy a4y
(119

190 1ol
vy - §4)
ot {1

Y03 29V
day aag
01

010 210
nar a1

2982392393

L0 100 vaL
r{fy 1y ang
1) LIV QoY
nOT Ayl ayy
201 220 avd
dag oag upp
39 oL 299
eIV N3 A1p
2L Lvy 19
g usy Tep
200 D2V Hav
£19 ayy aqy,
VO 19l Q1v
dsy sdy worg
Hs
ML 912 1)
WIS nid1 na1
93233920 w2

2R DI vy
2y ey day
A 20V 09
"o avg Say
2L 121 Ovy
308 295  usy
¥
vy 091 19
uto dag qea
Yvv 23v JvH
sf1 ayy dsy
LV vy 9v)
o11 usy mnpn
*

WD 323 VI
noq - 8ay oay
110 02aL 919
Na1 Al nIt
93e5e2233>

S ®jInqeg

29 Jo B 53 T )
o1] ni1g
10 299
na1 Ao
219 a1
it"rAa Do
Vg vLo
n1g 1eaA
vao d19
0xg 1 A
00 ovo
ely ngo
Va3 200
013 crVv .
i
90L 209
dil viv
233208u083

-20-




CZ 287620 Bs

233933933
w»mmmmuuwo
8ee2338389¢c
328ovovage
Jeogovees;
edediozove
2333998e2>

33voERIOPD

200 ovy
®ly n1o
D9t

233338ee0d
©331920053
339ee8e83)
2933e3333e
393vo8v3e3
28»8uv8eo0;
858e5393w>

392903230820

9390 VIV Qv
&19 ayr 3Lz ne

333333e030
eSero93339
ooed3edded
veedd3soorv
e333e03eed
33ove33ege
32353338e9

2323e3e083

841 mnoq

eegeereweoRee

39338393223
3330235e58
©v833ea3ea0
933823982310
3vo8eluvaon
228883e23>
2385200ve3

3300v59333

J OV¥ 01D ovww V99 993
s&1 419 Say

0st

R AR
9353833833
8330238900
2129123933
8e339535e9
3338u8330r0e
Jeovdjeeas
392325v329>

3383v0s yoy

9L 211l 1vy
na1 IYg usy

93ove8eeoe
88eoe8rerd;
930138e023
3383008333
er38381081n
20883wova;
e22833e223
99292393012

YoV Ovy 990
uu< dsy 419
991

91 JVL 219
193 3Ly 1ep

Ja3vo300v0e
2o0ewe383318
23215833839
23083e8333
223uleoelds
93r88er3a3

J2ov3d33e0>

©298233309

VoV 920v 091
aqL 8ay shy

HS

V32 J1X 210
3ay oz noq

21-



CZ 287620 B6

9190 200
aar ey
08
320 A ¢
elyv uid
09
v JLY
anL 211
oYy
ovy 200
&y oy
0e
399 91D
A 10 n3’l
130 191
oid SAJ
33213322950
FRYEY EED AT
350898590

ovVy 000 900
ury 419 Say
Y2 999 219
urn 419 1®A
vy 9vDo a1vyv
usy arg9 usy
x
ovV9 911 21D
nyg NI nap
JID VI3 010
VA 0¥d nd’l
Y¥o JYD2 919
n1o SIH IvA
83390939¥338>
39532330333

o210 219
na1 TvA
ovo 2Ly
ntH 9K
t

211 29V
0nag a9s
NL 0D9v
2Ly 3ay
0990 010
AT0 N1
300 Q2lv
X190 13R
+1-
233398300
9023235000

100 Yvd 931
By DnIo 39S
o0V 9VV 091
3ay s dag
JOL JVI VvV)
84D s8I N9
us
ovo 910 219
ngo N9l IEA
193 J1d 9231
oud N3 ¥IsS
Jv3359533e
85o5v233000
29389521039

010 919
nop  naq
0L

209 1vi
ety a4y
0s

130 1ol
iy 84)
ot us
Y902 29V
day aag
01

910 91D
na1 n31

9283520088

3330393333

298u892293

9 ®jInqeg

300 - 012 099
vly no1 £719
21X, 1vvy ll9
ag usy tup
300 02V 00V
A1D0 ayr awyy
oV 191 Jlv
dsy 84 911
ns
221 910 910
¥3IS n3a1T 031
3993158533
209533vd232
2038308535

ov) D21 219 VY9 V1o
up dag tep ni9 Tep
Y¥YV J0Y JVDO VI3 21D
8d1 x5 dsy oag Tey
AV 1IVYY O5YD 029 9VO
9T usy nip wry n1n
¥

QLD 292 VY32 VYID 999
no 3ay oag oag ey

1
113 991 910 9921 229
01T 441 N31 d91 Vv
3v00009582 893205v0398
91023335822 Seov833ood
2223598533 58583285312

22-




CZ 287620 B6

OVO D00 VIV OVL 013 9YV 910 OVV VIO 99) 03 011 IVY 201 OVLI 219 V9D Ju LD
19 Ao ayl 1LL nep s ne 847 &1p Say mo7 ayg usy avg  2£] tep Say N|d N

oSt

JYY 090 OJ11 IOV OVD 103 1O¥ QLY YOV VD) OJ10 YOO 139 129 VII 220 999 1vo ¥20 120
841 8Bay ayg ayy dsy ey ayy, 911 ayr 3Bay ne1 oag svYV vwyy aeg ety viy dsy oxg4 oag
vt 0Ll

JOL 21V 230 VVD OVY OVD 200 V99 919 129 999 113 91D 10V J0Y 210 J9V D290 11D 999
395 211 By nip sd71 u19 urv 4£19 nep wiy iy nag N1 Ayl Ayl N1 2125 day nogp L9
D21 o1t

43V 213 D00 VYV 1lvD 019 1vV) 910 OV 91D 93D OVO) 004 930 9V2 301 101 JvY 2019 9I1
195 1eA  wry 847 dsy qup sfp nal uwlg nop  oag nio dayl oag u9 aas 195 usy [ep naq
001 06

(*2eayod ¢ eyInqey]

23-



CZ 287620 B6

uu._., LY 220 YVO o<<4....<u 939 V99 0DJI 109 0993 LY _O19  Jav N o.-.mw JAIV D0 LI 099
ang Al vIV N9 sk uig ety Lo wer eyy JIy noq wog anLl i, neq dng Say noep K1y
(114 . ott .
1ov 319 000 WVV 1VD 010 1V 910 OV D13 022 OIVO L0k 03D aVD 231 101 OVY 919 OLL
s vy epy SAT USY 1OA BRIl hod G[g W 034 WD OIL hiJTulD T deg asd SRR WS
001 06 v
ol2 229 OVO_ 909 093 Ol J19 130 VVO 9031 042 DL 209 QLI 903 OVI OOL LD VWO V1o
no'l Wiy U1 LD Bav mop ey w1y ni) ads war nag wiy wap K19 upp dag tra N1 (ea
o8 (114
920 9v2  ovd 299 u._b‘oﬁv OlY 00V OVY 005 230 1Vl HE., vV 119 Vv W IV VIO AH
ey vig  uip A1 TEA N1o 39N day TBAT da) Cv  3AL ot usy [vp s&1 ayy day a1g qep
09 v 0s
1OV 21¥ vy OVD IVV 911 09Y 901 OVD VVD 100 191 900 8_‘«8,‘ ALV LYV 9VH 200 HvI
ML 871 usy nD usy nop Jog eA) sIn N1D ely sA) T Q1G T AUl T INT S11 usy  niy elv Ay
oy ¥ us oc s ¥
QVV__909 OVD OLL O19) OVi OOV OVD 01D D1 VDD 20V VD INL OV DID  I9)_ V2D VID D29
§41 c©ly nip no7 no] JAL day N[y na7 jusy day aog duy  §4) o[t no7 duay 0l o01d Ctlv
(114 01 s |
200 012 L2 VIO 212 003 01D I00 JID 31 9ID 012 INL A1d J12 LIJ 931 21D DAL 0929
AT ndT lvAa 0ud nAT AT N4T O¥d NA MAS AT oA udS 't Al A1 ¥k AT 4L VIV
199 19 5.\.‘; v 019 999 9oiv  Tel35Uailfc  258Ton2o0d UMeN120230 Tudo029a8> 8Usa2vaalig
OUdl SR N1 Sl VA 219 13H
L2~
3923790023 89 §10TU8>  95230%u8d0 SoowsI3ono 9830880838 029AJwo3zd 9323999790 Sueor8831000
9395435u3v .92039935328  99393%20v>  2U03T000¥3  209e¥¥220

{ exinqe]

-24-




CZ 287620 B6

91315330383
32038%0%e>
Jrwa393880
133ae2e9%0
Juojounesy
vdrdiaiove
239352%p22

13vdeudonD

2323 __ _9Va_ 9uo

333228022
mmuuuuuuom
310undedld;
2293uda13q¢
323wa8c8ey
39cu8woag
398v2308wd

UUUUUUUQUU

Yav_ Jvi

383933e0130
e8vvag3499
EELESLYE TR
evedlzoonn
2233120800 §
$308933u30e
3193538383

©I2313Iead9

o132 _9vy D12

vy nry L9

TV )

Vv 200 211 1ov av)

na7 T6A  na

130 1ov Jiv

=aﬂ=ﬂcﬂa654=
12840333258
33939230v08
BN TRT)
EHHERRLE R
JoYcdeoan
2238332135
2130092003

8300003140

Teadn2duey
dyaddiasie
J310539%5n
12330000233
ERHEERHET 3
9a39M3330u0
ordauecss
1903289232

Taltdeaa yvoy,

31orelevor
ITuavdeey,
932108031
313173008392
aam&muowus
9083Jeouna
vda838n00)
22923900v>
vav  ava a9

Jay desy Apn
991

OVY ¥OD D020 310 all vy 201 ovi AL

sk Arg Way noq i) usy axog uuk.lﬂﬂMI.am«llmma TRAT

nst

Yav _vad 213 v

s "BV ayg

ayy dsy

LIy ayy  ot1

L 4y na

ot

(*2exyod) 4 eyInqeg

d33v23000-
AR B HE M T
23121000
LRI 5 T4 DR
23Urdvardy
Y10030eqny
aroviddyran
quunuuauuw

VOV oy _ ong
1y, ay w8l

s

VO3 JL1L oM

420190 VOL 203 009 Iva vad 1o

S P > W e e wm—

014 BV vy aeg BV BTV dsy el Toeiy

-25-



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 287620 Bé6

piikladu 1. Caste&né podtrzeni oznatuje zbytky v aminokyselinové sekvenci uréitych tryptickych
fragmentti, které nemohly byt stanoveny jednoznang. cDNA klony lambda-HEPOFLS a
lambda~-HEPOFL13 byly screenovany, uloZeny a jsou dostupné z American Type Culture
Collection, Rockville, Maryland pod pfiristkovym &islem ATCC 40156, ATCC 40152 a
ATCC 40153.

Ptiklad 4
Genomicka struktura EPO genu

Relativni velikosti a polohy &tyf nezavislych genomickych klonit (lambda—HEPOI, 2, 3 a 6)
z knihovny Haelll/Alul jsou ilustrovany pfekryvajicimi se €arami na obr. 3. Silna &4ra oznaduje
polohu EPO genu. Je uvedena stupnice (v kb) a polohy zndmych mist $tdpeni restrik&ni
endonukledzou. Oblast, obsahujici EPO gen, byla kompletné sekvenovana z obou fetézcli za
pouZiti fizené série deleci v této oblasti. Schematické znazornéné péti exoni, kédujicich EPO
mRNA, je uvedeno na obr. 4. Pfesna 5—konec vazba exonu I je v sou€asnosti neznama. Protein
kddujici podily exonti jsou tmavsi. Kompletni nukleotidova sekvence oblasti je uvedena v tabulce
4. Znamé hranice kazdého exonu jsou oznaleny pomoci silnych vertikalnich &ar. Genomické
klony lambda~HEPO1, lambda—HEPQ2, lambda~HEPO3 a lambda—HEPQ6 byly uloZeny a jsou
dostupné z American Type Culture Collection, Rockville, Maryland pod pfirtistkovym &islem
ATCC 40154, ATCC 40155 a ATCC 40150 a ATCC 40151.

Piiklad 5
Konstrukce vektoru p91023(b)

Transformacnim vektorem byl pAdD26SVpA(3), popsany Kaufmanem a spol., Mol. Cell Biol.,
2:1304 (1982). Struktura tohoto vektoru je uvedena na obr. SA. Struéné, tento plazmid obsahuje
gen cDNA mys3i dihydrofolat reduktazy (DFHR), ktery je pod transkrip&ni kontrolou adenovirus
2 (Ad2) hlavniho pozdniho promotoru. 5-konec stfihové misto je indikovano v adenovirové
DNA a 3-konec stfihové misto, odvozené od imunoglobulinového genu, je pfitomno mezi Ad2
hlavnim pozdnim promotorem a DFHR kédujici sekvenci. SV40 &asné polyadenylani misto je
pritomnosti za DHFR koédujici sekvenci. Prokaryoticky odvozena sekce pAdD26SVpAQ3) je
z pSVOd (Mellon a spol., Cell, 27:279(1981)) a neobsahuje pBR322 sekvence, o nichzZ je znamé,
Ze inhibuji replikaci v savéich buiikach (Lusky a spol., Nature, 293:79 (1981)).

pAdD26SVpA(3) byl preveden na plazmid pCVSVL2, jak je ilustrovano na obr. 5A.
pAdD26SVpA(3) byl pfevede na plazmid pAdD26SVpA(3) (d) deleci jednoho ze dvou Pstl mist
v pAdD26SVpA(3). Toto bylo provedeno parcidlnim $tépenim pomoci Pstl za pouziti deficitu
enzymu tak, aby byla ziskana subpopulace linearizovanych plazmidi, ve kterych bylo $t&peno
pouze jedno Pstl misto, s nasledujicim zpracovanim Klenowem, ligaci pro recirkulaci a
screeningem na deleci Pst] mista umisténého 3—konec k SV40 polyadenylaéni sekvenci.

Adenovirovy trojdilny leader a svirem spojené geny (VA genyl) byly inzertovany do
pAdD26SVpA(3) (d), jak je ilustrovano na obr. SA. Nejprve byl pAdD26SVpA(3) (d)) 3t&pen
pomoci Pvull pro ziskani linearni molekuly, oteviené ve 3—konec &asti tfi elementi, tvoficich
trojdilny leader. Potom byl pJAW 43 (Zain a spol., Cell, 16:851 (1979)) zpracovan s Klenowem,
St€pen pomoci Pvull a 140bp fragment, obsahujici druhou &ast tfetiho leaderu, byl izolovan
elektroforézou na akrylamidovém gelu (6% ve Tris boritovém pufru; Maniatis a spol., supra).
140bp fragment byl pak ligovan do Pvull §tépeného pAdD26SVpA(3) (d). Ligadni produkt byl
pouzit ke transformaci E.coli na tetracyklinovou rezistenci a kolonie byly screenovany za pouZiti
Grunstein-Hognessova postupu za pouZiti *°P znatené sondy, hybridizujici ke 140 bp fragmentu.
DNA byla pripravena z pozitivné hybridizujicich kolonii pro test, zda Pvull rekonstruované
misto bylo 5-konec nebo 3-konec inzertované 140bp DNA specifické ke druhému a tfetimu
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adenovirovému pozdnimu leaderu. Spravna orientace Pvull mista Je na 5-koncové strang 140bp
inzertu. Tento plazmid je oznaden tTPL na obr. 5A.

Ava II D fragment SV40, obsahujici SV40 enhancerovou sekvenci, byl ziskan $t€penim SV40
DNA pomoci Ava II, zatupenim konct Klenowym fragmentem pol I, ligaci Xho 1 linkeri
k fragmentiim, $tépenim s Xho 1 pro otevieni Xho 1 mista a izolaci ¢tvrtého nejvétsiho (D)
fragmentu gelovou elektroforézou. Tento fragment byl pak ligovan k Xho 1 Stépenému pTPL za
vzniku plazmidu pCVSVL2-TPL. Orientace SV40 D fragmentu v pCVSVL2-TPL byla takova,
Ze SV40 pozdni promotor byl ve stejné orientaci Jjako adenovirovy hlavni pozdni promotor.

Pro zavedeni s adenovirem spojenych (VA) genli do pCVSVL2-TPL byl nejprve konstruovan
plazmid pBR322, ktery obsahuje adenovirus typ 2 Hind 1II B fragment. Adenovirus typ 2 DNA
byla Stépena s Hind III a B fragment byl izolovan gelovou elektroforézou. Tento fragment byl
inzertovan do pBR322, ktery byl pfedem Stépen pomoci Hind III. Po transformaci E.coli na
ampicilinovou rezistenci byly rekombinanty screenovany na inzerci Hind III B fragmentu a
orientace inzertu byla stanovena Stépenim restrikénim enzymem. pBR322-Ad Hind III B
obsahuje adenovirus typ 2 Hind Il B fragment v orientaci, zndzornéné na obr. SB.

Jak je ilustrovano na obr. 5B, jsou VA geny vyhodné ziskany z plazmidu pBR322-Ad Hind III B
Stépenim s Hpa I, pfidavkem EcoRI linkerd a St€penim pomoci EcoRI a nasledujicim
odstranénim 1,4 kb fragmentu. Fragment, majici EcoRI lepivé konce, se pak liguje do EcoRI
mista PTL, predem 3tépeného sEcoRl. Po transformaci E.coli HBI0OI a selekci na
tetracyklinovou rezistenci, byly kolonie screenovany filtrovou hybridizaci k DNA, specifické pro
VA geny. DNA byla pripravena z pozitivné hybridizujicich klonti a charakterizovana St€penim
restrikéni endonukledzou. Vysledny plazmid je oznagen p91023.

Jak je ilustrovano na obr. 5C, byla dv& EcoRI mista v p91023 odstranéna Gplnym rozitépenim
p91023 pomoci EcoRI za vzniku DNA fragmentt, jeden asi 7kb a druhy asi 1,3kb. Posledng&
uvadény fragment obsahuje VA geny. Konce obou fragmenti pak byly vzijemn& k sobg
ligovany. Plazmid p91023(A), obsahujici VA geny, a podobné p91023, ale s deleci dvou EcoRI
mist, byly identifikovany pomoci Grunstein-Hognessova screeningu s Va genovym fragmentem
a béznou analyzou restrikénich mist.

Jediné Pstl misto v p91023(A) bylo odstranéno a nahrazeno EcoRI mistem. p91023(a) byl dpiné
rozfezan pomoci Pstl a zpracovan s Klenowym fragmentem poll pro vytvofeni vyrovnanych
koncii. EcoRI linkery byly ligovany k zatupenému Pstl mistu p91023(A). Linearni p91023(A)
s EcoRI linkery, pFipojenymi k zatupenému Pst mistu, byly oddéleny od neligovanych linkert a
plné roztépeny pomoci EcoRI a religovany. Byl ziskan plazmid p91023(B), jak je zndzornén na
obr. 5C, a byl identifikovan jako majici strukturu podobnou p91023(A), ale s EcoRI mistem

misto dfiv&j$iho Pstl mista. Plazmid p91023(B) byl uloZen a je dostupny z American Type
Culture Collection, Rockville, Maryland pod pfiristkovym ¢&islem ATCC 39754.

Priklad 6

cDNA klony (lambda—EPOFL6 a lambda~EPOFL13, piiklad 3) byly inzertovany do plazmidu
p91023(B) za vzniku PPTFL6 a PPTFL13. 8 ug kazdé z¢isténych DNA bylo pak pouzito
k transfektovani 5 x 10° COS bungk za pouziti DEAE—dextranové metody (infra). Po 12
hodinéch byly buiiky promyty a zpracovany s chloroquinem (0,1 mm) po 2 h, opét promyty a
vystaveny 10 ml média, obsahujiciho 10 % fetalniho teleciho séra po 24 hodiny. Médium bylo
zaménéno za 4 ml séra prostého média a sklizeno o 48 hodin pozdéji.

Produkce imunologicky aktivniho EPO byla kvantifikovana radioimunozkouskou, jak popsali
Sherwood a Goldwasser (55). Protilatka byla poskytnuta Dr. Judith Sherwood. Jodovany
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znatkovat byl pfipraven z homogenniho EPO, popsaného v piikladu 1. Citlivost zkousky je
pfiblizné 1 ng/ml. Vysledky jsou uvedeny dale v tabulce 8.

Tabulka 8§
Vektor hladina EPO uvolnéného
do média(ng/ml)
pPTFL13 330
pPTFL6 31

PTFL13 byl uloZen a je dostupny z American Type Culture Collection, Rockville, Maryland pod
priristkovym &islem ATCC 3990.

Piiklad 7

EPO cDNA (lambda-HEPOFL13) byla inzertovana do p91023(B) vektoru a byla transfektovana
do COS-1 bunék a sklizena, jak popsano vyse (ptiklad 6) s tim rozdilem, Ze bylo vypusténo
zpracovani chloroquinem.

In vitro byl stanoven biologicky aktivni EPO pomoci zkousky tvorby kolonii s buitkami jater
my3iho plodu jako zdroje CFU-E, nebo zkousky pFijmu 3H-thymidinu za pouziti bungk sleziny
mysi, kterym byla pfedem podana injekce fenylhydrazinu. Citlivosti téchto zkousek jsou.
pfiblizn& 25 milijednotek/ml. In vivo byl biologicky aktivni EPO méfen pouzitim metod bud’
hypoxickou my3i nebo vyhladovélou krysou. Citlivost téchto zkousek je pfiblizng,
100 milijednotek/ml. Nebyla detekovéna 24dn4 aktivita u obou zkousek ani v kontrolnim pokuse.
Vysledky EPO, exprimovaného klonem EPOFL13, jsou uvedeny déle v tabulce 9, kde uvadéné :
aktivity jsou vyjadieny v jednotkach/ml za pouziti komer&niho kvantifikovaného EPO (Toyobo, .
Inc.) jako standardu. '

Tabulka 9

EPO exprimovany z COS bunék transfektovanych EPO cDNA typ I

Zkouska Aktivita
RIA 100 ng/ml
CFU-E 20,5 j./ml
*H-Thy 3,1 1,8j./ml
hypoxicka my$ 1j./ml
vyhladovéla krysa 2j./ml

Priklad 8
Analyza EPO z COS bungk na polyakrylamidovém gelu

180 ng EPO, uvolnéného do média COS bunék, transfektovanych EPO (lambda—-HEPOFL13)
cDNA ve vektoru 91023(B) (viz vy3e), bylo elektroforezovano na 10% SDS Laemli
polyakrylamidovém gelu a elektrotransferovano na nitrocelulézovy papir (Towbin a spol., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 76:4350 (1979)). Filtr byl sondovén s anti-EPO protilatkou, jak je popséna
v tabulce 8, promyt a znovu prohledén pomoci '*’I-staph A proteinem. Filtr byl zpracovavan
autoradiografii po dva dny. Nativni homogenni EPO, popsané v ptikladu 1, bud’ pred (dréha B)
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nebo po jodaci (draha C), byly podrobeny elektroforéze (viz obr: 8). Pouzité markery zahruji **S
znaCeny methionin,, sérovy albumin (68 000 d) a ovalbumin (450 00 d).

Priklad 9
Konstrukce RK1-4

Bam HI-Pvull fragment z plazmidu PSV2DHFR (Subramani a spol., Mol. Cell. Biol. 1:854-864
(1981)), obsahujici oblast &asného promotoru SV40, pripojené¢ho ke genu mysi dihydrofolat
reduktdzy (DHFR), SV40 enhancer, maly intron t antigenu a SV40 polyadenyla¢ni sekvenci, byl
izolovan (fragment A). Zbyvajici fragmenty byly ziskany z vektoru p91023(A) (viz vyse)
nasledovné: p91023(A) byl $t&pen pomoci Pst I v Jjediném Pst I mist&, blizkém adenovirovému
promotoru, pro linearizaci plazmidu a bud’ ligovan k syntetickym Pst I az EcoRI konverteram a
recirkulovan (vytvofeni mist Pst I — EcoRI — Pst I na pivodnim Pst I mist&; 91023(B’), nebo
zpracovan s velkym fragmentem DNA polymerizy I k rozruleni Pst I mist a ligovan
k syntetickému EcoRI linkeru a recirkularizovan (vytvofenim EcoRI mista na ptivodnim mist&
Pst I; 91023(B). Kazdy ze dvou vyslednych fragmentt 91023(B) a 91023(B;) byly Stépeny
pomoci Xba a EcoRI za vzniku dvou fragmenti (F a G). Spojenim F fragmentu z p91023(B) a
fragmentu G zp91023(B’) a fragmentu G z2p91023(B) a fragmentu F z p91023(B’) byly
vytvofeny dva nové plazmidy, které obsahuji bud’ EcoRI — Pst I misto nebo Pst I — EcoRI misto
na piivodnim Pst I misté. Plazmid, obsahujici Pst I — Eco RI misto, kde Pst I misto je nejblize
adenovirovému hlavnimu pozdnimu promotoru, byl nazvan p91023(C).

Vektor p91023(C) byl kompletng $tépen pomoci Xhol a vysledna linearizovana DNA s lepivymi
konci byla zatupena reakci zaplnéni koncii s velkym fragmentem E.coli zDNA polymerazy I.
K této DNA byl ligovan 340 bp Hind Il EcoRI fragment, obsahujici SV40 enhancer, ptipraveny
nasledovné:

Hind 1II — Pvu II fragment ze SV40, ktery obsahuje SV40 potatek replikace, a enhancer byl
inzertovan do plazmidu ¢ lac (Little a spol., Mol. Biol. Med. 1:473-488 (1983)). ¢ lac vektor byl
pfipraven Stépenim ¢ lac DNA pomoci BamHI, zaplné€nim na lepivych koncich velkym
fragmentem DNA polymerazy I a §tépenim DNA pomoci Hind III. Vysledny plazmid (c
SVHPIaC) regeneroval BamHI misto pfi ligaci k Pvu II tupému konci. Fragment EcoRI-Hind III
byl pfipraven z ¢ SVHPIac a ligovan k EcoRI-Hind III fragmentu pSVOd (Mellon a spol, supra),
ktery obsahuje plazmidovy pogatek replikace a byl selektovan vysledny plazmid PSVHPOd. Pak
byl pipraven 340 bp EcoRI-Hind III fragment z PSVHPOd, obsahujici SV40 pogatek/enhancer,
zatupen na obou koncich pomoci velkého fragmentu DNA polymerazy I a ligovan k Xhol
Stépenému, zatupenému p91023(c) vektoru, popsanému vySe. Vysledny plazmid
(p91023(C)/Xho/zatupeny plus EcoRI/Hind 11l/zatupeny SV40 pogatek plus enhancer), ve kterém
byla orientace Hind III — EcoRI fragmentu takova, ¥¢ BamHI misto v tomto fragmentu bylo co
nejblize VA genu, byl oznagen pES105. Plazmid Pes105 byl Sté€pen pomoci Bam HI a Pvull a
také Pvull samotnym a byl izolovan BamHI-Pvull fragment, obsahujici adenovirovy hlavni
pozdni promotor (fragment B) a Pvull fragment, obsahujici plazmid trvani rezistence genu
(tetracyklinova rezistence) a jiné sekvence (fragment C). Fragmenty A, B a C byly ligovany a
vysledny plazmid je uveden na obr. 7 a byl izolovén a nazvan RK1—4. Plazmid RK1-4 byl ulozen
v American Type Culture Collection, Rockville, Maryland, kde je dostupny pod pfiristkovym
Cislem ATCC 399940.
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Ptiklad 10
Exprese EPO v CHO burikach — metoda I

DNA (20 ug) zplazmidu pPTFL13, popsaného vyse (ptiklad 6), byla 3tépena restrikéni
endonukleézou Cla I k linearizaci plazmidu a byla ligovdna k Cla I-5t¢pené DNA z plazmidu
pAdD26SVP(A) 1 (2 ug), ktery obsahuje intaktni dihydrofolat reduktazovy (DHFR) gen fizeny
adenovirovym hlavnim pozdnim promotorem (Kaufman a Sharp, Mol. and Cell. Biol. 2:1304—
1319 (1982)). Takto ligovana DNA byla pouZita k transfektovani DHFR-negativnich CHO
bunék (DUKS-BII, Chasin L. A. a Urlaub G. (1980) PNAS 77 4216-4220) a ponechéna riist dva
dny, buiiky, které inkorporovaly alespoii jeden DHFR gen, byly selektovany v alfa médiu,
postradajicim nukleotidy a doplnéném 10 % dialyzovaného fetalniho hovéziho séra. Po dvou
tydnech ristu v selektivnim médiu byly kolonie odstranény z originalnich ploten, spojeny do
skupin 10-100 kolonii na skupinu, znovu umistény na plotnu a ponechany rést do sliti v médiu,
postradajicim nukleotidy. Supernatanty média ze skupin, rostlych pred methotrexatovou selekci,
byly zkouSeny na EPO pomoci RIA. Skupiny, které vykazuji pozitivni EPO produkci, rostly za
pfitomnosti methotrexatu (0,02 uM) a pak byly subklonovany a znovu zkouSeny. EPO Cla 4
4.02-7, jediny subklonovany z EPO Cla 4 4.02 skupiny, uvoliiuje 460 ng/ml EPO do média,
obsahujiciho 0,02 uM MTX (tabulka 10). EPO Cla 4 4.02-7 je bun&&na linie volby pro produkci
EPO a byla ulozena v American Type Culture Collection pod pfiristkovym &islem ATCC
CRL8695. V soucasnosti je tento klon podroben postupné selekci ve zvySujicich se koncentracich
MTX a bude pravdépodobné poskytovat buiiky, které produkuji i vy33i hladiny EPO. Pro
skupiny, které na zakladé RIA byly negativni, byly kolonie, rezistentni k metotrexatu, ziskany
z duplikatnich kultur, které rostly za pfitomnosti metothrexatu (0,02 uM), opét ve skupinich
zkouseny na EPO pomoci RIA. Tyto kultury, které nebyly pozitivni, byly subklonovany a
podrobeny ristu v dale se zvySujicich koncentracich methotrexatu.

Postupna methotrexatova selekce (MTX) byla dosaZena opakovanim cykli kultivace bunék za
pritomnosti zvySujicich se koncentraci methotrexatu a selekci pfezivajicich. V kazdém cyklu byl
méfen EPO v kulturach supernatantu pomoci RIA a in vitro biologické aktivity. Hladiny -
methotrexatu, pouZité v kazdé postupné amplifikaci, byly 0,02 uM, 0,1 uM a 0.5 uM. Jak je
uvedeno v tabulce 10, po jednom cyklu selekce v 0,02 uM MTX byly do kultivaéniho média
uvolnény vyznamné& vysoké hladiny EPO.

Tabulka 10
Hladina EPO, uvolnéného do média
Vzorek zkouska ziskano z média alfa | 0,02 uM methotrexat v médiu alfa
skupina
44 RIA 17 ng/ml 50 ng/ml
jedina kolonie
4 4 klon
(02-7) RIA 460 mg/ml

Priklad 11

Exprese EPO v CHO buiikach — metoda I1

DNA z klonu lambda HEPOFL13 byla $t&¢pena pomoci EcoRI a maly fragment, obsahujici EPO
gen, byl subklonovan do EcoRI mista plazmidu RK1—4 (viz ptiklad 10). Tato DNA (RKFL13)

pak byla pouzZita ke transfekci DHFR~-negativnich CHO bun&k p¥imo (bez $tépeni) a selekce a
amplifikace byla provedena, jak je popsano vyse v pfikladu 10.
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RKFL13 DNA byla také inzertovana do CHO bun&k protoplastovou fuzi a mikroinjekei. Plazmid
RKFL13 byl uloZen a je dostupny z American Type Culture Collection, Rockville, Maryland pod
prirtstkovym &islem ATCC 39989.

Tabulka 11
Hladina EPO, uvolnéného do média
Vzorek zkouska ziskano z média alfa | 0,02 uM methotrexat v médiu alfa
skupina
kolonii
A RIA 3 ng/ml 42 ng/ml (skupina)
150 ng/ml (klon)

*H-Thy - 1,5j./ml
jedina RIA - 90 ng/ml
kolonie "H~Thy - 5,9 j./ml
klon(.02C-Z)
mikroinjektovana
skupina RIA 60 ng/ml 160 ng/ml
(DEPO-1) *H-Thy 1,8 j./ml -

Preferovany klon jediné kolonie byl uloZen a je dostupny z American Type Culture Collection,
Rockville, Maryland pod pfirtistkovym ¢&islem ATCC CRL8695.

Priklad 12
Exprese EPO genomického klonu v COS-1 buiikich

Pro expresi EPO genomického klonu byl pouzit vektor pSVOd (Mellon a spol., supra). DNA
zpSVOD byla upIné 3tépena pomoci Hind III a zatupena s velkym fragmentem DNA
polymerzy 1. EPO genomicky klon lambda—HEP3 byl tipIn& St€pen s EcoRI a HindlIII a 4,0 kb
fragment, obsahujici EPO gen, byl izolovén a zatupen jako vyZ. Nukleotidova sekvence tohoto
fragmentu z Hind III mista do oblasti pravé za polyadenyla¢nim signdlem je uvedena na obr. 4 a
v tabulce 4. EPO genovy fragment byl inzertovan do pSVOd plazmidového fragmentu a spravng
konstruované rekombinanty v obou orientacich byly izolovény a ovéfeny. Plazmid CZ2~-1 m4
EPO gen v orientaci ,a“ (tj. 5’ konec EPO nejblize k SV40 pocatku) a plazmid CZ1-3 je
v opa¢né orientaci (orientace ,,b*).

Plazmidy CZ1-3 a CZ2~1 byly transfektovany do COS—1 bunék, jak je popsano v prikladu 7, a
média byla sklizena a zkouena na imunologicky reaktivni EPO. Priblizng 31 ng/ml EPO bylo
defektnich v supernatantu kultury z CZ2-1 a 16-31 ng/ml CZ1-3.

Genomické klony HEPO1, HEPO2 a HEPOS mohou byt inzertovany do COS bungk pro expresi
podobnym zpilisobem.

Piiklad 13

Exprese v C127 a v 3T3 buiikach. Konstrukce pPBPVEPO

Plazmid, obsahujici EPO cDNA sekvenci pod transkripéni kontrolou myS$iho metalo-

thioneinového promotoru a napojeny ke kompletni DNA hovéziho papillona viru, byl pfipraven
nasledovné:
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pEPO49F

Plazmid SP6/5byl ziskan od Promega Biotec. Tento plazmid byl Stépen kompletn€ pomoci EcoRI
a 1340 bp EcoRI fragment zlambda~-HEPOFL13 byl inzertovian DNA ligdzou. Vysledny
plazmid, ve kterém 5’ konec EPO genu byl nejblize k SP6 promotoru (stanoveno pomoci $tépeni
Bgll a Hind III), byl nazvan pEPO49F. V této orientaci Je BamHI misto v PSP6/5 polylinkeru
pfimo pfipojeno k 5’ konci EPO genu.

pMMTneo BPV

Plazmid pdBPV-MMTneo (342-12) (Law a spol., Mol. and Cell Biol., 3:2110-2115 (1983)),
ilustrovany na obr. 8, byl §tépen kompletné pomoci BanHI za vzniku dvou fragmentii — velkého
fragmentu asi 8 kg v délce, obsahujiciho BPV genom, a mensiho fragmentu asi 6,5 kb délky,
obsahujiciho pML2 potatek replikace a gen ampicilinové rezistence, metallothioneionovy
promotor, gen rezistence neomycinu a SV40 polyadenylaéni signil. Stépena DNA byla
recirkularizovana DNA ligizou a plazmidy, které obsahuji pouze 6,8 kb fragment, byly
identifikovany pomoci EcoRI a BamHI restrik&nim endonukledzovym $t&penim. Jeden z téchto
plazmida byl nazvan pMMTneo BPV.

pEPOl5a

pMMT neo BPV byl kompletn& §t&pen pomoci Bglll. pEPO49f byl $tépen kompletn& pomoci
BamHI a Bglll a pfiblizn¢ 700 bp fragment byl pFipraven izolaci na gelu. Bglll stépeny
pMMTneo BPV a 700 bp BamHI/Bglll Epo fragment byly ligovany a vysledné plazmidy,
obsahujici EPO cDNA, byly identifikovany koloniovou hybridizaci s olionukleotidovou
d(GGTCATCTGTCCCCTGTCC) sondou, ktera je specificka pro EPO gen. Z plazmidd, které
byly pozitivni pfi hybridizaéni analyze, byl jeden (pEPO15a), ktery mé&l EPO cDNA v orientaci

takové, ze 5’ konec cDNA byl nejbliz3i metallothioneinovému promotoru, identifikovan $tépenim -
pomoci EcoRI a Kpnf.

pBPV-EPO

Plazmid pEPO15A byl 3t&pen kompletnd BamHI pro linearizaci plazmidu. Plazmid pdBPV-
MMThneo(342-12) byl také $tépen kompletné pomoci BamHI za vzniku dvou fragmenti 6,5 a
8kb. 8kb fragment, ktery obsahuje cely genom hovéziho Papilloma viru, byl izolovan na gelu.
pEPO15a/BamHI a 8kb BamHI fragment byly spolu ligovany a plazmid (pBPV-EPO), ktery
obsahuje BPV fragment, byly identifikovany koloniovou hybridizaci za pouziti oligo-
nukleotidové sondy d(P-CCACACCCGGTACACA~OH), které je specificka pro BPV genom.
§tépem’ pBPV-EPO DNA pomoci Hind III indikuje, Ze smér transkripce BPV genomu byl stejny
Jjako smés transkripce metallothioneinového promotoru (jako v pdBPV-MMMTnec(342-12) viz
obr. 8). Plazmid pdBPV-MMTneo(342-12) je dostupny z American Type Culture Collection,
Rockville, Maryland pod prirtistkovym &islem &. ATCC 37224.

Exprese

Nasledujici metody byly pouzity pro expresi EPO.

Metoda |

DNA pBPV-EPO byla pripravena a pfiblizn& 25 ug bylo pouzito k transfektovani asi 1x 10°
C127 (Lowy a spol., J. of Virol. 26:291-98 (1978)) CHO bunék za pouiti standardnich technik
srazeni fosfore¢nanem vépenatym (Grahm a spol., Virology, 52:456-67 (1973)). P&t hodin po
transfekci byla transfekéni média odstranéna, buiiky byly podrobeny glycerinovému Soku,

promyty a bylo pfiddno Cerstvého a—média, obsahujiciho 10 % fetilniho bovinniho séra. Po
48 hodinach byly builky trypsinizovany a $tépeny v poméru 1:10 v DME médiu, obsahujicim
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500 ug/ml G418 (Southern a spol., Mol. Appl. Genet: 1:327-41 (1982)), a buiiky byly
inkubovany dva aZ tfi tydny. G418 rezistentni kolonie pak byly individudln& izolovany do
mikrotitra¢nich jamek a ponechany riist do stadia za pritomnosti G418. Buriky pak byly promyty,
bylo pfiddno erstvé médium, obsahujici 10 % fetalniho hovéziho séra a média byla sklizena o
48 hodin pozdéji. Kondicionované médium bylo testovano a zjiSténo jako pozitivni pfi radio-
imunoeseji a in vitro biologické eseji.

Metoda Il

C127 nebo 3T3 buiiky se transfektovaly 25 ug pBPV-EPO a 2ug pSV2neo (Southern a spol.,
supra), jak je popsano v metod¢ 1. Je zde pfiblizné 10-nasobny molarni prebytek pBPV-EPO. Po
transfekei je postup stejny jako v metods 1.

Metoda II1

C127 buriky byly transfektovany 30 ug pBPV-EPO, jak je popsano v metodé& I. Po transfekci a
St€peni (1:10) bylo kazdé tfi dny vyméiiovano &erstvé médium. Po asi 2 tydnech byla ziejma
loZiska transformovanych bunék. Jednotliva loziska byla odebrana jednotlivé do lcm jamek
mikrotitrani plotny, ponechana rist do subsouvislé monovrstvy a zkousena na EPO aktivitu
nebo antigenicitu v kondicionovaném médiu.

Priklad 14
Exprese ve hmyzich buiikach. Konstrukce pIlVEV EPOFL13

Plazmidovy vektor pIVEV byl uloZen a je dostupny od American Type Culture Collection,
Rockville, Maryland pod priristkovym ¢&islem & ATCC 39991. Vektor byl modifikovan
nasledovné:

pIVEVNI

PIVEV byl $t€pen pomoci EcoRI k linearizaci plazmidu, zatupen pouzitim velkého fragmentu
DNA polymerazy I.a jediného NotI linkeru

GGCGGCCGCC

CCGCCGGCGG

byl inzertovan ligaci k otupenym konciim. Vysledny plazmid je nazvan pIVEVNI.
pIVEVSI

PIVEV byl $t€pen pomoci Smal k linearizaci jediného Sfil linkeru
GGGCCCCAGGGGCCC

CCCGGGGTCCCCGGG

byl inzertovan ligaci k otupenym konctim. Vysledny plazmid byl nazvan pIVEVSI.
pIVEVSI1BgKp.

Plazmid pIVEVSI byl $tépen pomoci Kpnl k linearizaci plazmidu a priblizng 0 aZ 100 bp bylo
ziskano z kazdého konce §t&penim dvojietézcovou exonukleizou Bal 31. Jakékoliv konce, které
nebyly perfektng tupé, byly zatupeny pomoci velkého fragmentu DNA polymerazy I a polylinker

Xho I Xba

- — -, b - ———

Bal'IT
' l:ECOlBI ' lal KpnI
AGATCTCGAGAATTCTA ATCGATGGTAC

TCTAGAGCTCTITAAGATCTAGCTACCATCG
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byl inzertovan ligaci k tupym konciéim. Polylinker byl inzertovan v obou orientacich. Plazmid, ve
kterém je polylinker orientovan tak, Zze BglIl misto v polylinkeru je nejbliz$i k promotoru
polyhedron genu, je nazvin pIVEVSIBgKp. Plazmid, ve kterém Kpnl misto v polylinkeru je
nejbliz$f k promotoru polyhedron genu, je nazvan pIVEVSIKpBg. Polet parii bazi, které byly
deletovany mezi piivodnim Kpnl mistem v pIVEVSI a polyhedron promotorem, nebyl stanoven.
pIEIVSIBgKp byl ulozen a je dostupny z American Type Culture Collection, Rockville,
Maryland pod pfirustkovym &islem & ATCC 399988.

pIVEVSIBgKpN1

PIVEVNI byl $t€pen kompletné pomoci Kpnl a Pstl za vzniku dvou fragmenti.. Vétsi fragment,
ktery obsahuje plazmidovy po&tek replikace a 3’ konec polyhedron genu, byl ptipraven izolaci
na gelu (fragment A). pIlVEVSIBgKp byl $t&pen kompletn& pomoci pstl a Kpn za vzniku dvou
fragmentii a men3i fragment, ktery obsahuje polyhedron genovy promotor a polylinker, byl
pfipraven izolacemi na gelu (fragment B). Fragment A a B pak byly spojeny DNA ligizou za
vzniku nového plazmidu pIVEVSIBgKpNI, ktery obsahuje &4stegn& deletovany polyhedron gen,
do kterého byl inzertovan polylinker, a obsahuje také Notl misto (nahrazeni zni¢eného EcoRI
mista) a Sfil misto, které p¥iléha k polyhedron genové oblasti.

pIVEPO

pIVEVSI BGKpNI byl 3té€pen kompletné pomoci EcoRI pro linearizaci plazmidu a 1340 bp
EcoRI fragment z lambda—HEPOFL13 byl inzertovan. Plazmidy, obsahujici EPO gen v orientaci
takové, ze 5’ konec EPO genu je nejblizsi polyhedron promotoru a 3' konec polyhedronu genu,
byly identifikovany St€penim s BgIII. Jeden z t&chto plazmidd ve vySe popsané orientaci byl
oznacen pIVEPO.

Exprese EPO ve hmyzich buiikich

Velkd mnoZstvi pIVEPO plazmidu byla vyrobena transformaci E.coli kmene JMI101-tgl.
Plazmidové DNA byla izolovéana technikou &isténi lyzatu (Maniatis a Fritsch, Cold Spring
Harbor Manual) a dale ¢iSténa pomoci CsCl odstfedéni. L-1 DNA polyhedrosis viru
standardniho typu Autographa californica (AcNPV) byla pfipravena fenolovou extrakci &astic
viru a naslednym CsCl ¢isténim virové DNA.

Tyto dvé DNA pak byly kotransfektovany do Spodoptera frugiperda bunék IPLB-SF-21
(Vaughn a spol., In Vitro, dil B, str. 213-17 (1977) za pouZiti transfekéniho postupu
s fosfore¢nanem vépenatym (Potter a Millere, 1977). Pro kaZdou plotnu kotransfektovanych
bunék byl pouZit 1 ug DNA standardniho typu AcNPV a 10 ug pIVEPO. Plotny byly inkubovény
pfi 27°C 5 dnii. Supernatant pak byl oddélen a EPO exprese v supernatantu byla potvrzena
radioimunoeseji a in vitro biologickou eseji.

Priklad 15
Cisténi EPO

COS-buné&tna kondicionovand média (121) s EPO koncentracemi az 200 ug/litr byla koncen-
trovana na 600 ml za pouZiti ultrafialovych membran se schopnosti d&leni 10 000 mol. hmotnosti,
jako je Millipore Pellicans 0,46 m® na membranu. Eseje byly provedeny pomoci RIA, jak je
popsano v pfikladu 6. Retentat z ultrafiltrace byl diafiltrovan proti 4 ml 10 mM 10 mM
fosfore¢nanu sodného, pufrovaného na pH 7,0. Koncentrovana a diafiltrovana kondi¢ni média
obsahuji 2,5 mg EPO ve 380 mg celkového proteinu. EPO roztok byl dale koncentrovin na
186 ml a vysrazené proteiny byly odstranény odstfed&nim pii 110 000 x g po 30 minut.
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Supernatant, ktery obsahuje EPO (2,0 mg), byl upraven na pH 5,5 s 50% kyselinou octovou,
ponechan michat p¥i 4 °C 30 minut a sraZenina byla odstranéna odstfed'ovanim pti 13 000 x g po
30 minut.

Chromatografie na karbonylmethylsepharose

Supernatant z odstfed'ovani (20 ml), obsahujici 200 ug EPO (24 mg celkového proteinu), byl
nanesen na kolonu, naplnénou CM-Sepharosovou (20 ml), ekvilibrovanou v 10 mM octanu
sodného pH 5,5, promytou 40 ml stejného pufru. EPO, ktery se navazal k CM-Sepharose, byl
eluovan 100 ml gradientu NaU (0-1) v 10 mM fosforednanu sodném pH 5,5. Frakce, obsahujici
EPO (celkem 50 ug ve 2 mg celkovych proteinii), byly spojeny a koncentrovény na 2 ml za
pouziti Amicon YMI10 ultrafiltraéni membrany.

HPLC s reverzni fazi

Koncentrované frakce z CM-Sepharosy, obsahujici EPO, byly dale ¢istény pomoci HPLC
s reverzni fazi za pouziti Vydac—4 kolony. EPO byl nanesen na kolonu, ekvilibrovanou v 10%
rozpoudtédle B (rozpoustédlo A bylo 0,1 % CF;CO,H ve vodg; rozpoustédio B bylo 0,1 %
CF;CO;H v CF;CO,H v CF5CN) pfi pritokové rychlosti 1 ml/min. Kolona byla promyvana 10%
B po 10 minut a EPO byl eluovan s linearnim gradientem B (10-70 % po 60 minut). Frakce,
obsahujici EPO, byly spojeny (asi 40 ug EPO ve 120 ug celkovych proteint) a lyofilizovany.
Lyofilizovany EPO byl rekonstituovan v 0,1M Tris HCI pfi pH 7,5, obsahujicim 0,15M NaCl a
rechromatografovan pomoci HPLC s reverzni fazi. Frakce, obsahujici EPO, byly spojeny a
analyzovany SDS-polyakrylamidovou (10%) gelovou elektroforézou (Lameli UK., Nature).
Spojené frakce EPO obsahuji 15,5 ug EPO ve 25 ug celkového proteinu.
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PATENTOVE NAROKY

Zpisob produkce lidského erythropoietinu, v yznalujici se tim, e se ve
vhodném médiu kultivuji eukaryontni hostitelské bu
v tabulce 3 od sekvence ATG kédujici potateCni Met do AGA kédujici terminalni Arg, operativ-
né pfipojenou k expresni kontrolni sekvenci, a takto vyr
a média.
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2. Zpisob podle naroku 1, vyznaéujici se tim, Ze kultivatni médium obsahuje
fetalni sérum.

3. Zpisob podle nékterého z pfedchozich narokli, vyznaéujici se tim, Ze hostitelské
buiiky jsou savéi buiiky.

4. Zpisob podle naroku 3, vyznadujici se tim, Ze savéi buiky jsou buiiky CV,
Origin SV 40 (COS), builky vajeénikii &inského kfetka (CHO), buiiky mySi bun&né linie,
pochézejici z tkan& mlé&né zlazy (C127), nebo buitky mysi bunééné linie, pochézejici z tkané
epithelu (3T3).

5. Zpisobpodle ndroku3, vyznadujici se tim, Ze savéibuiky jsou buriky 3T3.

6. Zpusob podle niroku 3, vyznadujici se tim, Ze savéi buiiky jsou buiiky CHO.

7. Zpisob podle naroku 3, vyznaéujici se tim, Ze DNA sekvence je obsaZena ve
vektoru, ktery také obsahuje DNA hovéziho papilomaviru.

10 vykresi
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Obr.1
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