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Ochrana, obnova a posileni bunék, tkéané a organt

odpovidajicich na erytropocetin

Oblast techniky

Popisuji se ruzné formy erytropoetinu a jeho pouZiti pfi
ochran&, udrZovéani, zesileni nebo obnové bunék odpovidajicich

na erytropoetin a asociovanych bunék, tkani a organu.

Dosavadni stav techniky

Po ¥Yadu let jedinou jasnou Glohou erytropoetinu je fizeni
produkce ¢&ervenych krvinek. V soucasné dobé& nékolik 1linii
diikazl naznacuje, Ze erytropoetin, jako ¢len rodiny cytokint,
provadi dalsi ddlezité fyziologické  funkce, které Jsou
zprostfedkovany interakci s receptorem erytropoetinu
(erytropoetin-R). Tyto funkce zahrnuji mitogenezi, Upravu
pfivodu véapniku do bunék hladkého svalstva a nervovych bunék a
(&inky na intermedidrni metabolizmus. V&Fi se, Ze erytropoetin
umoznuje kompenzacni odezvy, které slouzi ke zlepseni
hypoxického bunéného mikroprostiedi, stejné jako upravuje
programové odumirdni bunék zplsobené metabolickym stresen.
Ackoliv jedna studie prokdzala, Ze erytropoetin =zavedeny
intrakranidlné& chrani neurcny proti hypoxickému poskozenl
neuront, intrakranidlni aplikace neni prakticky ani pfijatelny
zplsob aplikace pri terapeutickém pouzZiti, zZv1asté u
normdlnich Jjedinch. Dale drfivéjsi studie anemickych pacienty,
kterym se aplikoval erytropoetin ukazala, Ze periférne
aplikovany erytropoetin neni transportovan do mozku (popisuje
se v publikaci Marti et al., 1997, Kidney Int., 51: 416-8,
Juul et al., 1999, Pediatr. Res. 46:543-547, Buemi et al.,
2000, Nephrol. Dial. Transplant. 15: 422-433).
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Popisuji se rhzne formy erytropoetinu, Jjejichz aktivity
jsou Fizeny smérem ke zlepSeni erytropoietickeé aktivity
molekuly tak, jako ty s upravenymi aminokyselinami na C-konci,
jak se popisuje Vv patentovych dokumentech USA &. 5 457 089, 4
835 260. Dale se popisuji izoformy erytropoetinu S raznym
po&tem zbytkl kyseliny sialové v jedné molekule, jak se uvadi
v patentovém dokumentu USA &. 5 856 292, polypeptidy uvedené
v patentovém dokumentu &. 4 703 008, agonisté uvedené
v patentovém dokumentu &. 5 767 078, peptidy, které se vazi na
receptor erytropoetinu uvedené v patentovém dokumentu &. 5 773
569 a 5 830 851 a napodobeniny tvofené malymi molekulami, jak

se popisuje Vv patentovém dokumentu &. 5 835 382.

Vynédlez dale popisuje pouZiti erytropoetinu pro ochranu,
udrzovani, posileni nebo obnovu bun&k odpovidajicich na
erytropoetin a asociovanych bun&k, tkani a orgénl in situ
stejn& jako ex vivo & zavedeni erytropoetinu pfes endotelidlni
bund&nou bariéru pro ucely ochrany a posileni bunék
odpovidajicich na erytropoetin a asociovanych bunék, tkani a
orgént vzdalenych od vaskularniho systému nebo transport

asociovanych molekul podle vynalezu.

Podstata vynalezu

Vynalez popisuje pouziti erytropoetini  pro pripravu
farmaceutickych prostfedkl pro ochranu, udrzovani, zesileni
nebo obnovu funkce nebo pro 3ivotnost sav&ich bunék, které
odpovidaji na erytropoetin a jejich asociovanych bunék, tkani
a organti. Savci bunky odpovidajici na erytropoetin a jejich
asociované  bunky, tkadh nebo orgdn  jsou oddé&leny  od
vaskuldrniho systému pevnou pariérou endotelidlnich bunék.
V jiném provedeni vynalezu bunky, tkane, orgény nebo jiné
t4sti téla se izolovaly s téla savce stejné jako ty urc¢ené pro

transplantaci. Bunkou nebo tkani odpovidajici na erytropoetin
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mohou byt neuronové, svalové, kapilarni endotelialni bunky,
buiiky sitnice, srdce, plic, Jater, ledvin, tenkého streva,
nadledvinové kGry, dfené nadledvin, varlat, vajecnikua,
pankreasu a endometria. Uvedené priklady bunék odpovidajicich
na erytropoetin Jjsou pouze ilustrativni. V jednom provedeni
vynalezu bunka odpovidajici na erytropoetin nebo jejich
asociované butky, tk&né& nebo organy nejsou drazdivé bunky,
tkané& nebo organy nebo pfevazné neobsahuji drazdivé buniky nebo
tkan. V daldim provedeni vynalezu sav®i bufika, tkan nebo
orgén, v ptripade kterého se pouzil uvedeny derivat
erytropoetinu, Jsou ty, které prodlouzily dobu preziti za
podminek pusobicil negativné na Zivotnost punky, tk&né nebo
organu. Takové podminky zahrnuji traumatickou hypoxii in situ
nebo metabolickou disfunkci, hypoxii in situ vyvolanou
chirurgickym zadsahem nebo metabolickou dysfunkci nebo
plisobenim toxinu in situ, maZe byt také spojena s chemoterapiil
nebo radioterapii. V jednom provedeni vynalezu jsou uvedene
podminky vysledkem kardiopulmonarniho bypassu (za¥izeni srdce-

plice), ktery se pouziva pfi jistych chirurgickych postupech.

Erytropoetiny je mozZné pouzZit pri terapii nepo
profylakticke 1é&b& lidského onemocnéni CNS nebo onemocnéni
periferniho nervového systému, které vykazuji  primarné
neurologické nebo psychiatrické symptomy, stejn& jako ocniho,
kardiovaskularniho, kardiopulmonarniho, respiraéniho
onemocnéni, onemocnéni ledvin, onemocnéni modového ustroji a
reproduktivniho systému, gastrointestinélni onemocnéni a

endokrinni a metabolickeé abnormality.

Vynalez dale popisuje farmaceutické prostredky obsahujici
ur&ité erytropoetinové derivaty vhodné pro aplikaci savci,
s vyhodou c&loveku. Takové farmaceutické prostiedky se mohou

pripravit tak, aby byly vhodné pro orédlni, intranasalni nebo
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parenterdlini aplikaci nebo ve formé& promyvaciho roztoku Ppro

udrfovani Zivotaschopnosti bunék, tkané& nebo orgadnu ex vivo.

Erytropoetinové derivaty pouZitelné pro shora popsané
ucely mohou zahrnovat libovolny pfirozeny erytropoetin nebo
analog erytropoetinu, napodobeninu erytropoetinu a fragment
erytropoetinu, hybridni molekulu erytropoetinu, molekulu
vadzajici se na receptor erytropoetinu, agonistu erytropoetinu,
rendlni erytropoetin, mozkovy erytropoetin, jeho oligomér,
multimér, mutein, Jjeho obdobu, jeho pfirozené se vyskytujici
formu, jeho syntetickou formu, jeho rekombinantni formu, jeho
glykosylacni variantu, Jjeho deglykosylovanou variantu nebo
jeho kombinaci. Vynalez popisuje libovolnou formu
erytropoetinu schopnou napomahat prospivani bun&k vykazujicich

odezvu na erytropoetin.

Jiné derivaty erytropoetinu, které Jje mozné pouZit pro
shora popsané ucely a farmaceutické prostredky zahrnuji
prirozené erytropoetiny, stejné Jjako erytropoetiny, které se
zménily alespon jednou Upravou Ve srovnani s prirozenym
erytropoetinem, S vyhodou pak ve srovnani s prirozenym lidskym
erytropoetinem. Alesponi jednou upravou mize byt Gprava alespon
jedné aminokyseliny molekuly erytropoetinu nebo Uprava alespon
jednoho sacharidu molekuly erytropoetinu. Molekuly
erytropoetinu pouzitelné pro zde popsané ucely mohou mit velké
mnozstvi Uprav ve srovnani s pfirozenou molekulou, jako Jje
velké mnoZstvi uprav aminokyselinové Céasti molekuly, velké
mnoZstvi uprav sacharidové &asti molekuly nebo alesponn Jjednu
upravu aminokyselinové <&asti molekuly a alesponi jednu Upravu
sacharidové &asti molekuly. Upravend molekula erytropoetinu si
uchovavd svou schopnost chranit, udriovat, zesilovat nebo
obnovovat funkci nebo Zivotaschopnost sav&ich buneék
odpovidajicich na erytropoetin nebo jiné vlastnosti molekuly

erytropoetinu, které se nevztahuji k tomu, coO S€ popisuje
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shora v textu, pfricemZ poZadovany rys nemusi byt pfitomen ve
srovnéani s prirozenou molekulou. Ve  vyhodném provedeni

vynalezu erytropoetinovy derivat neni erytropoiteicky.

V jednom provedeni vynadlezu erytropoetin podle vynalezu

nemé4 alespoii Zadné cCasti kyseliny sialové. Ve vyhodném
provedeni vynalezu upraveny erytropoetin je
asialoerytropoetin, nejvyhodnéjsi je lidsky

asialoerytropoetin. Jiné vyhodné provedeni vynalezu popisuje
upraveny erytropoetin, ktery vykazuje 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9, 10, 11, 12 nebo 13 casti sialové kyseliny.

Ve druhém provedeni vynalezu se popisuje upraveny
erytropoetin, ktery nemd& alespon Zadné N-spojené nebo O-

spojené sacharidy.

Ve tretim provedeni vynalezu upraveny erytropoetin ma
alespon omezeny obsah sacharidua v diasledku odetfenl
erytropoetinu, ktery obsahuje své pfirozené cukry, alespon

jednou glykozidazou.

Ve &tvrtém provedeni vynalezu sacharidova &ast upravene
molekuly erytropoetinu nevykazuje alespon savdi glykosylacni
patern v disledku exprese rekombinantniho erytropoetinu
v bunkach, které nejsou savci. Ve vyhodnych provedenich
vyndlezu upravené erytropoetiny se exprimuji v hmyzich nebo

rostlinnych bufikach.

V patém provedeni vynalezu upraveny erytropoetin ma
alespon jednu nebo vice oxidovanych sacharidi, které se mohou
chemicky redukovat. Ve vyhodném provedeni vynédlezu upraveny
erytropoetin je oxidovéan jodistanem, v jiném vyhodneém

provedeni vynalezu se erytropoetin oxidovany Jodistanem
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chemicky redukuje hydridoboritanovou soli, Jjako Je hydrid

sodno-bority nebc kyanohydridoboritan sodny.

V Sestém provedeni vyndlezu upraveny erytropoetin vhodny
pro shora v textu popsané ucely vykazuje alespon Jjeden nebo
vice upravenych zbytkd argininu. V jednom provedeni vyndlezu
upraveny erytropoetin obsahuje glyoxalovou &&st na jednom nebo
vice argininovych zbytcich, jako Je arylglyoxalovd nebo
alkylglyoxalovd <Cast. V jiném provedeni wvyndlezu se upravil
alespont jeden argininovy zbytek reakci s vicindlnim diketonem,

jako je napriklad 2,3-butandion nebo cyklohexandion.

V sedmém provedeni wvyndlezu upraveny erytropoetin obsahuje
alesponl jeden nebo vice lyzinovych zbytkd nebo Uprava N-
termindlni aminokyseliny erytropoetinové molekuly. Takové
Upravy Jsou vysledkem reakce lyzinového zbytku nebo N-
terminalni aminoskupiny s Cinidlem, které upravuie
aminoskupinu. Upraveny lyzinovy zbytek se miZe dale chemicky
redukovat. V jednom vyhodném provedeni vynalezu se
erytropoetin znaci biotinem nebo karbamylem prosttfednictvim
jedné nebo vice lyzinovych skupin. V jiném vyhodném provedeni
vyndlezu lyzin reagoval s aldehydem nebo s redukujicim cukrem
za vzniku iminu, ktery se mUZe stabilizovat redukci, nap¥iklad
kyanohydroboritanem sodnym za vzniku N-alkylovaného Llyzinu,
jako je glucitolyllyzin nebo ktery se v ptripadé redukujicich
cukrll mlZe stabilizovat znovu uspofadénim podle Amadori nebo
Heynse za vzniku alfa-deoxy-alfa-aminosacharidu, jako je alfa-
deoxy-alfa-fruktosyllyzin. V jiném vyhodném provedeni vynélezu
lyzinovd skupina je upravend karbamylem, napfiklad v disledku
reakce s kyanatovym iontem, alkyl-karbamylace, aryl-
karbamylace nebo aryl-thiokarbamylace s alkylizokyanéatem,
arylizothiokyandtem nebo se mohou upravit acylem pomoci
reaktivni derivatld alkylkarboxylové nebo  arylkarboxyloveé

kyseliny, jako je reakce s anhydridem kyseliny octové,
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anhydridem kyseliny jantarové nebo anhydridem kyseliny

ftaloveé. Alespon jednou lyzinovou skupinou muze byt
trinitrofenyl upraveny reakci s trinitrobenzensulfonovou
kyselinou nebo s vyhodou jejich sole. V jiném provedeni

vyndlezu se mohou lyzinové zbytky upravovat reakci s derivatem
glyoxalu, jako jJe reakce s glyoxalem, methylglyoxalem nebo 3-
deoxyglukosonen za vzniku odpovidajicich alfa-

karboxyalkylovych derivatd.

V osmém provedeni vynalezu se maze upravit alespon jeden
tyrosinovy zbytek erytropoetinu v poloze aromatického kruhu

elektrofilnim ¢inidlem, napfiklad nitraci nebo jodaci.

V devatém provedeni vynélezu se miZe upravit zbytek
kyseliny asparagové nebo glutamové erytropoetinu reakci
s karbodiimidem, po niZz néasledule reakce s aminem, Jjako Je

glycinamid.

V desatém provedeni vynélezu se miZe upravit alespon
tryptofanovy zbytek erytropoetinu, naptriklad reakci s n-

bromosukcinimidem nebo n-chlorosukcinimidem.

V jedenactém provedeni vynalezu se popisuje upravena
molekula erytropoetinu vykazujici alespon jednu odstranénou
aminoskupinu, napfiklad reakci s ninhydrinem, po niZ nasleduje
redukce vysledné karbonylcvé skupiny reakci

s hydridoboritanem.

Ve dvanactém provedenil vynalezu se€ popisuje upraveny
erytropoetin, ktery vykazuje alespon otevieni alespoil jedné
z cysteilnovych vazeb v molekule erytropoetinu reakcl
s reduké&nim ¢&inidlem, jako Je dithiothreitol, pak néasleduje

reakce sulfhydryld s amidem kyseliny Jjodoctové, s kyselinou
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jédoctovou nebo S jinym elektrofilnim ¢inidlem, aby se

predeslo opétnemu vzniku disulfidovych mustku.

Ve trinactém provedeni vynalezu se popisuje upraveny
erytropoetin, ktery vykazuje alespon jednu substituci
1ibovolné z rady aminokyselin, jako Jje leucin, alespofl Jjednim
zbytkem ze skupiny zahrnujici lyzin, arginin, tryptofan,

tyrozin nebo cystein za pouziti metod molekuléarni biologie.

Ve &trnactém provedeni vynalezu se upraveny erytropoetin
upravil omezenou chemickou proteolyzou, kterd je zamé€fena na
ur&ité zbytky, napfiklad stépi vazbu PO tryptofanovych
zbytcich. Vynalez popisuje fragmenty erytropoetinu, které jsou

vysledkem uvedeného 3tépeni.

Jak se uvadi shora v textu, erytropoetin, ktery je mozné
pouzit pro shora uvedené udely muZe vykazovat alesponl jednu ze
shora uvedenych uprav, ale mtze také vykazovat vice nez Jjednu
ze shora v textu uvedenych uprav. Prosttednictvim prikladu
upraveného erytropoetinu s jednou upravou V sacharidové ¢&asti
molekuly a s jednou Upravou aminokyselinové gasti, upraveny
erytropoetin je asialoerytropoetin a jeho lyzinové zbytky jsou
upraveny biotinem nebo karbamylem. Vynalez také popisuje
prostfedky zahrnujici farmaceutické prostrfedky obsahujici

jeden nebo vice shora popsanych erytropoetint.

Vynalez dale popisuje zptisob ochrany, udrzovani, zesileni
nebo obnovy funkce nebo 3ivotaschopnosti sav&ich bunék
odpovidajicich na erytropoetin a jejich asociovanych bunék,
tkani nebo orgéni aplikaci Gc¢inného mno¥stvi libovolného
jednoho nebo vice shora Vv textu uvedenych erytropoetinu.
V jednom ur&itém  provedeni vynélezu jsou savci bunky
odpovidajici na erytropoetin a jejich asociované buiiky, tkan

nebo organ oddéleny od cév Dbariérou z endotelialnich bunék.
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V jiném provedeni vynalezu se Dbunky, tkan&, organy nebo
t&lesné Sasti izolovaly z téla savce, jako ty Céasti uréené pro
transplantaci. Prost¥ednictvim neomezenych p¥ikladl builka nebo
tkan odpovidajici na erytropoetin mize byt nervova, retindlni,
svalova, srdeéni, plicni, jaterni, ledvinovéa, endometridlni
buiika nebo tkdn nebo buhka nebo tkaih =z tenkého streva,
nadledvinové kury, 2z d¥end nadledvin, z endotelia kapilér,
, varlat a vajelnikl. Tyto priklady bunék odpovidajicich na
erytropoetin Jjsou pouze ilustrativni. V urcitém provedeni
vynadlezu bunka odpovidajici na erytropoetin nebo jejich
asociované bufiky, tkané& nebo organy nejsou drazdivé bunky,
tk4né& nebo organy nebo prevainé neobsahuji drazdivé bunky nebo
tkan&. V jiném urcitem provedeni vynalezu sav&i bunka, tkan
nebo organ v pripade, kterych Jje moiné aplikovat derivat
erytropoetinu, Jsou ty, které prodlouzily dobu preziti za
podminek pusobici negativné na Zivotnost pbuiiky, tk&né& nebo
organu. Takové podminky zahrnuji traumatickou hypoxii in situ
nebo metabolickou disfunkci, hypoxii in situ vyvolanou
chirurgickym zasahem nebo metabolickou dysfunkci nebo
vystavenim plsobeni toxinu in situ. Ttyo stva mohou také byt
s chemoterapii nebo radioterapii. V jednom provedeni vynalezu
se popisuje ochrana proti neZadoucim a&inkam, které Jjsou

vysledkem kardiopulmondrniho bypassu.

Vynalez dale popisuje libovolny z 3JiZ d¥ive zminénych
erytropoeting, stejneé jako libovolné jiné molekuly
erytropoetini, které zahrnuji prirozeny lidsky erytropoetin a
mohou se pouZit pri ptiprave farmaceutického prostfedku pro
1é&bu buné&k, tkani nebo organu ex vivo, PIO u&ely ochrany,
udrzovani, =zesileni nebo obnovu funkce nebo sivotaschopnosti
savéich  bunék odpovidajicich na erytropoetin a jejich
asociovanych bunék, tkani nebo orgént. Uvedenou 1é&bu ex vivo
je moZné pouZit napfiklad pfi ochrané bunék, tkéni nebo organu

vhodnych pro transplantaci, at u# autotransplantaci nebo
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xenotransplantaci. Bunky, tkah nebo organ se mohou promyvat
v roztoku, ktery obsahuje erytropoetin, nebo se maZe zavést
promyvaci roztok do organu prostfednictvim cévniho systému
nebo Jjinymi zpusoby, aby se udrZela funkce punék b&hem doby,
kdy bunky, tkan nebo orgdn neni integrovan s cévnim systémem
dirce nebo prijemce. Aplikace promyvaciho roztoku se miaZze U
darce provést, dfive nei se odebere organ, stejné jako se mize
aplikovat na Jiz odebrany orgén a pfijemci. Aplikaci
1libovolného erytropoetinu je mo¥né provést v kazdém pripadé,
kdy se oddéli butika, tka&n nebo organ od vaskularniho systému
jedince a Je nutné =zajistit Jejich existenci ex vivo Ppo
ur&itou  dobu. Termin ,izolovany" snamena omezeni  nebo
sablokovani vaskularniho systému punék, tkan& nebo organu nebo
casti t&la, coZz je moiné provést napfiklad p&hem chirurgického
zdkroku, ktery zahrnuje ,v145té kardiopulmonadrni  bypass,
pypass vaskulérniho systému buiky, tkan&, orgéanu nebo Casti
t&la, vyjmuti bunék, tkan&, organu nebo casti t&la ze savcCiho
t&la, jak se muze provést pfed xenotransplantaci nebo pred
nebo bé&hem autotransplantace, nebo pfi traumatické amputacil
buné&k, tkané&, organu nebo &asti téla. K temto G&eltim slouZi
perfize erytropoetinem in situ a ex vivo. Ex vivo erytropoetin
se maZe v pripadé bunék, t1kané nebo orgénu aplikovat
v ochranném roztoku. Aplikaci je mozné provést nepfrerusovanou
perfazi, pulzatilni perfuzi, infuzi, promyvanimn, injekci nebo

katetrizaci.

Vynalez dale popisuje zptusob ochrany, udrzovani, posileni
nebo obnoveni Zivotaschopnosti savéi buinky, tkan&, organu nebo
S4sti téla, které =zahrnuji pbuiku nebo tkan odpovidajici na
erytropoetin, kde puika, tkail nebo organ nebo &ast téla Je
odebridna =z téla savce. Zpusob zahrnuje alespon vystaveni
izolované savéi bunky, tkane nebo organu nebo casti téla
mnofstvi erytropoetinu po dobu, kterad je a&inna pri ochrané,

udriovani, zesileni nebo obnové uvedeneé sivotaschopnosti.
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Termin ,izolovany™ znamena omezeni nebo zablokovéani
vaskuldrniho systému bunék, tka&né& nebo orgédnu nebo gasti téla,
jak Jje moZneé provést béhem chirurgického zékroku, ktery
zahrnuje zv1asteé kardiopulmonarni bypass, bypass vaskularniho
systému bunky, tkan&, organu nebo Casti t&la, odstranéni
pun&k, tkané&, organu nebo &asti té&la ze savciho té&la, Jjak se
miZe provést pted gxenotransplantaci nebo pred nebo béhem
autotransplantace, nebo pri traumatické amputaci bunék, tkanég,
organu nebo casti t&la. K témto G&elum slouZi perfuze
erytropoetinem in situ a ex vivo. Ex vivo erytropoetin se miZe
putikam, tkéni nebo organu aplikovat v ochranném roztoku.
Aplikaci je mozZné provést neplerusovanou perfuzi, pulzatilnil

perfuzi, infuazi, promyvanim, injekci nebo katetrizacl.

P¥i shora uvedené izolaci a pfi provedeni ex vivo
pouzitelny erytropoetin miZe byt libovolny ze shora uvedenych
erytropoetint, které zahrnuji piirozeny erytropoetin nebo
analog erytropoetinu, napodobeninu erytropoetinu a fragment
erytropoetinu, hybridni molekulu erytropoetinu, molekulu
vazajicl se na receptor erytropoetinu, agonistu erytropoetinu,
renalni erytropoetin, mozkovy erytropoetin, jeho oligomer,
multimér, mutein, Jeho obdobu, jeho prirozené se vyskytujici
formu, 7jeho syntetickou formu, jeho rekombinantni formu, jeho
glykosylacéni variantu, Jjeho deglykosylovanou variantu nebo
jeho kombinaci. Vynalez popisuje libovolnou formu

erytropoetinu schopnou napomahat prospivani bunék vykazujicich

odezvu na erytropoetin. Jiné erytropoetiny zahrnuji, ale
nejsou omezeny na asialoerytropoetin, N-deglykosylovany
erytropoetin, O-deglykosylovany erytropoetin, erytropoetin
s omezenym obsahem sacharidy, erytropoetin  se zmé&nénymi

glykosylacnimi paterny, erytropoetin se sacharidy oxidovany a
pak redukovany, erytropoetin upraveny arylglyoxalem,
erytropoetin upraveny alkylglyoxalem, erytropoetin upraveny

2,3-butandionem, erytropoetin upraveny cyklohexandionem,
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erytropoetin upraveny biotinemnm, N-alkylovany
lysylerytropoetin, glucitolyllyzinerytropoetin, alfa-deoxy-
alfa-fruktosyllyzinerytropoetin, erytropoetin upraveny

karbamylem, acetylovany erytropoetin, erytropoetin upraveny
sukcinylem, alfa-karboxyalkylerytropoetin, nitrovany
erytropoetin, jodovany  erytropoetin. Vyhodny je lidsky
erytropoetin. Nejvyhodné&jsi je prirozeny lidsky erytropoetin.
V jiném provedeni vynalezu je vyhodny lidsky
asialoerytropoetin. V jiném provedeni vynadlezu Je vyhodny

lidsky fenylglyoxalerytropoetin.

Bufikou nebo tkani odpovidajici na erytropoetin ex vivo
mohou byt neuronove, svalové, kapilérni endotelialni bunky,
bunky sitnice, srdce, plic, Jjater, ledvin, tenkého streva,
nadledvinové kary, dfené nadledvin, varlat, vaje&niki,
pankreasu a endometria. Uvedené priklady bunék odpovidajicich

na erytropoetin jsou pouze ilustrativni.

Viechny shora v textu uvedené metody a pouziti Je mozné
s vyhodou aplikovat &lovéku, ale Jje mozZné je aplikovat
l1ibovolnému savci, Jjako Jsou domdci zvirata, domestikovana
zvirata, chovna zvifrata a ovivata chovanad v zajeti. Zpusoby

aplikace shora v textu uvedenych farmaceutickych prostfedku

zahrnuiji oralni, intravnézni, intranasalni, povrchovou,
intraluminalni, parenterdlni aplikaci nebo inhalaci,
intravendzni, intraarterialni, subkuténni, intramuskularni,

intraperitonedlni, submukozalni nebo intradermalni aplikaci.
V pripadeé pouziti ex vivo je vyhodné pouzit perfuzni roztok
nebo léazen. To =zahrnuje perfuzi izolované ¢asti wvaskularniho
systému in situ. Vynalez dale ukazuje, e libovolny ze shora
v textu popsanych erytropoetind Je pouzitelny pEi priprave
farmaceutického prostredku pri obnoveé nefunk&ni bufiky, tkéané
nebo organu, kdyZ se aplikuje po objeveni se onemocné&ni nebo

stavu, ktery je odpovédny za nefunkcnost. Aplikace
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farmaceutického prostredku obsahujici erytropoetin obnovuje
kognitivni funkci u zvirat, ktera prodélala trauma mozku,
dokonce, kdyZ se aplikuji dlouho po ustoupeni traumatu
(napfiklad tfi dni, pét dni, tyden, mé&sic nebo déle).
Erytropoetiny pouZitelné pEi takovych aplikacich zahrnuji
libovolny ze shora v textu popsanych erytropoetind nebo
libovolny pEirozeny erytropoetin nebo analog erytropoetinu,
napodobeninu erytropoetinu a fragment erytropoetinu, hybridni
molekulu erytropoetinu, molekulu véazajici se na receptor
erytropoetinu, agonistu erytropoetinu, renalni erytropoetin,
mozkovy erytropoetin, jeho oligomeér, multimér, mutein, Jeho
obdobu, jeho pfirozené se vyskytuijici formu, jeho syntetickou
formu, Jjeho rekombinantni formu, jeho glykosylacni variantu,
jeho deglykosylovanou variantu nebo jeho kombinaci. Vynéalez
popisuje libovolnou formu erytropoetinu schopnou napomahat
prospivani bunék vykazujicich odezvu na erytropoetin. Jiné
derivaty erytropoetinu, které je moZné pouZzlt pro shora
uvedené ucely a farmaceutické prostfedky zahrnuji jak
pfirozené erytropoetiny tak erytropoetiny, které se zménily
alespofi jednou upravou Ve srovnani s pfirozenym erytropoetinem
a s vyvhodou s prirozenym lidskym erytropoetinem. Uprava mizZe
byt uprava alesponn Jjedné aminokyseliny molekuly erytropoetinu
nebo Uprava alespon jednoho sacharidu molekuly erytropoetinu.
Molekuly erytropoetinu pouzitelné pro tyto @&ely mohou mit
velké mnoZstvi uprav ve srovnani s pfirozenou molekulou, jako
je velké mnozstvi uprav aminokyselinové casti molekuly, velke
mno¥stvi uprav sacharidové tasti molekuly nebo alespon jednu
Upravu aminokyselinové casti molekuly a alespon jednu Upravu
sacharidové <&asti molekuly. Upravend cast erytropoetinu si
uchovava svoji schopnost chranit, udriovat, zesilovat nebo
obnovovat funkci nebo Yivotaschopnost savCich bunék
odpovidajicich na erytropoetin, a jest& dalsi vlastnosti
molekuly erytropoetinu, které nesouvisi s tim co bylo popsano.

Poradovany rys nemusil byt ve srovnani s prirozenou molekulou
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ptritomen. Vyhodny Je lidsky erytropoetin, nejvyhodnéjsi jJe
lidsky erytropoetin. V jiném provedeni vynalezu je vyhodny

lidsky asialoerytropoetin.

V jiném provedeni vyndlez popisuje zpisoby pouZziti shora
popsaného erytropoetinu pro obnovu nefunk&ni buniky, tkané nebo
organu, kdyZ se aplikuje po vzniku onemocné&ni nebo podminek

odpovédnych za ztratu funkce.

Aplikace farmaceutického prostfedku obsahujici
erytropoetin obnovuje kognitivni funkci u zvifat, ktera
prodélala trauma mozku, dokonce, kdyZ se aplikuji dlouho po
pominuti traumatu (napfiklad tfi dni, pét dni, tyden, mésic
nebo déle). Erytropoetiny pouzitelné pfi takovych aplikacich
zahrnuji libovolny ze shora v textu popsanych erytropoetind
nebo libovolny prirozeny erytropoetin nebo analog
erytropoetinu, napodobeninu erytropoetinu a fragment
erytropoetinu, hybridni molekulu erytropoetinu, molekulu
vazajicil se na receptor erytropoetinu, agonistu erytropoetinu,
rendlni erytropoetin, mozkovy erytropoetin, Jeho oligomér,
multimér, mutein, Jjeho obdobu, jeho ptirozené se vyskytujici
formu, jeho syntetickou formu, jeho rekombinantni formu, Jeho
glykosylacni variantu, Jjeho deglykosylovanou variantu nebo
jeho kombinaci. Vynalez popisuje libovolnou formu
erytropoetinu schopnou napomdhat prospivani pbunék vykazujicich
odezvu na erytropoetin. Jiné derivéty erytropoetinu, které Je
mo¥né pouzit pro shora uvedené ucely a farmaceutické
prostredky zahrnuji jak ptirozené erytropoetiny tak
erytropoetiny, Které se zménily alesponn Jjednou Upravou ve
srovnani s ptirozenym erytropoetinem a s vyhodou s prirozenym
lidskym erytropoetinem. Uprava miZe byt uprava alesponl jedné
aminokyseliny molekuly erytropoetinu nebo Uprava alespon

jednoho sacharidu molekuly erytropoetinu. Molekuly
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erytropoetinu pouzitelné pro tyto G¢ely mohou mit velké
mno¥stvi uprav ve srovndni s pfirozenou molekulou, Jako Jje
velké mnoZstvi uprav aminokyselinové césti molekuly, velké
mnoZstvi uUprav sacharidové casti molekuly nebo alespori Jjednu
Gpravu aminokyselinové casti molekuly a alesponi jednu upravu
sacharidové &asti molekuly. Upravena cast erytropoetinu si
uchovava svoji schopnost chranit, wudrzovat, zesilovat nebo
obnovovat funkci nebo Zivotaschopnost savcich bunék
odpovidajicich na erytropoetin, a jesté dalsi wvlastnosti
molekuly erytropoetinu, ktere nesouvisi s tim co bylo popsano.
Poradovany rys nemusi byt ve srovnani s pfirozenou molekulou
pfitomen. Vyhodny Jje 1lidsky erytropoetin, nejvyhodnéjsi je
lidsky erytropoetin. V jiném provedeni vynalezu Je vyhodny

lidsky asialoerytropoetin.

Vyndlez dale popisuje zplisoby umoZnujicl transcytdzu
molekuly pfes bariéru endotelidlnich buné&k u savce aplikaci
prostfedku obsahujicl molekulu ve spojeni s erytropoetinem,
jako je erytropoetin, ktery nemd alespon Zadnou &&st kyseliny
sialové, erytropoetin, ktery nema alespohi zédné N-spojené nebo
O-spojené sacharidy, erytropoetin, ktery m& alespon omezeny
obsah sacharida v disledku oSetfeni erytropoetinu s jeho
pfirozenymi cukry alespon jednou glykozidazou, erytropoetin se
sacharidovou &asti molekuly erytropoetinu, kterd nevykazuje
alespon savci glykosylacni patern v dasledku exprese
rekombinantniho erytropoetinu v bunkach, které nejsou savci
bunky, erytropoetin, ktery ma& alespon Jjeden nebo Vvice
oxidovanych sacharidl, které se mohou chemicky redukovat,
erytropoetin, ktery vykazuje alespon jeden nebo vice
upravenych zbytkl argininu, erytropoetin, ktery obsahuje
alespoil Jjeden nebo vice lyzinovych zbytkd nebo Upravu N-
termindlni aminokyseliny erytropoetinové molekuly,
erytropoetin, ktery ma alespoii jeden upraveny tyrozinovy

zbytek, erytropoetin, ktery m& upraveny zbytek kyseliny
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asparédgové nebo glutamové, erytropoetin, ktery ma upraveny
tryptofanovy zbytek, erytropoetin vykazujicil alespon Jednu
odstranénou aminoskupinu, erytropoetin, ktery vykazuje alespon
otevieni alespoil jedné =z cyteinovych vazeb, erytropoetin,
ktery vykazuje alespon jednu substituci alespon jedné

aminokyseliny, zkraceny erytropoetin.

Spojeni mezi transportovanou molekulou a erytropoetinem
miZze byt napfiklad labilni kovalentni  vazba, stabilni
kovalentni vazba nebo nekovalentni spojeni s vazebnym mistem
vhodnym pro molekulu. Fndotelidlni bun&&né bariéry mohou byt
hematoencefalickd bariéra, bariéra krev-oko, bariéra krev-
ovarium, bariéra krev-varle a bariéra krev-placenta. Molekuly
vhodné pro transport zpusobem podle vynalezu zahrnuji hormony,
jako Je rustovy hormon, antibiotika a ¢&inidla urcend protil

zhoubnému bujeni.

Vynadlez dale popisuje prostredek umoZfiujici transcytdzu
molekuly endotelidlni bunécnou pariérou u savce. Uvedeny
prosttedek obsahuje molekulu spojenou s erytropoetinem, jako
je erytropoetin, ktery nevykazuje alesponl zadnou E4st kyseliny
sialové, erytropoetin, ktery nema alesponi z4dné N-spojené nebo
O-spojené sacharidy, erytropoetin, ktery ma alespofi omezeny
obsah sacharidd v diasledku oSetfeni erytropoetinu s Jjeho
pfirozenymi cukry alespon jednou glykozidazou, erytropoetin se
sacharidovou <&asti molekuly erytropoetinu, kterd nevykazuje
alespon savcCi glykosylacni patern v disledku exprese
rekombinantniho erytropoetinu v buikach, které nejsou savcli,
erytropoetin, ktery m& alespoil jeden nebo vice oxidovanych
sacharidfi, které se mohou chemicky redukovat, erytropoetin,
ktery vykazuje alespon jeden nebo vice upravenych zbytkl
argininu, erytropoetin, ktery obsahuje alespon jeden nebo vice
lyzinovych zbytkd nebo dpravu N-terminalni aminokyseliny

erytropoetinové molekuly, erytropoetin, ktery ma alespon Jeden
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upraveny tyrozinovy zbytek, erytropoetin, ktery ma upraveny
zbytek kyseliny asparagové nebo glutamové, erytropoetin, ktery
m& upraveny tryptofanovy zbytek, erytropoetin vykazujici
alespoii jednu odstranénou aminoskupinu, erytropoetin, ktery
vykazuje otevieni alespon jedné z cyteinovych vazeb,
erytropoetin, ktery vykazuje alespon jednu substituci alespon

jedné aminokyseliny, zkradceny erytropoetin.

Spojeni mezl transportovanou molekulou a erytropoetinem
miZe byt naptiklad labilni kovalentni  vazba, stabilni
kovalentni vazba nebo nekovalentni spojeni s vazebnym mistem
vhodnym pro molekulu. Endotelidlni buné&&né bariéry mohou byt
nematoencefalickd bariéra, Dbariéra krev-oko, bariéra krev-
ovarium, bariéra krev-varle a bariéra krev-placenta. Molekuly
vhodné pro transport zpsobem podle vynalezu zahrnujl hormony,
jako je rlstovy hormon, antibiotika a ¢&inidla ur&end proti

zhoubnému bujeni.

Dadle vynalez popisuje libovolné shora v textu popsané
erytropoetiny, které je mozné pouzit pri prirave
farmaceutického prostriedku umoZfiujici transcytédzu molekuly
endoteli&lni bun&Znou bariérou savce. Uvedeny prostredek
obsahuje molekulu spojenou s erytropoetinem, jako je
erytropoetin, ktery nemd alespon Zadnou tast kyseliny sialové,
erytropoetin, ktery nema alespon Zadné N-spojené nebo O-
spojené sacharidy, erytropoetin, ktery ma alesponl omezeny
obsah sacharidd v didsledku oSetfeni erytropoetinu s Jjeho
pfirozenymi cukry alespoii jednou glykozidazou, erytropoetin se
sacharidovou <&asti molekuly erytropoetinu, ktera nevykazuje
alespon savCi glykosylacni patern v disledku exprese
rekombinantniho erytropoetinu v bunkach, které nejsou savci,
erytropoetin ma alespoii jeden nebo vice oxidovanych sacharidd,
které se mohou chemicky redukovat, erytropoetin, ktery

vykazuje alespoil jeden nebo vice upravenych zbytkd argininu,
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erytropoetin, ktery obsahuje alespon jeden nebo vice
lyzinovych zbytkl nebo upravu N-terminalni aminokyseliny
erytropoetinové molekuly, erytropoetin, ktery ma alespon Jjeden
upraveny tyrozinovy zbytek, erytropoetin, ktery ma& upraveny
zbytek kyseliny asparagové nebo glutamové, erytropoetin, ktery
m& upraveny tryptofanovy zbytek, erytropoetin vykazujici
alesponn jednu odstranénou aminoskupinu, erytropoetin, ktery
vykazuje alespon otevieni alespoil jedné z cyteinovych vazeb,
erytropoetin, ktery vykazuje alespon jednu substituci alespon

jedné aminokyseliny, zkraceny erytropoetin.

Spojeni muZe byt nap¥iklad 1labilni kovalentni vazba,
stabilni kovalentni vazba nebo nekovalentni spojeni s vazebnym
mistem vhodnym pro molekulu. Endotelialni bun&&né Dbariery
mohou byt hematoencefalicka bariéra, krev-oko bariéra, bariéra
krev-ovarium, bariéra krev-varle a pbariéra krev-placenta.
Molekuly vhodné pro transport zpisobem podle vynélezu zahrnuji
hormony, jako Jje rQstovy hormon, antibiotika a ¢&inidla urcena

proti zhoubnému bujeni.

Termin ,bufika odpovidajici na erytropoetin® znamena savci
bunku, jejiz funkce  nebo Zivotaschopnost se udrzuje,
podporuje, zesiluje, regeneruje vystavenim punky pusobeni
erytropoetinu nebo erytropoetin mid na buiku libovolné Jjiné

pozitivni Gcinky.

P¥iklady takovych bunék zahrnuji neuronové, retindlni,
svalové, srde&ni, plicni, jaterni, ledvinové pbuiitky a bunky
tenkého stfeva, nadledvinové ktry, dfené nadledvin,
kapilérniho endotelia, varlat, vajecnikd a endometria. Termin
bufiky odpovidajici na erytropoetin se muze roz&8i¥it na Jjiné
buitky, které primo neodpovidaji na erytropoetin, nebo na tkané
nebo organy, ktere obsahuji takové bunky, které neodpovidaji

na erytropoetin a pozitivni pusobeni erytropoetinem se mize
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nep¥imo roz3ifit na ochranu nebo posileni uvedenych bunék a
tkani &i organt. Tyto jiné bunky nebo tkané& nebo organy, které
pfimo prospivaji z obohaceni bunék odpovidajicich na
erytropoetin, které jsou pr¥itomny jako Cast bunék, tkané& nebo
organu jsou ,asociované“ bufiky, tkané a organy. Takové zde
popsané pozitivni acinky erytropoetinu jsou vysledkem
pritomnosti malého podtu nebo Casti bunék odpovidajicich na
erytropoetin v tkani nebo Vv orgénu, napfriklad drézdivéa nebo
neuronové tkan pritomnd v uvedene tkani nebo Leydigovi bunky
ve varlatech, které produkuji testosteron. V jednom provedeni
vynadlezu bunky odpovidajici na erytropoetin nebo asociované
puttky, tkan& nebo organy nejsou drazdive bunky, tkané nebo
orgény nebo neobsahuji ptevainou Ccast drazdivych bunék nebo

tkani.

Zzplisoby podle vynalezu poskytuji lokalni nebo systémovou
ochranu nebo obohaceni bunék, tkani a organu v téle savce za
rfiznych normalnich a negativnich podminek nebo ochranu buneék,
tkani nebo organu, které jsou uréeny pro pfenos do jiného tela
savce. Navic také dochazi k obnové nebo regeneraci jejich
funkce. Jak se uvadi shora v textu schopnost erytropoetinu
prochazet endotelialni bun&énou bariérou a uplatnéni jeho
pozitivnich 4&inka na bufiky odpovidajici na erytropoetin
(stejné& jako jako na jiné typy bunék) oddé&lené od vaskulérniho
systému nabizi potencial predchézet stejné Jako lé&it ruzné
stavy onemocnéni, které zpisobuje podstatné poskozeni bunék a
tkani zvirat a lidi a umoZiluje uspéch d¥ive neproveditelnych
chirurgickych postupl, pri kterych nebezpeci tradiéné -
prevdZuje nad vyhodami. Trvanl a stupenl umyslnych negativnich
G&inka vyvolanych  za G&elem maximélni  vyhody, jako Je
chemoterapie ve vysokych davkach, terapie ozé&fenim,
prodlouzené uchovani transplantatu ex vivo, prodlouzené obdobi
ischemie vyvolané chirurgickym zasahem, se mize provést s tim,

5e se vyuZije pozitivniho G&inku uvedeného vynalezu. Vynalez
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zahrnuje, ale nenl omezen na zpusoby nebo prosttedky, kde
cilové bunky odpovidajici na erytropoetin jsou oddéleny od
vaskularniho systému endotelialni buné&énou bariérou nebo
endotelialnim pevnym spojenim. V obecném pripadé vynalez
popisuje libovolné buiky odpovidajici na erytropoetin a
asociované burky, tkané a organy, Pro nés miZe byt vyhodnég,
kdyz Jjsou vystaveny pisobeni erytropoetinu. Dale dysfunkce
pun&k, tkan& nebo organu se mti¥e obnovit a regenerovat po
akutnim nezadoucim projevu (jako Je trauma) pomoci plhsobeni

erytropoetinu.

Vyndlez v obecném pripadé popisuje pouziti erytropoetint
vhodnych pro pfipravu farmaceutickych prostfedka pro shora
v textu popsané ucely, u nich? se udrzuje, podporuje,
zesiluje, regeneruje bun&&na funkce nebo Jjejich pouziti Je
vyhodné jinym zplsobem. Vynalez dadle popisuje zplUsoby
udrzovani, zesilovéani, podpory nebo regenerace bunécné funkce
aplikaci savci a&inného mnoZstvi erytropoetinu, jak se
popisuje v textu. Vynalez dadle popisuje zpusoby udrZovani,
podpory, zesilovdni nebo regenerace pun&éné funkce ex Vivo
tim, e se bunky, tkan nebo organ vystavi pusobeni
erytropoetinu. Vynélez také popisuje promyvaci prostfedky
obsahujici erytropoetin, které jsou vhodné pro ochranu orgéanu

nebo tkané.

Razné metody popsané vynalezem vyuzivajil farmaceuticky
prosttedek, ktery zahrnuje alespon erytropoetin Vv mnozstvi,
jenZ je u&inné p¥i urcitém zplusobu aplikace a trvani expozice,
aby se dosahlo pozitivnich G&inkl nebo vyhod ve spojeni
s bunikami odpovidajicimi na erytropoetin, kterée jsou v téle
savce nebo se z té&la savce vejmuly. V pripadé&, Ze cilova
bunka, tkané nebo organy urcené pro terapii vyZaduji
erytropoetin, aby prosel endotelidlni pund&nou bariéru, pak

farmaceuticky prostfedek zahrnuje erytropoetin Vv koncerntraci,
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kterd Jje schopna po prestupu endotelialni buné&Zné bariéry
dosé&hnout pozadované ucinky ve spojeni s bunkami
odpovidajicimi na erytropoetin. Molekuly schopné reagovat
S erytropoetinovym receptorem a upravovat aktivitu receptoru,
se zde nazyvaji moduléatory aktivity receptoru erytropoetinu,
je je mozné pouZit v souladu s receptorem. Tyto molekuly mohou
byt napfiklad prirozené se vyskytujicil formy, syntetické formy
nebo rekombinantni formy molekul erytropoetinu, jak se
popisuje shora v textu, nebo jiné molekuly, které mohou byt
nezbytné pri uspofadani erytropoetinu libovolnym  jinym
zpisobem s vyjimkou gpravy aktivity bunék odpovidajicich na

erytropoetin, jak se zde popisuje.

Erytropoetin je glykoproteinovy hormon, ktery v pfipadé
Elovéka mé& molekuldrni hmotnost priblizn& 34 000. Zraly
protein obsahuje 165 aminokyselin a zbytky glykosylu obsahuji
priblizné 40 % hmotnosti molekuly. Formy erytropoetinu
pouZitelné pro praktické ucely v souladu s vynalezem zahrnujl
prirozené se vyskytujici, syntetické a rekombinantni formy
nasledujicich lidskych a jinych savcich molekul p¥ibuznych
erytropoetinu. Jsou to eratropoietin, asialoerytropoetin,
deglykosylovany erytropoetin, analog erytropoetinu,
napodobeninu erytropoetinu a fragment erytropoetinu, hybridni
molekulu erytropoetinu, molekulu vazajici se na receptor
erytropoetinu, agonistu erytropoetinu, ren&dlni erytropoetin,
mozkovy erytropoetin, jeho oligomer, multimér, mutein, Jeho
obdobu. Navic formy erytropoetinu, které je mozné pouzit

v praxi podle vynalezu zahrnuji proteiny, které reprezentujil

funk&ni ekvivalent genovych produkt(. Takovy ekvivalent
genového produktu erytropoetinu zahrnuje mutantni
erytropietiny, které mohou obsazhovat delece, zahrnujici

vnit#ni delece, adice, adice, které vedou ke vzniku fuznich
proteinl  nebo konzervativni  substituce aminokyselinovych

zbytkl v aminokyselinové sekvenci a/nebo v ptrilehlé
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aminokyselinové sekvenci. Vysledkem Je ,ticha&“ zména, pric¢emz
vznika funkéni ekvivalent erytropoetinu. Takoveé
aminokyselinové substituce se mohou provést na zakladé
podobnosti polarity, néboje, rozpustnosti, hydrofobnosti,
hydrofilnosti, a/nebo amfipatické podstaty zahrnutych zbytka.
Napfiklad nepolérni (hydrofdbni) aminokyselinové zbytky
aminokyseliny zahrnuji alanin, leucin, izoleucin, valin,
prolin, fenyalanin, tryptofan a methionin, polarni neutralni
aminokyseliny zahrnuji glycin, serin, treonin, cystein,
tyrozin, asparagin a glutamin, pozitivné nabité (bazické)
aminokyseliny =zahrnujil arginin, lyzin a histidin a negativneé
nabité (kyselé) aminokyseliny zahrnuji kyselinu asparagovou a
glutamovou. V jiném pfipadé nekonzervativni zmé&ny aminokyselin
a vétsi zacdlenéni a delece se mohou pouZit ke vzniku funk&né
zmén&nych mutantd erytropoetinu. Takové mutanty se mohou
pouzit ke zméné vlastnosti erytrpoietinu pozadovanym zpusobem.
V jednom provedeni vyndlezu erytropoetin pouzitelny pro
praktické ucely maze byt mutantni erytropoetin, kde se zménila
jedna nebo vice aminokyselin ve Cctyfech funk&nich doménach,
které ovliviuji navazani na receptor: VLORY a/nebo TKVNEYAW
a/nebo SGLRSLTTL a/nebo SNFLRG. V jednom provedeni vynalezu se
pouZ?ily erytropoetiny obsahujici mutace V okolnich oblastech
molekul, které ovliviiuje kinetiku molekuly nebo v1lastnosti

navdzani na receptor.

Termin ,erytropoetin™ Je mosné uzivat ve spojeni s rhznymi
analogy, fragmenty, hybridnimi molekulami, agonisty, muteiny a
jinymi formami, Jjak se popisuje shora v textu. Termin zahrnuje
velky rozsah variant a mista glykosylace erytropoetinu
zahrnujici prirozenou, deglykosylovanou, asialylovanou a Jiné
caste&né& glykosylované  formy erytropoetinu. Nelimitujici
pfiklady takovych variant se popisuji v publikaci Tsuda et
al., 1990, Eur. J. Biochem. 188: 405-411. Bakterie, kvasinky,

hmyz, rostliny, savci zahrnujici &lovéka. Navic, pri expresi a
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produkci rekombinantniho erytropoetinu se mohou pouZit razné
hostitelské systémy zahrnujiciho baxterie, kvasinky, rostliny
a savce zahrnujici ¢&lovéka, a buné&lné systémy. Rekombinantni
erytropoetin produkovany v bakteriich, kde se produkt
neupravuje glykosylaci a skupinami kyseliny sialové, by se
mohly bakterie pouzit k produkci neglykosylovanych forem
erytropoetinu. V jiném pfipadé se rekombinantni erytropoetin
mize produkovat v jinych systémech, kde probihé& glykosylace.

Jsou to napriklad rostliny, lidské bunky.

Jak se uvadi shora v textu, vynélez =zahrnuje libovolné
molekuly moduldtorl aktivity receptoru erytropoetinu schopné
vyvolat pozitivni aktivitu v pfipad® bunék odpovidajicich na
erytropoetin bez ohledu na struxturni vztah molekuly s

erytropoetinem.

Navic samotny erytropoetin maze byt upraven tak, aby se
upravila Jjeho aktivita pro specifickou tk&h nebo tkéané.
N&kolik nelimitujicich strategii, které je moZné provést, aby
se dosahlo této pozadované tkanové specifity zahrnuje upravy,
které zkracuji poloZas cirkulace a tak redukuji dobu, po

kterou mbfe erytropoetin reagovat s orekurzory erytroidu, nebo

apravy primdrni struktury molekuly erytropoetinu. Jednim
pristupem Jjak dosadhnout zkradceni poloCasu cirkulace je
odstranéni nebo uprava glykosylaénich casti, které Jsou

v molekuly erytropoetinu tfi spojené prostfednictvim atomu
dusiku a Jjeden prostfednictvim atomu kysliku. Takové varianty
glykosylovaneho erytropoetinu se mohou produkovat fadou
zpisobu. Napfiklad kyseliny sialové, které uzaviraji konec
cukernych Feté&zcl se mohou odstraniz specifickymi sialidazami
v zavislosti na chemické vazbé& spojujici kyselinu sialovou
s cukernym feté&zcem. V jiném ptipad® glykosylovana struktura
miZe byt porudena ruznymi zpusoby pouzitim Jinych enzymy,

které 3t&pi specifické vazby. Postupy aprav primdrni struktury
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jsou myridda a zahrnuji substituce specifickych aminokyselin,
chemickou UuUpravu aminokyselin nekro adici jinych struktur,
které interferuji s interakci  erytropoetinu s libovolnym
z jinych receptor. PouZitil takovycn forem erytropoetinu Jjsou
zcela predm&tnou véci vynalezu. Ve ~yhodném provedeni vynalezu
se polocas neerytropoietického ervtropoetinu podle vynélezu
snizuje priblizné& o 90 % ve srovnéni s polo&asem prirozeného

erytropoetinu.

Neékteré z té&chto molekul budou pfesto napodobovat pusobeni
samotného erytropoetinu v jinych tkanich nebo  orgénech.
Naptriklad 17-mér obsahujici aminokyselinovou sekvenci 31 az 47
pfirozeného erytropoetinu neni akti-ni v pripadé& erytropoiezy,
ale je zcela aktivni v p¥ipadé rsuronovych bunék in vitro
(popisuje se v publikaci Campana &nd O'Brien, 1998: Int. J.
Mol. Med. 1l: 235-41).

Dale derivaty molekul erytropcstinu nutné pro zde popsane
pouziti maZe byt vytvoreny mimo “iné naptriklad guanidinaci,
amidinaci, karbamylaci, trinitrofenylaci, acetylaci,
sukcinaci, nitraci nebo upravou argininu, lyzinu, tyrozinu,
tryptofanu nebo cysteinu nebo karcoxylovych skupin, jako Jje
omezena proteolyza, odstranéni zminoskupin a/nebo mutacéni
substituce argininu, lyzinu, tvrozinu, tryptofanu nebo
cysteinu pomoci postupll molekulérni biologie, aby doslo
k produkci erytropoetind, které udrzuji adekvatni stupen
aktivit v pripadé& specifickych crgant  a  tkani, nikoliv
v jinych p¥ipadech, Jjako napfiklad erytrocyty (popisuje se
napfiklad v publikaci Satake et al., 1990, Biochim. Biophys.
Acta 1038: 125-9). V jednom neomeszujicim prikladu, Jjak se
popisuje shora v textu, se upravuji argininové zbytky
erytropoetinu reakci s glyoxalem, jako je fenylglyoxal
(uskutecnilo se podle protokola uvedeného v publikaci

Takahashi, 1977, J. Biochem. 81: 3¢5-402). Jak je mozné videt
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dale v textu, takovad molekula erytropoetinu si zcela uchovéava
svlj neurotroficky ucéinek. Takové molekuly erytropoetinu je
moiné zcela zahrnout do vyndlezu pro své vyuZziti a zde popsané

prosttedky.

Popisuji se syntetické a rekombinantni molekuly, jako je
mozkovy erytropoetin a renalni erytropoetin, Rekombinantni
savCi formy erytropoetinu, stejné jako pfirozené se
vyskytujici formy erytropoetinu, formy erytropoetinu ziskané
2z nadoru a rekombinantni izoformy, Jako Jsou rekombinantné
exprimované molekuly a <ty pripravené homologni rekombinaci.
Vynédlez dale zahrnuje molekuly zahrnujici peptidy, které se
v4d¥i na erytropoetinovy receptor, stejné jako rekombinantni
konstrukce nebo 7jiné molekuly, které maji <Zast nebo vSechny
strukturalni a/nebo biologické vlastnosti erytropoetinu
zahrnujici fragmenty a multimery erytropoetinu nebo jeho
fragmenty. Erytropoetin zahrnuje molekuly se zménénymi
aktivitami navazani na receptor erytropoetinu, s vyhodou se
zvySenou receptorovou afinitou, zv145td co se tykd zesileni
transportu pfes endotelidlni bunécné bariéry. Vynélez popisuje
muteiny =zahrnujici molekuly, které vykazuji navySeny nebo
snizeny pocet glykosylanich mist. Jak se popisuje shora
v textu terminy ,erytropoetiny® a ,napodobeniny“ Jje moZné
zaménit, co se tykd molekul pribuznych erytropoetinu, které
chrani nebo posiluji bunky odpovidajici na erytropoetin,
stejné jako v pripadé molekul, které jsou schopny prochazet

endotelidlni bun&&nou bariérou.

Dale se popisuji molekuly produkované transgennimi
zvitaty. Je nutné poznamenat, e zde popsané molekuly se
nemusi strukturou podobat erytropoetinu nebo libovolnym jinym
zpusobem s vyjimkou schopnosti reagovat s receptorem

erytropoetinu nebo upravovat aktivitu receptoru erytropoetinu
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nebo aktivovat signaliza&ni kaskddu erytropoetinu, Jjak se

popisuje dale v textu.

Forma erytropoetinu pouZitelnd v praxi podle vynadlezu
zahrnuje erytropoetinové muteiny, jako Jsou ty se zménénymi
aminokyselinami na karboxylovém konci, popsaném v patentovém
dokumentu &. 5 457 089 a &. 4 835 260, asialoerytropoetinové a
erytropoetinové formy s ruznym mnoZstvim zbytkl kyseliny
sialové v jedné molekule, Jjak se popisuje v patentovém
dokumentu ¢&. 5 856 298, polypeptidy popsané v patentovém
dokumentu 4 703 008, agonisté popsané v patentovém dokumentu
c. 5 767 078, peptidy, které se vazi na receptor
erytropoetinu, Jjak se popisuje Vv patentovém dokumentu &. 5 773
569 a 5 830 851, napodobeniny malych molekul, které aktivujil
erytropoetinovy receptor, Jak se popisuje v patentovém
dokumentu &. 5 835 382 a analogy erytropoetinu popsané
v dokumentech WO 9505465, WO 9718318 a WO 981 8926. VSechny
dfive uvedené citace 7jsou =zallené&ny v takovém rozsahu, ze
popisuji rf@zné alternativni formy nebo postupy piipravy

takovych forem erytropoitein podle vynalezu.

Erytropoetin je dostupny napiiklad jako ptipravek
s obchodni sndmkou PROCRIT wu firmy Ertho Biotech Inc.,
Raritan, NJ, a EPOGEN, dostupny u firmy Amgen Inc., Thousand
Oaks, CA.

Aktivita (v jednotkadch) erytropoetinu a molekul podobnych
erytropoetinu se tradicné definuje na =zéklad& ucinnosti pri
stimulaci produkce cervenych bunék v modelech hlodavct (jak se
odvozuje od mezindrodnich standardt erytropoetinu). Jedna
jednotka (U) béZného erytropoetinu (molekulova hmotnost je
p¥iblizn& 34 000) je pribliZné 8 ng proteinu (1 mg proteinu je
pribliZn& 125 000 U). V pripadé, e Uéinek erytropoiezy

souvisi s pozadovanymi aktivitami nemusi nezbytné byt
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detekovatelnou vlastnosti jistych erytropoetint podle
vynédlezu, pak definice aktivity zaloZené na erytropoietickée
aktivité neni vhodna. Jak se zde pouZiva jednotkova aktivita
erytropoetinu molekul podobnych erytropoetinu se definuje jako
mnozstvi proteinu nutného k vyvoléani stejné aktivity
v neuronovych nebo jinych bunécnych systémech, které
odpovidaji na erytropoetin, jak se vyvolalo ve stejném sytsému
mezinarodnim standardem erytropoetinu podle WHO. Pro odbornika
je po instruktdzi jednoduché definovat jednotky

neerytropoietického erytropoetinu nebo pribuzné molekuly.

Mimo shora v textu popsané Upravy erytropoetinu, které je
mozné pouZit podle vynalezu se popisuji dalsi rtzné

erytropoetiny podle vynalezu.

Erytropoetin podle vynélezu nemusi vykazovat Zadné cCasti
sialové kyseliny, Jjako je asialoerytropoetin. Erytropoetin
podle vynalezu je lidsky asialoerytropoetin. V jinych
provedenich podle vynalezu erytropoetinem podle vynalezu mize
obsahovat alespon 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, g, 9, 10, 11, 12 nebo
13 zbytkl kyseliny sialové. Za pouziti sialidédz se muZe
p¥ipravit erytropoetin bez skupin kyseliny sialové , jak se
popisuje v balicku pripravku Sialyddza A od firmy ProZyme
Inc., San Leandro, Kalifornie. V typickeém pripadé se piipravek
PROZYME® GLYCORO® ¢&istoté odpovidajicil sekvenovani SIALYDASE™
(N-acetylneuramindtglykohydrlaza, EC 3.2.1.18) se pouziva ke
dtépeni vdech neredukénich termindlnich zbytka kyseliny
sialové z komplexnixh scharidd a glykoproteinti, Jako je
erytropoetin. Tak se budou dtépit vétvené sialové kyseliny
(spojené s vnitfnim zbytkem). Sialidaza A se izolovala z klonu

Arthrobacter ureafaciens.

Erytropoetin miZe mit alespon maly pocet N-spojenych

sacharida. Aby doslo k odstranéni N-spojenych sacharidu,
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erytropoetin se maZe oSetfit hydrazinem v souladu s metodami
popsanymi v publikaci Hermentin et al., 1996, Glycobiology
6(2): 217-30. Jak se poznamenalo shora v textu, erytropoetin
vykazuje t¥i N-spojené sacharidové ¢é&sti. Vyndlez zahrnuje
tyto erytropoetiny se dvéma, Jjednim nebo Zadnym N-spojenym

sacharidem.

Erytropoetin podle vynalezu miZe vykazovat alesponl omezeny
obsah  sacharidug, coz je zpusobeno v dusledku oSetfeni
pfirozenym erytropoetinem s alespoii jednou glykozidézou. MuazZe
se naptiklad ©pouzit postup podle publikace Chen  and
Evangelista, 1998, Electrophoresis 19(15):2639-44. Dale
odstranéni O-spojeného sacharidu se muze doséhnout
nadsledujicimi metodami popsanymi v publikaci Hokke et al.,

1995, Eur. J. Biochem. 228 (3):981-1008.

Sacharidova c&éast molekuly erytropoetinu mbZe mit alespon
glykosyla¢ni  patern, ktery neodpovidd savci, v disledku
exprese rekombinantniho erytropoetinu v bunkéch, které nejsou
sav€i. Erytropoetiny se s vyhodou exprimuji v hmyzich nebo
rostlinnych bunikdch. Exprese erxtropoietinu ve hmyzich bunkach
za pouziti bakulovirového expresivniho systému se mlZe provést
v souladu s publikaci Quelle et al., 1989, Blood 74(2):652-
657. Jind metoda se popisuje v patentovém dokumentu &. 5 637
477. Exprese v rostlinném systému miZe byt provedena v souladu
s metodou popsanou v publikaci Matsumoto et al., 1993, Biosci.
Biotech. Biochem. 57(8)1249-1252. V jiném pfipadé xprese
v bakteriich povede ke vzniku neglykosylovanych forem
erytropoetinu. Tyto jsou pouze pfiklady metod pouzZitelnych pfi
produkci erytropoetinu podle vyndlezu a nejsou Zadnym zplUsobem

limitujici.

Erytropoetin podle vyndlezu miZe mit alespon Jjeden nebo

vice oxidovanych sacharidl, které se mohou chemicky redukovat.
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Naptiklad erytropoetin miZe byt erytropoetin oxidovany
jodistanem. Takto upraveny erytropoetin se miZe chemicky
redukovat soli hydroboritanu, jako je hydroboritan sodny nebo
kyanohydroboritan sodny. Oxidace erytropoetinu jodistanem se
miZe napfiklad provést zplsoby popsanymi v publikaci Linsley
et al., 1994, Anal. Biochem. 219(2):207-17. Chemickd& redukce
nédsledujici oxidaci Jjodistanem se miZe provést metodami
popsanymi v publikaci Tonelli and Meints, 1978, J. Supramol.
Struct. 8(1):67-78.

Erytropoetin pro shora v textu popsané pouZziti maze
vykazovat alespoil Jjeden nobo vice upravenych argininovych
zbytkll. Upraveny erytropoetin miZe napfiklad obsahovat R-
glyoxalovou c&ast na jednom nebo vice argininovych zbytcich,
kde symbol R mZe byt aryl, heteroaryl, niZ3i alkyl, nizZsi
alkoxyskupina nebo cykloalkylova skupina nebo alfa-
deoxyglycitolylovd skupina. Termin nizZsi ,alkyl” znamena primy
nebo vé&tveny Feté&zec saturovany alifatickou uhlovodikovou
skupinou, kterd s vyhodou obsahuje 1 azZz 6 atomua uhliku.

Reprezentanti takovych skupin Jjsou metyl, etyl, izopropyl,

izobutyl, butyl, pentyl, hexyl a podobne. Termin
,alkoxyskupina“ znamend niZ3i alkylovou skupinu, jak se
definuje shora v textu, zachycenou na zbytku molekuly
kyslikem. Priklady alkoxyskupin zahrnuiji metoxyskupinu,

etoxyskupinu, propoxyskupinu, izopropoxyskupinu a podobné.
Termin ,cykloalkyl" znamené& cyklické alkylové skupiny se tremi
az pfiblizné osmi uhliky, které zahrnuji napriklad
cyklopropyl, cyklobutyl, cyklohexyl a podobné&. Termin aryl
znamen& fenylovou nebo naftylovou skupinu. Termin heteroaryl
znamena heterocyklické skupiny obsahujici 4 az 10 kruhovych
Elenit a 1 a? 3 heteroatomy vybrané ze skupiny obsahujicl
kyslik, dusik a siru. Pfiklady zahrnuji, ale nejsou omezeny na
izoxyzolyl, fenylizoxazolyl, furyl, pyrimidinyl, chinolyl,
tetrahydrochynolyl, pyridyl, imidazolyl, pyrrolidinyl, 1,2,4-
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triazoylyl, thiazolyl, thienyl a podobné&. Skupina R se mlZe
nahradit, jako napfiklad 4-trihydroxybutylovd skupina 3-
deoxyglukosonu. Typickymi ptfiklady R-glyoxdlnich sloucenin
jsou glyoxal, metylglyoxal, 3-deoxyglukoson a fenylglyoxal.
Vyhodné R-glyoxalové slouCeniny Jjsou metylglyoxal nebo
fenylglyoxal. Priklady metod =za pouziti fenylglyoxalu pro
takové Upravy se mohou popisovat v publikaci Werber et al.,

1975, Isr. J. Med. Sci. 11(11):1169-70.

V dal3im prikladu se mlZe upravit alespon jeden argininovy
zbytek reakci s vicindlnim diketonem, jako 3je 2,3-butandion
nebo cyklohexandion, s vyhodou v bordtovém pufru s hodnotou pH
8 a¥ 9 s pribliZnou koncentraci 50 mM. Postup pro pozdéjsi
Upravy s 2,3-butandionem se muZe provést v souladu s publikaci
Riordan, 1973, Biochemistry 12(20): 3915-3923 a upravy pomoci
cyklohexanonu podle publikace Patthy et al., 1975, J. Biol.
Chem. 250(2):565-9.

Erytropoetin podle vyndlezu miZe obsahovat alespon jednu
nebo vice upravenych 1lyzinovych zbytkd nebo uGpravu N-
termindlni aminokyselinové skupiny erytropoetinové molekuly,
jako jsou upravy, které vznikaji z reakce lyzinového zbytku

s &inidlem, ktery upravuje aminoskupinu. V jiném provedeni

vynédlezu lyzinové zbytky se mohou upravit reakci
s glyoxalovymi derivaty, jako je reakce s glyoxalem,
metylglyoxalem a 3-deoxyglukosonem za vzniku alfa-

karboxyalkylovych derivatd. Pfiklady Jsou reakce s glyoxalem
za vzniku karboxymetyllyzinem, jak se popisuje v publikaci
Glomb and Monnier, 1995, J. Biol. Chem. 270(17):10017-26 nebo
s metylglyoxalem za vzniku (1-karboxyetyl) lyzinu, jak se
popisuje v publikaci Degenhardt et al., 1998, Cell. Mol. Biol.
(Noisy-le-grand) 44(7):1139-45. Upraveny lyzinovy zbytek se
miZe dale biochemicky redukovat. Naptiklad erytropoetin se

miZe upravit biotinem prostfednictvim lyzinové skupiny, Jako
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v souladu s metodou popsanou v ptikladu 5, kde N-
hydroxysukcinimidester kyseliny D—biotinyl—s-aminokapronové
reagoval s erytropoetinem. Pak nasleduje odstranéni
nezreagovaného biotinu gelovou filtracl na koloné& Cantricon
10, jak se popisuje Vv publikaci Wojchowski and Ccaslake, 1989,
Blood 74(3):952-8. V tomto glanku se popilsuje pouziti t¥i
riiznych metod erytropoetinu upraveného biotinem, pricemz
1ipovolnad z nich se muZe pouzit pro pEipravu erytropoetinu
podle vynalezu. Biotin je mozné ptidat k (1) castem sialové

kyseliny, (2) karboxylatovym skupinam nebo (3) aminoskupinam.

V jiném provedeni vynalezu lyzin miZe reagovat s aldehydem
nepbo redukujicim cukrem za vzniku aminu, ktery muZe byt
stabilizovan redukci Jjako napfriklad s kyanohydroboritanem za
vzniku N-alkyllyzinu, Jjako Je glucytolyllyzin, nebo ktery
v ptripade redukujicich cukrld miZe byt stabilizovan opétnym
uspofradanim podle Amadori nebo Heynse za vzniku alfa-deoxy-
alfa-aminocukru, jako je alfa-deoxy-alfa—fruktosyllyzin.
P¥iprava proteinu upraveného druktosyllyzinem inkubaci s 0,5 M
glukdézou v pufru fosfore&nanu sodného s hodnotou pH 7,4 po
dobu 60 dni, se popisuje Vv publikaci Makita et al., 1992, J.
Biol. Chem. 267:5133-5138. V jiném prikladu lyzinova skupina
se maZe upravit karbamylem, jako napfiklad reakci s kyandtovym
iontem nebo alkylkarbamylem nebo arylkarbamylem nebo mize byt
thiokarbamylovan s alkylizokyandtem nebo arylizokyanatem nebo
izothiokyandtem nebo maze byt acylovan reakci s reaktivnim
alkylem nebo derivatem arylkarboxylové kyseliny, Jjako reakci
s anhydridem kyseliny octové nebo sukcinanhydridem nebo
anhydridem kyseliny ftalové. Priklady upravy lyzinovych skupin
pomoci 4-sulfofenyllizothiokyanatu nebo anhydridem kyseliny
octové se popisuji v publikaci Gao et al., 1994, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 91(25):12027-30. Lyzinové skuplny mohou také

byt trinitrofenyl upraveny reakci s trinitrobenzensulfonovou
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kyselinou nebo s vyhodou s jejimi solemi. Takové metody se

popisuji déle v textu v prikladu 5.

Alespon tyrozinovy zbytek erytropoetinu mbZe byt upraveny
v poloze aromatickéhu kruh elektrofilnim <&inidlem, jako Je
nitrace nebo jodace. Erytropoetin mizZe reagovat
s tetranitrometanem (Nestler et al., 1985, J. Biol. Chem.
260(12):7316-21 nebo mbZe Dbyt Jodovén, jak se popisuje
v prikladu 5.

Napriklad =zbytky kyseliny asparagové nebo glutamove Vv
erytropoetinu se mohou upravit napriklad reakci
s karbodiimidem a nasledovanou reakci s aminem, jako napriklad
s glycinamidem. Pfiklady takové uUpravy se popisuji v pZikladu

5.

V jiném prikladu tryptofanovy zbytek erytropoetinu se muZe
upravit napfiklad reakci s n-bromosukcinimidem nebo n-
chlorosukcinimidem zptGisobem, ktery se popisuje v publikaci

Josse et al., Chem. Biol. Interact 199 May 14, 119-120.

V jiném prikladu se molekula erytropoetin mbZe pEipravit
odstrané&nim alespon jedné aminokyseliny, coZ se muZe doséhnout
reakci s ninhydridem, pc niZz nasleduje redukce néasledné

karbonylové skupiny reakci s hydroboritanem.

V dalsim prikladu se erytropoetin pfipravuje tak, aby mel
otevienou alesponn  jednu z cysteinovych vazeb v molekule
erytropoetinu reakci s redukZnim ¢inidlem, jako je
dithiothreitol, pak néasleduje reakce néaslednych sulfylhydryla
s amidem kyseliny jdédoctové nebo jiného elektrofilu, aby se

prede3lo opé&tnému vytvofeni disulfidovych mistki.
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Erytropoetin se pfipravuje tak, Ze m& alespon Jednu
substituci v libovolném poctu aminokyselin, Jjako Jje leucin
s alesponnl jednim lyzinem, argininem, tryptofanem, tyrozinem
nebo cysteinem, kterd se provede pouzZitim metod molekularni

biologie.

Upraveny erytropoetin se muZe pfipravit vystavenim
erytropoetinu limitované chemické proteolyze, kterd je cilena
na specifické zbytky napriklad dochazi k Stépeni jole}
tryprtofanovych zbytcich. Vynélez zahrnuje také

erytropoetinové fragmenty.

Jak se popisuje shora v textu, erytropoetin pouZitelny pro
zde popsané Gcely miZe mit alespon Jjednu ze shora uvedenych
modifikaci, ale mbiZe také mit vice Jjak Jjednu ze shora
uvedenych uprav. Upraveny erytropoetin miZe existovat s Jednou
Upravou v sacharidové ¢&asti molekuly a s jednou uUpravou
v aminokyselinové <¢&asti. Upravenym erytropietinem maZe byt
asialoerytropoetin, jehoZ lyzinové zbytky Jjsou upravené

biotinem nebo karbamylem.

Vyndlez popisuje uvedené ruzné molekuly erytropoitinu a
farmaceutické prostredky, které je obsahuiji. Takove
erytropoetinové molekuly =zahrnuji ale nejsou omezeny na
asialoerytropoetin, N-deglykosylovany erytropoetin, 0-
deglykosylovany erytropoetin, erytropoetin s redukovanym
obsahem sacharidll, erytropoetin se zménénym glykosylacénim
paternem, erytropoetin se sacharidy, které jsou oxidovany a
pak redukovany, erytropoetin upraveny arylglyoxalem,
erytropoetin upraveny alkylglyoxalem, erytropoetin upraveny
2,3-butandionem, erytropoetin upraveny cyklohexandionem,
erytropoetin upraveny biotinem, N-alkyllysylerytropoetin,
glucitolyllyzinerytropoetin, alfa-deoxy-alfa-fruktosyllyzin-

erytropoetin, erytropoetin upraveny karbamylem, acetylovany
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erytropoetin, sukcinylovany erytropoetin, alfa-
karboxyalkylerytropoetin, nitrdtovany erytropoetin, jodovany
erytropoetin. Vyhodné Jjsou shora upravené formy =zaloZené na

lidském erytropoetinu.

Jisté shora uvedené erytropoetiny Jsou nové a vynalez
popisuje takové slouceniny stejné jako farmaceutické

prostredky, které Je obsahuji. Takové nové erytropoetiny

zahrnuji erytropoetin oxidovany jodistanem,
glucitolyllyzinerytropoetin, fruktosyllyzinerytropoetin, 3-
deoxyglukosonerytropoetin a asialoerytropoetin upraveny
karbamylem.

K produkci erytropoetint a molekul pribuznych

erytropoetinu se mohou pouzit vektorové systémy, které se
exprimuiji v hostiteli. Takové systémy exprimujici se
v hostiteli reprezentuiji nastroje, kterymi se mohou
pfipravovat erytropoetiny podle vyndlezu a mohou se nasledné
¢istit. Také reprezentuji Dbunky, které mohou, kdyZz se
transformuji nebo transfekuji s vhodnymi nukleotidovymi
kédujicimi sekvencemi, produkovat upraveny erytropoetinovy
genovy produkt in situ. Tyto zahrnuji, ale nejsou omezeny na
bakteridlni, hmyzi, rostlinny, savéi hostitelské systémy,
pricemz posledni jmenovany zahrnuje lidské hostitelské
systémy. Hostitelské systémy Jsou napfiklad hmyzi bunécné
systémy infikované rekombinantnimi virovymi expresivnimi
vektory (napfiklad bakulovirus) obsahujici sekvence kdédujicl
upraveny erytropoetinovy produkt, rostlinné bunécné systémy
infikované rekombinantnimi virovymi expresivnimi vektory
(napriklad kv&takovy mozaikovy virus, CaMV, tabdkovy mozaikovy
virus, TMV) nebo transformovany s rekombinantnimi plazmidovymi
expresivnimi vektory (napfiklad plazmid Ti) obsahujicimi
sekvence kédujici molekulu pfibuznou erytropoetinu, nebo savci

buné&&né systémy =zahrnujici 1lidské bunécné systémy (napfiklad
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HT1080, Cos, CHO, BHK, 293, 3T3) nesouci rekombinantni
expresivni konstrukce obsahujici promotory ziskané =z genomu
saviich bunék (naptriklad metalothionenovy promotor) nebo ze
sav€ich wvird (napfiklad adenovirovy pozdni protmotor, 7.5K

promotor z viru vakcinie).

MizZe se vybrat hostitelsky buné&ny kmen, ktery upravuje
expresi zac&lenénych sekvenci nebo upravuje a zpracovava genovy
produkt do poZadované specifické podoby. Takové Upravy
(napfiklad glykosylace) a zpracovani (naptriklad Stépeni)
proteinovych produktd mohou byt dalezité pro funkci proteinu.
Razné hostitelské buniky maji charakteristické a specifické
mechanizmy pro posttransladni zpracovani a uUpravu proteind a
genovych  produkta. Aby se potvrdily sprévné Upravy a
zpracovani exprimovaného cizorodého proteinu, mohou se vybrat
vhodné bunééné 1linie nebo hostitelské systémy. Nakonec se
mohou pouzit eukaryontni hostitelské bunky, které vykazujil
bunécny mechanizmus pro spravné zpracovani primarniho
transkriptu, glykosylace a fosforylace genového produktu.
Takové savE&i hostitelské buniky zahrnujici 1lidské hostitelské
butiky obsahuji HT1080, CHO, VERO, BHK, HelLa, COS, MDCK, 293,
3T3 a WI3S.

V pripad& dlouhotrvajici produkce rekombinantnich proteint
s vysokym vyt&Zkem Jje vyhodnd stabilni exprese. Napfiklad se
mohou vytvorit bunééné linie, které stabilné exprimuji
molekulu genového produktu pfibuzného erytropoetinu. SpisSe nez
pouZiti expresivnich vektorli, které obsahuji virovy pocatek

replikace, hostitelské bunky se mohou transformovat DNA

fizenou vhodnymi elementy fidicimi expresi (naptiklad
promotor, zesilovag, sekvence, terminator transkripce,
polyadenyla&ni mista, atd.) a selekéni marker. Po zavedeni

cizorodé DNA se takto upravené bunky nechaji rist po dobu 1 az

2 dni v obohaceném kultivadnim médiu a pak se kultivacni
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médium zm&ni na selekéni médium. Selekéni marker vnéasi
do rekombinantniho plazmidu rezistenci vadi selekcnimu ¢inidlu
a umoZhuje bunkam stabiln& zallenit plazmid do svého
chromozomu a rust za vzniku foci, které se naopak mohou
klonovat a mohou se roz3irit za vzniku bunéé&né linie. Tuto
metodu je mozZné s vyhodou pouzit k pripravé puné&nych 1linii,
které exprimuji genovy produkt molekuly pfibuzné
erytropoetinu. Takové pripravené bun&éné linie se mohou
zv1asté pouzit pEl testovani a hodnoceni sloucenin, které
ovliviiuji  endogenni aktivitu genového produktu molekuly

pfibuzné erytropoetinu.

V jiném piripadé se exprese charakteristickd pro endogenni
erytropoetinovy gen |V puné&né linii nebo organizmu maze
upravit sadlenénim regulaéniho elementu heterogenni DNA do
genomu stabilni genové 1linie nebo do klonovaného organizmu
tak, Ze zacClenény regulaéni element Je operativné& spojen
s endogennim erytropoetinovym  genem. Naptriklad endogenni
erytropoetinovy gen, ktery je v normalnim pripadé
,transkrip&né& tichy“, to znamena, ze erytropoetinovy gen neni
v normélnim piripadé exprimovéan nebo jeho exprese je v bunécné
linii pouze velice slaba, se muaze aktivovat zadlenénim
regulaéniho elementu, ktery Jje schopny podporovat expresi
normalné exprimovaného genového produktu Vv uvedené bunécné
1inii nebo mikroorganizmu. V jiném pfivadé transkrip&né& tichy
endogenni erytropoetinovy gen se mise aktivovat zaclenénim
promiskuitniho regulainiho elementu, ktery funguje ve viech

pbuné&nych typech.

Heterogenni regulaéni element se miZe zallenit do stabilni
puné&&né linie nebo do klonovaného mikroorganizmu. Je napfiklad
operativné spojen S endogennim erytropoetinovym genem  za
pouziti metod, Jako je cilené homologni rekombinace, kterd Je

dobfe zndma Vv oboru a popisuje se napriklad ve francouzském



patentovém dokumentu &, 2646438 (Pastéruv Institut),
v patentovém dokumentu USA &. 4 215 051 (Chappel) & ¢g. 5 578
461 (Sherwin et al.), V mezinérodni patentové pfihlasce C.
PCT/US92/09627 (W093/09222) (Selden et al.,) a v mezinarodni
patentoveé prihlédsce ¢C. PCT/USS0/06436 (WO981/06667) (Skoultchi

et al.).

V jednom provedeni vyndlezu se muZe V savéi bunce
produkovat molekula pfibuzna erytropoetinu, kterad je deficitni
v poctu sialovych zbytkd nebo neobsahuje Zadné sialové zbytky.
Tyto sav&i bunky zahrnuji lidskou bunku. Takové buiiky se mohou
upravit tak, Ze Jjsou deficitni, co se tykd enzyml nebo jim
chybi aktivity, které se pricitajl kyseliné sialové, to Jje
aktivita B—galaktozid—a—Z,3—sialyltransferézy (=2, 3-
sialyltransferaza) a B—galaktozid—a—Z,6—sialyltransferézy (a-
2,6—sialyltransferéza). V jednom provedeni podle vynadlezu se
pouziva sav¢i bunka, ve které je deletovan bud gen o=2,3-
sialyltransferazy a/nebo a-2,6-sialyltransferazy nebo oba
geny. Takové delece je mozné zkonstruovat za pouziti metod
vyfazeni genu, které Jjsou dobfe znamy Vv oboru. V jiném
provedeni vynalezu se pouzivaji jako hostitelské bunky pEl
produkci rekombinantnich molekul pribuznych erytropoetinu
puiky vaje&nikl &inskych kfeckd (CHO), které Jjsou deficitni
v dihydrofoléatove reduktaze (DHFR). Bunky CHO neexprimuji
enzym a—2,6—sialyltransferézu a proto se kyselina sialova
napodili na 2,6-vazbé s N-spojenymi oligosacharidy
glykoproteinu produkovanych Vv ~2chto bufikdch. Vysledkem je, Ze
rekombinantni proteiny produkovane V buiitkdch CHO neobsahuji
kyselinu sialovou ¥ 2,6-vazb& s galaktdzou (popisuje se
v publikaci Sasaki et al (1987), Takeuchi et al., Mutsaers et
al. Eur. J. Biochem. 156, 651 (1980), Takeuchi et al., J.
Chromotgr. 400, 207 (1987)). V jednom provedeni vynalezu se za
ucelem produkce asialoerytropoetinu v hostitelské buiice

deletoval v bunce CHO gen koédujicl a—2,3—sialyltransferéza.
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Takové bunky CHO, které neobsahuji a—2,3—sialytransferézu,
zcela postradaji aktivitu sialytransferazy a Jje moZné Jje
pouzZit pti rekombinantni expresi a produkci

asialoerytropoetinu.

V jednom provedeni vynadlezu se asialoglykoproteiny mohou
produkovat interferenci s transportem kyseliny sialové do
Golgiho aparatu (popisuje se napriklad v publikaci Eckhardt et
al., 1998, J. Biol. Chem. 273:20189-95). Za pouziti metod,
které Jsou dobfe znamy V oboru (popisuje se napriklad
v publikaci Oelmann et al., 2001, J. Biol. Chem. 276:26291-
300), je mozné provest mutagenezi transportéru kyseliny CMP-
sialové nukleotidového cukru za vzniku mutantd bun&k vajeéniku
&inskych kfre&kl. Tyto puiiky pak nezacélenuji zbytky kyseliny
sialové do glykoproteinfi, Jjako erytropoetin a produkuji pouze
asialoerytropoetin. Transfekované savci bunky produkujici
erytropoetin také produkuji cytosolickou sialidazu, ktera
v ptripad&, Ze unika do kultivacniho média degraduje s vysokou
4éinnosti sialoerytropoetin (popisuje se napriklad v publikaci
Gramer et al., 1995 Biotechnology 13: 692-698). Za pouZitl
metod dob¥e znadmych v oboru (napf¥iklad informace uvedené
v publikaci Farrari et al., 1994, Gylcobiology 4: 367-373), se
mohou bunécné linie transfekovat, mutovat nebo jinak
upravovat, aby doslo ke konstitutivni produkci sialidazy.
Timto zpusobem Jje moZné beéhem vyroby asialoerytropoetinu

produkovat asialoerytropoetin.

Py¥i praktickém pouziti podle vynalezu se farmaceuticky
prostfedek podle vynédlezu popsany shora Vv textu obsahujicl
erytropoetin muZe aplikovat savci zpusobem, ktery poskytuje
dostatedné mnozstvi erytropoetinu ve vaskularnim systému, cozZ
umoZfuje translokaci skrz endotelialni buné&cnou bariéru a
vyhodné ucinky pasobeni na bunky odpovidajici na erytropoetin.

Kdy? se pouzivajl pro u&ely perfuze tkéané nebo organtl,
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poraduji se stejné organy. V pifipadé, kde se pouziva
erytropoetin ex-vivo, pak erytropoetin mize byt libovolna
forma erytropoetinu, jako jsou shora v textu popsané
erytropoetiny zahrnujici pfirozené erytropoetiny s lidskym
erytropoetinem. V ptipade, e bunky nebo tkéané nejsou
vaskularizovany a/nebo aplikace se providi malenim bunék nebo
tkéané v prostfedku podle vynalezu, pak farmaceuticky
prost¥edek poskytuje adinné mnoistvi erytropoetinu vyhodné pro
buiky odpovidajici na erytropoetin. Endotelidlni  bunécné
bariéry, kterymi erytropoetin muZe prochazet zahrnuji pevna
spojeni, perforovana spojeni, fenestrovana spojeni a libovolneé
jiné typy endotelidlnich bariér pfitomnych u savce. Vyhodnou

bariérou je endotelidlni bun&&né pevné spojeni.

Shora popsané erytropoetiny jsou v obecném pripade
pouZitelné pro terapeutickou  nebo profylaktickou 1écbu
lidského onemocnéni centralniho nervového systému nebo
periferniho nervového systému, ktery vykazuje primdrné
neurologické nebo psychiatricke symptomy, o&ni onemocnéni,
kardiovaskularni onemocnéni, kardiopulmondrni onemocnéni,
respiracni onemocnéni, ledvin, mocového gstroji a poruchy
reprodukce, gastrointestinélni onemocnéri a endokrinologické a
metabolické abnormality. Takové stavy a onemocnéni zahrnuji
hypoxické stavy, které negativné ovliviaujl drazdivé tkane,
jako dréazdive tkand& v tkani centrdlniho nervového systému,
v tkéni periferniho nervového systému nebo kardialni tkan nebo
retindlni  tkan, jako napfiklad mozek, oci, srdce nebo
sitnice/o&i. Vynalez Je proto mofné pouzit pEi 1lécbe nebo
prevenci podkozeni drazdiveée tké&né&, CcoZ je vysledkem
hypoxickych stavii  pfi raznych stavech a okolnostech.
Neomezujici priklady takovych stavii a okolnosti jsou uvedeny

v tabulce dale v textu.
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V prikladu ochrany p¥ed patolcgickym stavem neuronove
tkdné 1écitelné v souladu s vyndlezem, takové patologicke
stavy zahrnuji ty, které vznikaji omezenou oxydaci neuronové
tk&dné. Libovelny stav, ktery omezuje dostupnost kysliku do
neuronové tkané je vysledkem stresu, poSkozenli a konecné
odumirdni neuronovych Dbunék. Tyto stavy Je moziné 1écit
metodami podle vyndlezu. Hypoxie a/nebo ischemie zahrnujl
mrtvici, vaskuldrni  okluzi, prenatédlni nebo postnatalni
nedostupnost  kysliku, uduseni, uSkrceni, utopeni, otravu
oxidem uhelnatym, inhalaci koute, trauma zahrnujici
chirurgicky zdkrok a radioterapii, asfyxii, epilepsii,
hypoglykémii, chronické obstruktivni pulmondrni onemocnéni,
emfyzém, syndrom  stavu respiracni tisné u dospélych,
hypotenzivni 8ok, krizi srpkovitych bunék, srdecni zastave,
arytmie, narkdéza dusikem a neurologické deficity zpUsobené

bapyssem srdce-plice.

V jednom provedeni se miZe napfriklad specifické prostredky
EPO aplikovat, aby se predeSlo poranéni nebo podkozeni tkang,
ke kterému muzZe dojit na zakladé chirurgického zasahu, Jjako
napfiklad resekce nddoru nebo reparace aneuryzmatu. Dalsi
patologické stavy zpusobené hypoglykémii, které mohou byt
1éCeny zde popsanymi metodami, zahrnuji p¥edadvkovani inzulinem
také introgenni hyperinzulinémie, insulinom, nedostatek
ristového hormonu, hypokortisolizmus, predavkovani 1lekd a

jisté néadory.

Jiné patologické stavy, které jsou vysledkem posSkozeni
drazdivé neuronové tkdné& zahrnuji zachvaty, jako je epylepsie,
k¥e&e nebo chronické =zachvaty. Jind 1éc¢itelné stavy a
onemocnéni zahrnuji mrtvici, roztroudenou sklerdzu, Vysoky
tlak, srde&ni zastavu, Alzheimerovu nemoc, Parkinsonovu nemoc,
mozkovou obranu, podkozeni michy, demence spojend s AIDS,

ztridta kognitivni funkce spojend se stafim, amyotrofni
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laterdlni sklerdza, zadchvaty, alkoholizmus, retinalni
ischemie, pogkozeni ofniho nervu zplisobené zelenym zékalem a

poklesem poltu neuront.

Specifické prostfedky a metody podle vyndlezu se mohou
pouzit pri 1lécbeé stavi a posSkozeni retindlni tkané. Takové
poruchy zahrnuji, ale nejsou omezeny na retinalni ischemii,
degeneraci makuly, ablace sitnice, ©retinitis pigmentosa,
arteriosklerotickou retinopatii, hypertenzni retinopatii,
zablokovadni retindlni artérie, zablokovani retindlni cévy,

vysoky tlak a diabetickd retinopatie.

V jiném provedeni vyndlezu principy metod podle vynalezu
se mohou pouzit k ochrané nebo k léché poranéni, které je
vysledkem poskozeni drazdivé tkéné radiaci. Dal3i wyuZiti
metod podle vynédlezu je pfi 1é&Cbé otravy neurotoxinem, jako je
otrava korys$i, neurolatyrizmus a Guamova nemoc, amyotrofni

laterdlni sklerdza a Parkinsonova nemoc.

Vyndlez také popisuje =zpusobe =zesileni funkce drizdivé
tkdné u savcu periferni aplikaci erytropoetinu, Jjak se
popisuje shora v textu. Raznd onemocnéni a stavy Jsou
léCitelné pouzitim uvedené metody a dale tuto metodu je moZné
pouzit pri podpore kognitivni funkce, aniz dochéazi
k libovolnému onemocnéni nebo stavim. Tato vyuZiti podle
vyndlezu se popisuji dédle v textu a zahrnuji podporu ucleni a

tréninku u 1lidi a ostatnich savct.

Stavy a onemocnéni, které je mozZné 1é¢it metodami podle
vynadlezu, urcenymi pro centrdlni nervovy systém zanrnuji, ale
nejsou omezeny na naladovost, stavy uzkosti, deprese,
autizmus, poruchy pozornosti spojené s hyperaktivitou a
poruchy kognitivnich funkci. Pfi 1&&b& téchto stavl se vyuziva

posileni neuronové funkce. Jiné poruchy 1léclitelné v souladu
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s vynédlezem =zahrnuji poruchy spénku, krétkodobé zastaveni
dychani p¥i spanku, kinetdzy, subarachnoidédlni a aneurizmalni
krvaceni, hypotenzivni 3ok, otfes mozku, septicky  Sok,
anafylakticky 8ok a nésledné stav po prodé&lani ruaznych
encefalitid a meningitid, napfiklad cerebritida spojena
s onemocnénim konektivni tké&né&, jakc je lupénka. Jind pouziti
zahrnujl prevenci nebo ochranu p¥ed otravou neurotoxinl, jako
je otrava kory3i, neurolatyrizmus a Guamova nemoc, amyotrofni
lateralni sklerdza, Parkonsonova nemoc, postoperacni 1écha
embolie a ischemického poranéni, ozafeni celého mozku, krize

srpkovitych bunék a kfecle.

Daldi skupina stavu, které je mozZné 1écCit metodami podle
vynadlezu zahrnuji mitochondriélni poruchy a to bud dédicné
nebo ziskané, které zpusobuji rtznéd neurologickad onemocnéni,
pro které Jje typické neuronové poranéni a umrti. Napriklad
Leighova nemoc (subakutni nekrotizujici encefalopatie) Jje
charakterizovana postupujici ztratou vidéni a encefalopatii v
disledku ztraty neurond a myopatii. V téchto ptipadech
defektni mitochondri&lni metabolizmus selhdva pfi poskytnuti
dostateiné energeticky bohatého substratu pro metabolizmus
drazdivych bunék. Moduldtor aktivity receptoru erytropoetinu
optimalizuje nedostatecnou funkci pri ruznych
mitochondri&lnich onemocnéni. Jak se zminuje shora v textu,
hypoxické stavy negativné& ovliviuji drédidivé tkané. Draidivé
tkéané& zahrnuji, ale nejsou omezeny na tkan centrélniho
nervového systému, tkdn periferniho nervového systému a
srde&ni tkan. Vedle stavl popsanych shora v textu metody podle
vynédlezu je mozZné pouZit pfi 1éZhé stavid zpusobenych inhalaci
jedll, jako oxidu uhelnatého a koufe, vaiZného astma, dusnost,
Soky a utopeni. Dalsi  stavy, které vedou k vyvolani
hypoxickych stavid nebo Jinymi zpisoby vyvoléavaji poruseni

dréazdivé tkané zahrnuji hypoglykemii, kterd se mbZe cbjevit
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pfi nespravném davkovani inzulinu nebo pfi existenci néadoru,

které produkuji inzulin (inzulinom) .

RGzné neuropsychologické poruchy, které pravdépodobné
vznikaji na =z&kladé poskozenil drazdivé tkané, je mozné l1lécit
uvedenymi metodami. Chronickée poruchy, které zahrnuji
neuronové poskozeni, a Jjejichz lecba je popséna vynalezem,
zahrnuji poruchy, které se vztahuji k centréalnimu nervovému
systému a/nebo periférnimu nervovému systému zahrnujici ztratu
kognitivni funkce spojenou s vékem a senilni  demence,
chronické zachvatové poruchy, Alzheimerovu nemoc, Parkinsonovu
nemoc, demenci, ztratu paméti, amyotrofni lateralni sklerdzu,
roztrousenou sklerédzu, tuberdzni sklerdzu, Wilsonovu chorobu,
mozkovou a postupujicl supranukledrni obrnu, Guamovu nemoc,
Lewyovu demenci, prionové onemocnéni, Jjako je spongiformni
encefalopatie, naptriklad Creutzfeldt-Jakobova nemoc,
Huntingtonova  nemoc, myotonickou dystrofie, Freidrichovu
ataxii a jiné ataxie, jako je Gilles de la Tourettelv syndrom,
zAchvatové poruchy, Jako Je epilepsie a chronické zachvatoveée
poruchy, mrtvice, poskozeni moku a michy, AIDS demence,
alkoholizmus, autizmus, retinalni ischemii, glaukom, poruchy
autonomnich funkci, Jjako Jje vysoky tlak, poruchy spéanku a
neuropsychietrické poruchy, které zahrnuji, ale nejsou omezeny
na schizofrenii, schizoafektivni poruchy, poruchy pozornosti,
mrzutost, deprese, ménie, nutkavé poruchy, poruchy spojene
s pouzZitim psychoaktivnich latek, stavy uzkosti, panicke
stavy, jako unipolérni a bipolarni afektivni poruchy. Dalsi
neuropsychiatrické a neurodegenerativni poruchy zahrnuji
napfiklad ty uvedené Vv soudasném vydani publikace ,American
Psychiatric Association’s Diagnostic and Statistical Manual o©

Mental Disorders (DSM).

V jednom provedeni vynalezu rekombinantni molekuly

chimerického toxinu obsahujici erytropoetin se mohou pouzZit
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p¥i terapeutickém zavedeni toxinu k lécbeé

poruchy, jako Jje zhoubné bujeni

subakutni sklerotizujici panencefalitida.

V nasledujici tabulce se uvédéji dalsi priklad

nebo virova

proliferativni

porucha, Jjako

y stavi a

nemoci, které Jje mozné 1écit shora Vv textu popsanymi
erytropoetiny
Bunika, tkan Porucha nebo Stav nebo Typ
nebo organ patologie onemocnéni
srdce ischemie onemocnéni akutni,
koronarni chronicka,
arterie stabilni,
nestabilni
infarkt Dresskeriv
myokardu syndrom
angina
kongenitélni valvularni
onemocnéni kardiomyopatie
srdce
Prinzmetalova
angina
ruptura aneuryzmaticka
myokardu septdlni
perforace
angiitida
arytmie tachyarytmie, stabilni,
bradyarytmie, nestabilni,
supraventrikula zvysena
rni, citlivost nodus
ventrikuldrni, |caroticus
abnormality
vedeni
mé&stnavé leva, prava, kardiomyopatie,
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srdedni selhéani

obé komory

jako je
idiopaticka
rodinna,
infekdni,
metabolicka,
poruchy
ukladéni, nedost
atecnost,
porucha
konektivni
tkane,
infiltrace a
granulom,

neurovaskulérni

myokarditida

autoimunni,
infekéni,

idiopaticka

cor pulmonale

uzavrené a

oteviené
podkozeni
toxiny kokain
vaskularni vysoky tlak primarni,
sekundarni
choroba
z dekomprese
fibromuskularni
hyperpléazie
aneuryzmus disekce,
ruptura,
zvétsenil
plice obstruktivni astma,
chronicka

bronchitida,
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emfyzém a
ucpéni

dychacich cest

ischemické
plicni

onemocnéni

pulmondrni
empbolie,
pulmondrni
trombdza,

tukovad embolie

onemocnéni plic

zplsobené

prostredim

ischemické pulmondrni

onemocnéni plic|embolie,
pulmondrni
trombdza

intersticidlni |idiopaticka

onemocnéni plic|pulmonarni
fibrdéza

kongenitalni cysticka
fibréza

cor pulmonale

trauma

pneumonie a infekéni,

pneumonitida paraziticka,
toxicka,
traumatické,
aspiracni, na
zdkladé
popélenin

sarkoidédza

pankreas endokrinni cukrovka typ I |selh&ni nebo

a 11

porucha bunék
beta,

diabeticka
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neuropatie
selhani funkce
dalsich
endokrinnich
bunék pankreasu
exokrinni selhédni pankreatitida
exokrinni
sekrece
pankreasu
kosti osteopenie primdrni, hypogonadizmus,
sekundarni imobilizace,
postmenopauza,
spojena
s vékem,
hyperparaty-
roidizmus,
hypertyreo-
dizmus,
nedostatek
vapniku,
hor&iku,
fosforu a/nebo
vitaminu D
osteomyelitida
avaskularni
nekréza
trauma
Pagetova nemoc
ktze alopecie lokalizovana primdrni,
celkové sekundarni,
plesatost
muzského typu
vitiligo lokalizovaneg, primarni,
generalizované sekundarni
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diabetickéa lokalizované, primdrni,
ulcerace generalizovana |sekundarni
onemocnéni

perifernich cév

popéleniny

poruchy

autoimunity

lupus
erythematodes,
Sjiogren,
revmaticka
artritida,
glomerulonefri-

tida, angiitida

Langerhanova

histiocytdza

zadnét zrakového

nexvu

tupé a
penetracni
poranéni,
infekce,
sarkoid,
srpkovita

anémie, ablace

sitnice,
doasné
arteritida
embryonalni a asfyxie
fetdlnim
poruchy
ischemie
CNS syndrom
chronické

tnavy, akutni a

chronické
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hypoosmolarni a
hyperosmolérni
syndromy, AIDS,
demence,
usmrceni
elektrickym

proudem

encefalitida

vzteklina,

herpes

meningitida

subduralni

hematom

zadvislost na

nikotinu

zneuziti léku a

vynechdni léku

kokain, heroin,

marihuana, LSD,
PCP, aplikace
vice drog,
extaze,
opioidy,
sedativa,
hypnotika,
amfetaminy,

kofein

nutkavé porucha

spinalni
stendza,
myelitis
transversa,
Guillian Barre,
poskozeni,
komprese korene
nervu,

tumoralni
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komprese,
pfehfati
ENT tinitus,
Meuniertv
syndrom, ztréata
sluchu
traumatické
poranéni,
barotrauma
ledviny selhani ledvin |akutni, vaskulérni/
chronické ischemické,
intersticidlni
onemocnéni,
diabetické
ledvinové
onemocnéni,
nefrotické
syndromy,
infekce
Henochova-
Schoenleinova
purpura
pfi¢né svaly poruchy myastenie
autoimunity gravis,
dermatomyozitd-
za,
polymyozitida
myopatie dé&dicné
metabolické
endokronni a
toxicka
prehrati
zranéni

rozdrcenim




51

LX)

L X J

rabdomyldza

mitochondridlni

onemocnéni

infekce

nekrotizujici

fasciitida

sexualni

poruchy

centralni a

periferni

impotence po

medikaci

jatra

hepatitida

cirova,
bakteridlni,

parazitické

ischemické

onemocnéni

cirhéza,

steatdza

infiltrativni/
metabolické

onemocnéni

gastrointestina

Ini

ischemické
onemocnéni

strev

zané&tlivé
onemocnéni

strev

nekrotizujici

enterokolitida

transplantace

organu

o3etreni darce

a recipienta

rozmnozovaci

systém

neplodnost

vaskularni,
autoimunitni,
abnormality
mocového
traktu, poruchy

implantace
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endokrinni hyperfunkce a

hypofunkce Z1laz

Jak se zmifnuje shora v textu, tyto onemocnéni, poruchy
nebo stavy pouze ilustruji pozitivni Gcéinky erytropoetini

podle vynalezu.

Vynadlez popisuje terapeutickou a profylaktickou 1é¢bu
nidsledkd mechanického poskozeni nebo lidskych onemocnéni.
Vyhodna je terapeuticka nebo profylaktickd lécba onemocnéni,
poruch nebo stava CNS a/nebo periferniho nervového systému.
Popisuje se terapeuticka a profylaktickd 1écCba onemocnéni,
poruch nebo stavl, ktere vykazuji psychiatrické slozky.
Vynédlez popisuje terapeutickou a profylaktickou 1écbu
onemocné&ni, poruch nebo stavi, které =zahrnuji, ale nejsou
omezeny na oéni, kardiovaskuléarni, kardiopulmondrni,
respiraéni, ledvinové, urinédrni, reprodukéni,

gastrointestinélni, endokrinni nebo metabolické slozky.

V jednom provedeni vynalezu se miZe uvedeny farmaceuticky
prostfedek obsahujicl erytropoetin aplikovat systémoveé, aby

ochranil nebo posilil cilové buiiky, tkan nebo organ. Takova

aplikace muZe probihat parenteralné&, 1inhalaci, sliznici,
napriklad oralnég, nasalné, rektalnég, intravaginalng,
subligvaln&, submukozalné nebo transdermdlné. Aplikace se

s vyhodou provadi parenterdlné, napfiklad intravendézni nebo
intraperitonealni injekci a také intraarterialneg,

intramuskularné a subkuténné.

V pripadé daldich zpusobul aplikace, jako pouzZitl
promyvaciho roztoku, zavedeni injekci pEimo do organu nebo
jiné zptsoby lokdlni aplikace, se popisuje farmaceuticky

prosttedek, jeho? pouzitim se dosahne stejné mnozZstvi
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erytropoetinu, jak se popisuje shora v textu. Vyhodné mnoZstvi

je priblizné& 15 pM aZz 30 nM.

Farmaceutické prosttedky podle vynalezu mohou obsahovat
terapeuticky ucinné mnozstvi slouceniny a farmaceuticky
prijatelného nosice. Ve specifickém provedeni vynalezu termin
,farmaceuticky prijatelny“ znamena ov&feny agenturou federalnl
nebo statni vlady nebo uvedena na seznamu Pharmacopoeia USA
nebo jinych =zemi, které Je moZné pouzit v pripadé zvifat a
zv143té& pak u 1lidi. Termin ,nosid" znamend fredidlo, adjuvans,
ekcipient nebo néstroj, se kterym se terapeutické ¢inidlo
aplikuje. Takovymi farmaceutickymi nosi¢i mohou byt sterilni
tekutiny, jako jsou fyziologické roztoky ve vodé nebo v oleji,
zahrnujici ty ptipravené =z ropy, ze zvifat nebo z rostlin a
nebo jsou syntetického puvodu. Mezi né& patfi aradidovy olej,
sojovy olej, mineralni olej, sezamovy olej a podobné.
Fyziologicky roztok Jje vyhodny nosi&, pokud se farmaceuticky
prost¥edek aplikuje intravenézn&. Jako kapalné nosice se mohou
také pouzit fyziologické roztoky, roztok dextrézy ve vodé a
roztok glycerolu, zvlasté v pipadé roztoku, které Je mozné
aplikovat injekci. Vhodné farmaceutické pomocné latky zahrnuji
&krob, glukdézu, laktoédzu, sacharoézu, zelatinu, slad, ryZi,
mouku, k¥idu, silikagel, stearat sodny, glycerolmonostearat,
mastek, chlorid sodny, sudené netué¢né mléko, glycerol,
propylen, glykol, vodu, etanol a podobné&. Prostredky podle
pot¥eby také mohou =zahrnovat malé mnoZstvi smaceciho nebo
emulgifikaéniho ¢&inidla nebo &inidla upravujici pH pufru. Tyto
prostfedky se také mohou vyskytovat ve formé roztokd, supenzi,
emulzi, tablet, pilulek, kapsuli, prasku, pripravki pro
nepferudované uvolfiovani a podobné. Prostfedek se mlaZe
pripravit ve formé ¢ipkl s tradiénimi plnidly a nosic¢i, Jjako
jsou triglyceridy. Latky podle vyndlezu se mohou pripravit
v neutralni form& nebo ve formé& soli. Farmaceuticky prijatelne

sole zahrnuji ty vytvofené s volnymi aminoskupinami, jako jsou
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ty ziskané pouzitim kyseliny chlorovodikové, fosforeéné,
octové, &tavelové, vinné, atd.. a ty vytvofené volnymi
karboxylovymi skupinami, jako Jjsou ty ziskané pouzZitim
hydroxidu sodného, draselného, amonného, vapenatého,
>elezitého, izopropylaminu, trietylaminu, 2-etylaminoetanolu,
histidinu, prokainu atd.. pP¥iklady vhodnych farmaceutickych
nosi&l se popisuji Vv publikaci ,Remington’s Pharmaceutical
Sciences“, E.W. Martin. Takové prostfedky budou obsahovat
terapeuticky ucinné mnorstvi latky, s vyhodou Vv gisté formée,
spolu s vhodnym mno¥stvim nosice tak, aby se pripravila vhodna
forma pro spravnou aplikaci pacientovi. vzhledem k prostfedku

by se m&l zvolit spravny zpusob aplikace.

Farmaceutické prostfedky upravené pro oralni aplikaci se
mohou vyskytovat ve form& kapsull nebo tablet, jako prasky
nebo granule, jako roztoky, syrupy nebo suspenze (jako vodné
nebo nevodné tekutiny), Jako poZivatelné pény a krémy nebo
jako emulze. Tablety nebo tvrdeé Selatinové kapsule mohou
obsahovat laktdzu, gkrob nebo jeho derivaty, stearat
hotednaty, sacharin, celuldézu, uhlicitan hotfe&naty, kyselinu
stearovou a Jjeji sole. M&kké Zelatinové kapsule mohou
obsahovat rostlinné oleje, vosky, tuky, semipevné nebo kapalné
polyoly atd.. Roztoky a syrupy mohou obsahovat vodu, polyoly a

cukry.

Aktivni ¢&inidlo urcené pro oradlni aplikaci muZe byt
potazeno nebo smichidno s materiélem, které odaluje rozpad
a/nebo absorpci aktivniho ¢inidla v gastrointestinélnim
systému (mbZe se napfiklad pouZzit glycerylmonostearét nebo
glyceryldistearat). Pak je  moZné doséhnout postupného
uvolfiovani po fadu hodin a jestlize Je to nezbytné, aktivni
¢inidlo se mbZe chranit, aby nedo3lo k jeho rozkladu
v 3aludku. Farmaceutické prostiedky vhodné pro orélni aplikaci

se mohou vytvorit tak, aby umoznily uvolnéni aktivniho cinidla
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v urditém misté gastrointestinalniho systému, coZ Je zpuasobeno

specifickym pH nebo enzymatickymi podminkami.

Farmaceutické prostfedky upravené pro transdermdlni
aplikaci se muze vyskytovat ve forme naplasti, které udrZzuji
primy kontakt s pokozkou recipienta po delsi dobu.
Farmaceutické prostfedky upravené pro povrchovou aplikaci
mohou byt ve formé masti, krém@i, suspenzi, omyvacich roztoku,
praski, roztoka, past, gely, spreijd, aerosoll nebo oleju.
V pripad& povrchové aplikace na kiZi, usta, o¢i nebo jinou
externi tkafdh je moiné s vyhodou pou?it povrchovou mast nebo
krém. PYi pfipravé masti se mohou aktivni sloZky pouZit spolu
s mastovym zékladem, kterym miZe byt parafin nebo mizZe byt
misitelny s vodou. V jiném pifipadé se aktivni slozka muzZe
pfipravit ve forme krému s bazi olej ve vodé nebo voda
v oleji. Farmaceutické prostredky upravené pro povrchovou
aplikaci do oci zahrnuji oéni kapky. V téchto prostfedcich se
mie aktivni slozka rozpustit nebo suspendovat ve vhodném
nosici, naptriklad ve vodném rozpoustédle. Farmaceutické
prostredky uparvené pro povrchovou aplikaci do ust zahrnuji

bonbony, pastilky a tstni vody.

Farmaceutické prostfedky upravené pro nasalni a pulmonarni
aplikaci mohou obsahovat pevné nosice, Jjako je prasek
(velikost <&&stic Jje s vyhodou 20 az 500 mikrént) . Prasek Je
mo¥né aplikovat S&hupanim, to znamena rychlym vdechnutim nosem
z nadobky, ktera obsahuje prasek a drzi se v blizkosti nosu.
V jiném pripadé prostfedky upravené pro nasalni aplikaci mohou
obsahovat kapalné nosice, napfiklad nosni spreje nebo kapky.
V jiném ptripadé se miZe provést vdechnutil primo do plic
hlubokou inhalaci nebo pomoci naustku savedené do orofarynxu.
Prostfedky pro aplikaci inhalaci se mohou aplikovat zvlasteé
upravenym za¥izenim, které  zahrnuje stlacdené  aerosoly,

rozprasovace, insuflatory, které se mohou zkonstruovat tak,
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aby poskytly pfedem stanovenou davku aktivni sloZky. Ve
vyhodném provedeni vynédlezu se farmaceutické prostfedky podle
vyndlezu aplikuji do nosni dutiny p¥imo nebo se aplikuji do
plic prostfrednictvim nosni dutiny nebo orofarynxu.
Farmaceutické prost¥edky upravené pro reaktalni aplikaci se
mohou pfipravit ve form& <cipkd nebo stfevniho néalevu.
Farmaceutické prostfedky upravené pro vagindlni aplikaci se
pripravuji ve form& pesardy, tamponti, kréma, geld, past, pén

nebo spreju.

Farmaceutické prostiedky upravené pro parenteralni
aplikaci zahrnuji vodné a nevodné sterilni roztoky a suspenze,
které Je moZné zavést injékci a které mohou obsahovat
antioxidanty, pufry, bakteriostatické &inidla a rozpousStédla,
kterd umoZfuji, aby prostfedek byl v podstaté& izotonicky
s krvi urc¢itého recipienta. Jiné slozky, které  takoveé
prostfedky mohou zahrnovat, Jsou napriklad voda, alkoholy,
polyoly, glycerin a rostlinné oleje. Prostfedky upravené pro
parenteralni aplikaci mohou byt pritomny v nédobce obsahujici
jednotkovou davku nebo vice davek, napfriklad v zatavenych
ampulich a zkumavkdch a mohou se uchovavat v lyofylizovaném
stavu. Pokud jsou prostfedky lyofilizovany, staci tésné pred
pouZitim pridat sterilni nosic, naptriklad sterilni
fyziologicky roztok. V Cas potteby je moZné pripravit roztoky
a suspenze vhodné pro zavedeni injekci pripravenych
se sterilnich praskd, granuli a tablet. V jednom provedeni
vynadlezu se popisuji autoinjektory, které obsahuji roztoky
erytropoetinu vhodné pro zavedeni injekci a které se mohou
pouzZit v ptripade kritickych situaci v ambulancich, ve
stanicich prvni pomoci a na bojistich a dokonce pri
autoaplikaci v domacich podminkéch, =zvlastée, kdyZz mtze dojit
K mo¥nosti traumatické amputace, Jjako napriklad pfi neopatrném
pouziti Zaciho stroje. Pravdépodobnost, Ze bunky a tkane

v poranéné noze nebo prstu pfezijl po opdtném prisiti se zvysi
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aplikaci erytropoetinu na n&kolik mist v poranéné ¢&asti, co
nejdfive je to mozné, dokonce jedté dfive nez dorazi na misto
Grazu léakfsky personal nebo nez poranény dorazi do mista

oSetreni.

Ve vyhodném provedeni vynalezu se prostfedek ptipravi
v souladu s rutinnimi postupy, Jako farmaceuticky prostredek
upraveny pro intravendzni aplikaci lidskym jedincim.
V typickém piipadée prostfedky vhodné pro intravenézni aplikaci
jsou roztoky ve sterilnim izotonickém vodném pufru. Kde je to
nezbytné, prostfedek mG%e zahrnovat rozpoudtéci <&inidlo a
lokalni anestetikum, jako je lidokain, aby se zmirnila bolest
v mist® aplikace injekce. V obecném pripadé se slozky mohou
aplikovat bud odd&len& nebo smichané ve form& jednotkové
davky, naptriklad, Jako suchy 1lyofilizovany praSek nebo
v bezvodém koncentratu v hermeticky uzaviené nadobce, Jjako jJe
ampule nebo sacek indikujici mnoZstvi aktivniho ¢inidla.

V ptipadé, Ze se prostfedek aplikuje infazi, miZe se rozdelit

do infaznich nadob obsahujicich sterilni vodu nebo
fyziologicky roztok odpovidajici farmaceutickeému stupni
Eistoty. V ptipadé, 5e se prostfedek aplikuje injekci,

pripravi se ampule sterilniho fyziologického roztoku tak, zZe

se sloZky mohou pred aplikaci smichat.

Sipky v obecném piipadé obsahuji aktivni slozZku Vv rozmezi
0,5 az 10 % (hmotnostni), pricemz orélni pripravky s vyhodou

obsahuji 10 az 95 % aktivni slozZky.

Prost¥edky urcené pro promyvaci roztoky, které nachézejl
uplatnéni p¥i pouziti lazni wurcenych pro transplantované
organy, v perfuzi in situ nebo pfi aplikaci do vaskularniho
systému darce organu dfive neZ dojde k odnéti organu. Takové
farmaceutickeé prostfedky mohou obsahovat mnozstvi

erytropoetinu nebo formy erytropoetinu nevhodné Ppro akutni
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nebo chronickou, lokadlni nebo systémovou aplikaci jedinci, ale
slouzi pro promyvani mrtvol, organt, jako perfuzat organt nebo
p¥i in situ promyvani orgéni, dfive nez dojde k Jjejich
odejmuti, nebo snizZeni mnozstvi v nich obsazeného
erytropoetinu dfive ney dojde k expozici nebo vraceni
o3ettfeného organu do regulérniho ob&hového systému.
Erytropietinem uréenym pro tento predmét vynalezu mbZe byt
libovolny erytropoetin, jako Jjsou pfirozené se vyskytujici
formy, Jjako Je lidsky erytropoetin nebo libovolné shora
popsané erytropoetiny, jako je asialoerytropoetin a

erytropoetiny upravené fenylglyoxalemn.

Vynalez déale popisuje farmaceuticky balicek nebo sadu
obsahujici jeden nebo vice nadob naplnénych jednou nebo vice
slosek farmaceutickych prostfedkd podle vyndlezu. V takovych
kontejnerech je pribalovy letak pfipraveny v1ladni agenturou
regulujici vyrobu, pouziti nebo  prodej farmaceutickych
prostfedkd nebo biologickych produktd, ktery reflektuje na
povoleni agentury vyrabé&t, pouZivat nebo prodavat uvedeny

vyrobek pro aplikaci ¢lovéku.

V jiném provedeni vyndlezu se muze erytropoetin napriklad
savést do systému s fizenym uvolfiovédnim. Polypeptid se mize
napriklad aplikovat pouzitim intravendzni infuze,
implantovatelnou osmotickou pumpou, transdermdlnimi naplastmi,
lipozomy nebo jinymi zpasoby aplikace. V jednom provedeni
vynadlezu Je moZné pouzit ¢erpadlo (popisuje se V publikaci
Langer, Sefton, 1987, CRC Cr it. Ref. Biomed. Eng. 14:201,
Buchwald et al., 1980, Surgery gg: 507, Saudek et al., 1989,
N. Engl. J. Med. 321:574). V jiném provedeni vynalezu Se€
sloucenina mbZe zavést Ve vezikuly, zv14sté v lipozomu
(popisuje se naptiklad v publikaci Langer, Science 249:1527-
1533 (1990), Treat et al., Liposomes 1in the Therapy of

Infectious Disease and Cancer, Lopez-Berestein and Fidler



(eds.), Liss, New York, pp. 353-365 (1989), v patentovém
dokumentu WO 91/04014, v patentovém dokumentu USA ¢. 4 704
355, v publikaci Lopez-Berestein and Fidler (eds.), ILiss, New
York, pp. 317-327 (1989)). V jiném provedeni vyndlezu se mohou
pouZit polymerni materialy (popisuje se v publikaci Medical
Applications of Controlled Release, Langer and Wise (eds.),
CRC Press: Boca Raton, Florida, 1974, Controlled Drug
Bioavailability, Drug Porduct Design and Performance, Smolen
and Ball (eds.), Wiley: New York (1984), Ranger and Peppas, J.
Macromol. Sci. Rev. Mecromol. Chem. 23: 61, 1953, a také Levy
et al., 1985, Science 22: 190, During et al., 1989, Ann.
Neurol. 25: 351, Howard et al., 1989, J. Neurosurg. 71:105).

V jiném provedeni vynélezu systém se ¥izenym uvolnovanim
se mtuse umistit do blizkosti 1léceného cile, to znamené cilové
pbutiky, tkan& nebo orgénu, <imZ Je nutnad pouze &ast systémove
davky (popisuje se napfiklad v publikaci Goodson, pp. 115-138,
Medical Applications of Controlled release, vol. 2, 1984).
Dalsi systémy s Fizenym uvoliovanim se popisujl v publikaci

Langer, 1990, Science 249:1527-1533.

V jiném provedeni vynalezu se mhZe spravn& pfipraveny
erytropoetin aplikovat nasalné, oralné, rektaln&, vaginalné

nebo sublinguélné.

Ve specifickém provedenl vynalezu miZe byt nutné aplikovat
erytropoetinové prostiedky podle vynalezu lokalneé do oblasti,
ktera pottebuje 1lécbu. Toho Je mo*né dosahnout napfriklad
lokalni infuzi b&hem chirurgickeého zadkroku, povrchovou
aplikaci, napfiklad v kombinaci s obvazovanim ran po operaci,
injekci, aplikaci pomoci katetru, tipky nebo implantaty,
pri¢emz uvedené implantaty Jsou porézni, neporézni nebo
Yelatinové materialy, které zahrnuji membrany, jako Jsou

silastické membrény nebo vlakna.
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Vyb&r vyhodné G&inné davky @ se stanovi na zakladeé
uvazovanych zavaznych faktoru, které odbornik zna. Takové
faktory zahrnuji urcitou formu erytropoetinu a jeho
farmakokinetické parametry, jako Jje biologicka dostupnost,
metabolizmus, polocas rozpadu, které se stanovi béhem
obvyklych postupl vyvoje a které se pouzivaji pri =ziskani
povoleni aplikace v pripadé farmaceutické latky. Dalsi faktory
ovliviiujici davku zahrnuji léceny stav nebo onemocnéni nebo
pozitivni ucinky, které se dosidhnou u normalniho Jjedince,
t&lesnad hmotnost pacienta, zpusob aplikace, zda aplikace Jje
akutni nebo chronickd, pruvodni medikace a jiné faktory, o
kterych je Znamo, Ze ovliviuji u¢innost aplikovanych
farmaceutickych &inidel. Na zékladé odhadu praktického lékate
a okolnostech ka?dého pacienta (napfiklad stav a status

imunitniho systému) by se m&la stanovit pfesna davka.

V jiném provedeni vynalezu se pfipravuje perflzat nebo
perfuzni roztok =ze ucelem promyvani a uchovavani organt
vhodnych pro transplantaci, perfuzni roztok zahrnujici
mnozZzstvi erytropoetinu u¢inného pro ochranu bunék
odpovidajicich na erytropoetin a asociovanych bunék, tkani
nebo organu. Transplantace zahrnuje xenotransplantaci, kde
organ (zahrnujici bunky, tk4dR nebo Jjiné <casti organu) se
ziskava z jednoho darce a transplantuje se do odlisného
prijemce, a autotransplantaci, kde se organ ziskal =z jedné
S4asti t&la a nahradi Jjinou c&éast téla. Tyto transplantace
zahrnuji chirurgické postupy, pfi kterych se muze orgéan
vyjmout z té&la, ex Vvivo resekovat, wupravit nebo Jjinak
manipulovat, Jjako Je napriklad odstranéni nadoru, a pak se
vrati na pavodni misto. V jednom provedeni vynalezu Je
promyvacim roztokem roztok vznikly v instituci University of
Wisconsin (UW) (popisuje se v patentovém dokumentu USA ¢&¢. 4

798 824). Uvedeny roztok obsahuje p¥ibliZne 1 az 25 U/ml
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erytropoetinu, 5 % hydroxyetylovy Skrob (ktery m& molekulovou
hmotnost pfibliZné& od 200 000 az 300 000 a v podstaté
neobsahuje etylenglykol, etylenchlorhydrin, chlorid sodny a
aceton), 25 mM KHyPOq, 3 mM glutathion, 5 mM adenozin, 10 mM
glukézu, 10 mM pufr HEPES, 5 mM glukonat hore&naty, 1,5 mM
CaCl,, 105 mM glukonat sodny, 200 000 jednotek penicilinu, 40
jednotek inzulinu, 16 mg dexametazonu, 12 mg fenolové Cerveni
a hodnota pH Jje 7,4 az 7,5 a osmolalita je pribliZné& 320
moOSm/1l. Roztok se pouziva k udrzeni kadaverdznich ledvin a
pankreasu prfed transplantaci. Za pouziti roztoku, se mizZe
ochrana prodlouzit na 30 hodinovy limit, ktery Je doporuceny
pro ochranu kadaverdzni ledviny. Tento urcity promyvaci roztok
slozi jako neomezujici pfiklad. Existuje Ffada takovych
roztoka, které se mohou upravit za u&elem popsaného pouziti
sadlenénim udinného mnoZstvi erytropoetinu. V jiném provedeni
vyndlezu promyvaci roztok obsahuje ptribliZzné 5 az 35 U/ml
erytropoetinu nebo pfiblizné 10 az 30 U/ml erytropoetinu. Jak
se uvadi shora v textu, pro ucely vynalezu je mozné pouZit

libovolnou formu erytropoetinu.

zatimco vyhodnym pEijemcem erytropoetinu pro ucely
vynadlezu Je cClovék, uvedené zpasoby 1lze aplikovat na jiné
savce, zvlasté domaci svitata, dobytek, domaci nilacky a
zvirata #ijici v zajeti. Vynalez v&ak neni limitujici a vyhody

je moZné aplikovat v pfipadé kazdého zvifete.

V daldim provedeni ex vivo vynalezu se popisuje libovolny
erytropoetin, jako je erytropoitin popsany shora v textu,
stejné  jako ptirozené erytropoetiny a Jjejich analogy,
napodobeniny erytropoetinu a fragment erytropoetinu, hybridni
molekuly erytropoetinu, molekula vazajici se na receptor
erytropoetinu, agonisté erytropoetinu, renalni erytropoetin,
mozkovy erytropoetin, jeho oligomér, jeho multimér, Jjeho

mutein, jeho obdoba, jeho ptrirozené se vyskytujici forma, jeho
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synteticka forma, Jjeho rekombinantni forma, jeho glykosylacni

varianta, jeho deglykosyla&ni varianta nebo jeho kombinace.

Vynédlez popisuje zpisoby a prostredky pro zesileni
>ivotaschopnosti bun&k, tkani nebo organfi, které nejsou
izolovany od vaskuldrniho systému endotelidlni  bunécnou
bariérou. Tyto zpasoby se provadéji vystavenim bunék, tkané
nebo organd primo farmaceutickému prostfedku, ktery obsahuje
erytropoetin nebo aplikaci nebo kontaktem farmaceutického
prosttedku obsahujiciho erytropoetin s vaskularnim systémem
tkan& nebo organu. Zesilend aktivita bunék odpovidajicich na
erytropoetin u 1lécené tkan& nebo organu je odpovédna za

dosaZené pozitivni ucinky.

Jak se popisuje shora v textu, vynalez je zaloZen z Casti
na objevu, e molekuly erytropoetinu se mohou pfenaset
z lumin&lniho povrchu na povrch bazalni membrany
endotelidlnich bunék kapilar organui s pevnym spojenim
endotelialnich buné&k zahrnujici napfiklad mozek, sitnice a
varlata. Bunky odpovidajici na erytropoetin vyskytujici se
v bariéfe jsou cile pro pozitivni acinky erytropoetinu a jiné
bun&&né typy nebo tkané nebo organy, které obsahuji a zavisi
scela nebo &astedné na bunkdch odpovidajicich na erytropoetin,
jsou cile pro metody podle vynalezu. Po transcytdze
erytropoetinu mtze erytropoetin reagovat s receptorem
erytropoetinu na bunce odpovidajici na erytropoetin, coZ Je
napfiklad na neuronove, retinalni, svalové, srdecni, plicni,
jaterni, ledvinové bufice, bufice nadledvinové kury, bunky
tenkého streva, dfen& nadledvin, bunék endotelia kapilar,
buné&k varlat, bunék vaje&nikl, nebo endometridlnich bunék.
Navazani receptoru miZe iniciovat kaskadu signalni transdukce,
kterd vede k aktivacl programu exprese genu Vv bunikdch nebo
tkanich odpovidajicich na erytropoetin pred poskozenim, kkteré
je zplsobeno toxiny, chemoterapeutickymi ¢inidly, radiacni

terapii, hypoxii atd.. Metody ochrany tkan& odpovidajici na
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erytropoetin pfed zranénim nebo hypoxickym stresem a zesileni

funkce takové tkan& se popisuje dale v textu.

V jednom provedeni vynalezu se pacient, kterym je savec,
podrobil systémoveé chemoterapii v pripadé lécby zhoubného
bujeni zahrnujici radioterapii, kterd v bé&iném pripade
vykazuje nezédoucl u&inky, Jako Je poskozeni nervia, plic,
srdce, vaje&nikld  nebo varlat. Aplikace farmaceutického
prostredku obsahujici erytropoetin, jak se popisuje shora
v textu, se provadi pfed a b&hem chemoterapie a/nebo
radioterapie, aby se ochranily razné tkane a organy pred
podkozenim chemoterapeutickym cinidlem, jako Jje ochrana
varlat. Lédba muZe pokracovat az do okam?iku, kdy mnoZstvi
chemoterapeutického <¢inidla klesne pod hodnotu, které znamena

potencionalni nebezpeci pro teélo savce.

V jiném provedeni vynalezu se plénuje, Ze je moZné ziskat
riizné organy PpIro transplantaci pro fadu prijemca z obéti
automobilovych nehod, pticemz nékteré z nich vyzaduji
transport na dlouhé vzdalenosti a dlouhou dobu. Dfive nez
dojde k odebrani organu, obéti se aplikuje infaze
s farmaceutickym prostfedkem, ktery obsahuje erytropoetin.
Odebrané organy urcené pro pfepravu se macely V¥ lazni
s promyvacim roztokem obsahujicim erytropoetin a uchovavaly se
v lazni obsahujici erytropoetin. Jisté organy se neprerusované
omyvaly za pouzitil pulzniho perfuzniho zafizeni, které vyuziva
perfuzat obsahujici erytropoetin v souladu s vynadlezem. Béhem
transportu dochazil k minimalni degeneraci  funkce a pri

implantaci se provadi opétna perfuze organl in situ.

V jiném provedeni vynalezu chirurgicky zakrok provadéjici
upravu srdecni chlopn& vyZadoval doZasnou kardioplegii a
arterialni okluzi. Pred zdkrokem se pacientovi aplikovala

infaze s 500 Jjednotkami erytropoetinu na jeden kilogram
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t&lesné hmotnosti. Takova 1écba predchéazi hypoxickeému

ischemickému buné&&nému podkozeni, zv145té po perfuzi.

V jiném provedenil vynalezu p¥i libovolném chirurgickém
zakroku, Jjako Je kardiopulmonarni bypass, je mozné pouzit
pfirozené se vyskytujici erytropoetin nebo libovolny
erytropoetin podle vynadlezu. V jednom provedeni vynalezu se
provedla pred, p&hem a po provedenl bypasu aplikace
farmaceutického prost¥edku obsahujiciho erytropoetin za ucCelem

chranit funkci mozku, srdce a jinych organu.

vV nasledujicich pifikladech, kde se erytropoetin podle
vynalezu zahrnujici ptirozené se vyskytujici erytropoetin
pouzivad pIii ex vivo aplikacich nebo pri oZetfeni bunék
odpovidajicich na erytropoetin, jako Je neuronova tkan,
retinalni tkan, srdecni, plicni, jaterni, ledvinové bunky nebo
tkané& a buiiky nebo tkan& tenkého st¥eva, kury nadledvinek,
dfené nadledvin, endotelia kapilédr, varlat, vajeénikl nebo
endometrickych bunék nebo tkane. Vynalez popisuje
farmaceuticky prostfedek ve form& jednotkové davky upravene
pro ochranu nebo zesileni bunék, tkéni nebo organu
odpovidajicich na erytropoetin oddélenych od vaskularniho
systému, ktery obsahuje v jednotkové davce u&inné netoxické
mnoistvi v rozmezi 50 000 az 500 000 jednotek, 60 000 az 500
000 jednotek, 70 000 az 500 000 jednotek, 80 000 az 500 000
jednotek, 90 000 az 500 000 Jjednotek, 100 000 a 500 000
jednotek, 150 000 azZ 500 000 Jjednotek, 200 000 az 500 000
jednotek, 250 00 az 500 000 Jjednotek, 300 000 az 500 000
jednotek, 350 000 as 500 000 jednotek, 400 000 az 500 000
jednotek nebo 450 000 az 500 000 Jjednotek erytropoetinu,

NI

modulator aktivity erytropoetinového receptoru nebo modulator
receptoru aktivovaného erytropoetinem a farmaceuticky
pf¥ijatelny nosic. Ve vyhodném provedeni vynalezu ucinné

netoxické provedeni vynadlezu Jje Vv rozmezi 50 000 az 500 000
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jednotek. Ve vyhodném provedeni vynalezu erytropoetin ve shora

popsaném provedeni vynalezu neni erytropoieticky.

Ukazalo se, Ze aplikace erytropoetinu obnovuje kognitivni
funkci u zvirat, ktera prodélala trauma mozku. KdyZi se
aplikace erytropoetinu zpozdila o 5 az 30 dni, erytropoetin
byl stale schopen obnovit funkci ve srovnéani se fiktivné
ofettenymi zviraty, co? indikuje schopnost erytropoetinu
regenerovat nebo obnovit aktivitu mozku. Vynalez se také
popisuje pouziti erytropoetinu pfl priprave farmaceutického
prost¥edku p¥fi 1é6¢b& mozkového traumatu a jinych kognitivnich
dysfunkci, kterd zahrnuji 1lécbu po poranéni (napriklad tri
dni, pét dni, tyden, mdsic nebo déle). Vynalez také popisuje
zpusob  1éCby kognitivni dysfunkce po poranéni aplikaci
a¢inného mnozstvi erytropoetinu. Vyndlez popisuje pouziti

1ibovolného zde popsaného erytropoetinu.

Vynalez dale popisuje pouziti libovolného z erytropoetinﬁ
pro pfipravu farmaceutického prostfedku pro obnoveni poruchy
funkce tkéané&, tkané& nebo orgénu, kde lécbu je moZneé zacit po
po&atecnim inzultu, ktery odpovida za poruchu funkce. Lécba
pouzitim erytropoetind podle vynadlezu muze probihat v prubehu
onemocnéni nebo stavu behem akutni faze stejné jako chronické

faze.

V pripadée, Ze erytropoetin podle vynalezu ma
erytropoietickou aktivitu, pak ve vyhodném provedeni vynalezu
se mbZe erytropoetin aplikovat systémove, pric¢emZz davka se
pohybuje pfiblizné mezi 300 a 10 000 Jjednotkami na jeden
kilogram télesné hmotnosti, s vyhodou priblizné 500 az 5 000
jednotek na jeden kilogram té&lesné hmotnosti, vyhodnéji
priblizné 1 000 jednotek na Jjeden kilogram té&lesné hmotnosti.
Tato u&inna davka by mela byt dostateéna Kk dosaZeni
koncentrace erytropoetinu v séru vy33i nei priblizne 10 000,

15 000 nebo 20 000 mU/ml. Uvedeného mnoZstvi erytropoetinu
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v séru je mozné dosahnout pr¥iblizné 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9
nebo 10 hodin po aplikaci. Je-1i to nezbytné, jJe mozZné
aplikaci opakovat. Aplikaci Jje moiZné denn& opakovat, pokud je
to =z klinického hlediska nutné, nebo se opakuje ve vhodném
tasovém intervalu, napfiklad kazdych 1 az 12 tydna, s vyhodou
xasdé 1 aZ 3 tydny. V jednom provedeni vynalezu se ucinné
mnoistvi erytropoetinu a farmaceuticky prijatelny nosi¢ muze
sbalit do zkumavky nebo jiné nadoby obsahujici jedinou davku.
V jiném provedeni vynalezu erytropoetin pouzitelny Ppro tyto
zde popsané ucely neni erytropoieticky, co? znamena, ze Je
schopen vyvinout zde popsané aktivity, ale neni schopen zvysit
koncentraci hemoglobinu nebo hematokrit. Takova
neerytropoetickd forma erytropoetinu je vyhodna napfiklad tam,
kde se metody podle vynalezu pudou aplikvat trvale. V jiném
provedeni vynalezu se erytropoetin podava v davce, kterda Je
vys8i nez davka nezbytnd pro maximalni stimulaci erytropoiezy.
Jak se uvadi shora v textu, neni nutné, aby erytropoetin podle
vynalezu vykazoval erytropietickou aktivitu, a proto shora
v textu uvedené davky vyjadfené v hematopoietickych jednotkach
jsou pouze ptriklady pro erytropoetiny, které vyjadiujil
erytropoietickou aktivitu. Shora v textu se uvadéji moléarni
ekvivalenty déavek, které je mozné aplikovat pro libovolny

erytropoetin.

Vyndlez déale popisuje zpusob umoziujici transport molekuly
endotelialni buné&nou bariérou u savce aplikaci prostfedku,
ktery obsahuje urcitou molekulu ve spojenl s erytropoetinemn,
jak se popisuje shora v textu. Pevna spojeni mezi
endotelialnimi bunkami v jistych organech v t&le tvori barieru
pro vstup Jjistych molekul. V ptipadé 1écby raznych stavuy,
které se tykaji organu odd&leného uvedenou bariérou, jsou
nutné metody umoziiujici pruachod farmaceutickych ¢inidel.
Erytropoetin podle vyndlezu Jje moZné pouzit Jjako nosic pro
zavedeni jinych molekul pres hematoencefalickou bariéru a jiné

podobné bariery. pripravil se prostredek obsahujici molekulu,
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kterd m& prekonat bariéru, a erytropoetin a periferni aplikace
prostfedku vede k transcytoze prostredku skrz bariéru. Spojeni
molekuly transportované pres pariéru s erytropoetinem miZe byt
labilni kovalentni vazba, pficdemz molekula se PO priachodu
pariérou uvolni ze spojenl s erytropoetinem. V ptripadé, ze
pozadovana farmakologickd aktivita molekuly je =zachovana nebo
neni ovlivnéna spojenim s erytropoetinemn, pak Je mozné

aplikovat pfimo uvedeny komplex.

Odbornik zné ruzné zpusoby spojeni molekul
s erytropoetinem podle vynadlezu a s jinymi &inidly popsanymi
shora v textu. Jsou to kovalentni a nekovalentni vazby a jiné
zpasoby spojeni. V experimentalnim systemu je mozné snadno
zhodnotit uc¢innost prostredku. Spojeni molekul
s eryropoietinem Jje mo¥né dosahnout libovolnym poctem zpusobt,
které zahrnuji labilni, kovalentni vazbu, Fetézenil atd.. Mohou
se také uplatnit interakce piotin/avidin. Jak se popisuje
shora v textu, hybridni molekula se mize pripravit rekombinaci
nebo syntézou. Molekula maZe zahrnovat oblast molekuly
s poZadovanou farmakologickou aktivitou a oblast odpovédnou za

gpravu aktivity receptoru erytropoetinu.

Molekula se miZe konjugovat s erytropoetinem
prostfednictvim polyfunkéni molekuly, to je polyfunkéni
fetdzici ¢&inidlo. Termin ,polyfunkéni molekula“ zahrnuje

molekuly obsahujici jednu funkéni skupinu, kterd muZe postupné
reagovat vice Jjak jednou, Jjako Je formaldehyd, stejn& Jako
molekuly s vice Jak jednou  reaktivni skupinou. Termin
,reaktivni skupina® znamena funk&ni skupinu na fetézicim
¢inidle, ktera reaguje s funkéni skupinou na molekule
(naptiklad peptid, protein, sacharid, nukleova kyselina,
,v145t& hormon, antibiotika nebo ¢&inidlo pusobici proti
zhoubnému bujeni, které se transportuje skrz endotelidlni
bun&cnou bariéru) tak, Ze vznika kovalentni vazba mezi

Yet&zicim cinidlem a uvedenou molekulou. Termin ,funkéni
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skupina“ si ponechava standardni vyznam v oboru organickeé
chemie. Polyfunkéni molekuly, které se mohou pouzit, Jsou

s vyhodou biologicky kompatibilni linkery, to znamena, ze Jsou
nekarcinogenni, netoxické a v podstaté neimunogenni in Vivo.
Polyfunkéni FYet&zici &inidla, jako jsou ty sndmé v oboru a zde
popsané, se mohou snadno testovat na svitecich modelech, aby
se stanovila Jjejich biologickéd kompatibilita. Polyfunkéni
molekula je s vyhodou bifunkéni. Termin ,bifunkéni molekula®™
znamend& molekulu se dvémi reak&nimi skupinami. Bifunkéni
molekulou maze byt heterobifunkéni nebo homobifunkéni
molekula. Heterobifunkéni fetdzici ¢inidlo umoZiiuje vektorove
spojeni. V pfipadé polyfunkéni molekuly je zvlaste vyhodné byt
dostate&n& rozpustny Ve vod&, protoze ve vodnych roztocich
dochazi k Petézicim reakcim. Vodné rozotoky maji pH 6 az 8 a
vysledné konjugaty zstavaji ve vodé rozpustné za ucelem
4&¢inn&jsi bio-distribuce. vV  typickém pifipadé se polyfunkéni
molekula kovalentné& vaze s aminoskupinou nebo sulfylhydrylovou
funk&ni skupinou. Polyfunkéni molekuly viak reaguji s jinymi
funk&nimi skupinami, Jako jsou karboxylové kyseliny nebo
hydroxylove skupiny. Homobifunk&ni molekuly maji alespon dvé
reaktivni funkéni skupiny, které Jsou stejné. Reaktivni
funkéni skupiny na homobifunk&ni molekuly zahrnuji napfiklad
aldyhydové skupiny a aktivni esterové skupiny. Homobifunkéni
molekuly vykazujici aldehydové skupiny zahrnuji naptriklad
glutaraldehyd a subaraldehyd. PouZitil glutaraldehydu jako
fet&ziciho <¢inidla se popisuje Vv publikaci poznansky et al.,
Science 223, 1304-1306 (1984). Homobifunk&ni molekuly, které
maji alesponn dvé aktivni esterové Jjednotky zahrnujil estery
dikarboxylovych kyselin a N-hydroxysukcinimid. N&které
priklady takovych N-sukcinimidylesteru zahrnuji
disukcinimidylsuberat a dithio—bis—(sukcinimidylpropionét) a
jejich rozpustnou pis-sulfonovou kyselinu a bis-sulfonatove

sole, jako  Jsou jejich sodné a draselné sole. Tato
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homobifunk&ni ¢&inidla jsou dostupnd u firmy Pierce, Rockford,

Illinois.

Hetercobifunkéni molekuly maji alespon dvé odlisné
reaktivni skupiny. Reaktivni skupiny reagujli s odlidnymi
funkénimi skupinami, které se napf¥iklad nachéazeji na
erytropoetinu a molekule. Tyto dvé razné funkéni skupiny,
které reaguji s reaktivni skupinou na heterobifunkénim
fet&zicim ¢&inidle Jsou obvykle aminoskupiny, napfiklad e-
aminoskupina lyzinu, sulfyhydrylova skupina, naptiklad
thiclovad skupina cysteinu, karboxylovd kyselina, napriiklad
karboxyldt na kyselin& aspardgové nebo hydroxylové skupina,

napfiklad hydroxylova skupna na serinu.

Rizné molekuly erytropoetinu samozfejmé& nemusi mit vhodné
reaktivni skupiny dostupné pro pouZiti s jistym Yetézicim
Einidlem, av3ak odbornikovi ije =zfejmé, Ze volba Ffetéziciho
¢inidla Jje =zaloZena na dostupnych skupinadch vhodnych pro

Yeté&zeni erytropoetinu podle vynalezu.

KdyZ reaktivni skupina heterobifunkéni molekuly tvori
kovalentni vazbu s aminokyselinovou skupinou, pak kovalentni
vazbou bude obvykle amidovd nebo imidovad vazba. Reaktivni
skupina, kterda tvofri kovalentni vazbu s aminoskupinou, miuze
byt napriklad aktivovana karboxylatovou skupinou,
halokarbonylovou skupinou nebo esterovou skupinou. Vyhodna
halokarbonylova skupina je chlorokarbonylova skupina.
Esterovymi skupinami Jjsou s vyhodou reaktivni esterové
skupiny, jako je napriklad N-hydroxysukcinimidesterova

skupina.

Jinou funk&ni skupinou je v typickém pfipadé bud thiolova
skupina, skupina schopnd se pfeménit na thiolovou skupinu nebo
skupina, kterd tvori kovalentni vazbu s thiclovou skupinou.
Kovalentni vazbou bude obvykle thioeterovd nebo disulfidova

vazba. Reaktivni  skupinou, kterd tvori kovalentni vazbu
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s thiolovou skupinou mlZe napfiklad byt dvoind vazba, kterd
reaguje s thiolovymi skupinami nebo aktivovanym disulfidem.
Reaktivni skupina obsahujici dvojnou vazbu schopnou reagovat
s thiolovou skupinou Jje maleimidové skupina, ackoliv 3Jjiné

skupiny, Jjako dje akrylnitrilovéd, jsou také moZné. Reaktivni

disulfidovou skupinou maze napfiklad byt 2~
pyridyldithioskupina nebo skupina 5,5 -disthio-bis~- (2~
nitrobenzoova kyselina). Nékteré pt¥iklady hetercbifunk&nich

¢inidel obsahujici reaktivni disulfidové wvazby zahrnuji N-
sukcinimidyl-3-(2~pyridyldithio)propionat (popisuje se
v publikaci Carlsson, et al., 1978, Biochem J., 173:723-737),
S~4-sukcinimidyloxykarbonyl-alfa-metylbenzylthiosulfdt sodny a
4-sukcinimidyloxykarbonyl-alfa-metyl-(2-pyridyldithio)toluen.

Vyhodny je N-sukcinimidyl-3-(2-pyridyldithio)propiondt.
Nékteré ptiklady heterobifunkénich ¢inidel obsahujici
reaktivnli skupiny vykazujici dvojnou vazbu a reagujici
s thiolovou skupinou zahrnuji sukcinimidyl-4~ (N~
maleimidometyl)cyklohexan-1l-karboxylat a sukcinimidyl-m-
maleimidobenzoat.

Jiné heterobifunkcni molekuly =zahrnuji sukcinimidyl-3-~
(maleimido)propiondt, sulfosukcinimidyl-4- (p-maleimidofe~
nyl)butyrat, sulfosukcinimidyl-4-(N-maleimidometylcyklohexan)-
l-karboxylat, maleimidobenzoyl-N-hydroxysukcinimidester.
Vyhodnd Jje sodiumsulfondtova sl sukcinimidyl-m-maleimido-
benzodtu. Rada ze shora v textu popsanych heterobifunkénich
¢inidel a jejich sulfondtovych soli je mozZné ziskat u firmy

Pierce Chemical Co., Rockford, Illinois, USA.

Pro odbcrnika je snadné zjistit, zda je nutné, aby shora
popsané konjugaty byly vratné nebo nestabilni. U konjugdtu Je
moZzné snadno tetsovat in vitro p¥itomnost erytropoetinu a
pozadovanou farmakologickou aktivitu. JestlizZe konjugéat
vykazuje obé& vlastnosti, jeho vhodnost se testuje in vivo.

JestliZe konjugovand molekula musi byt od erytropoetinu
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oddélena, aby vykézala poZadovanou aktivitu, je  vyvhodné

nestabilni wvazba nebo reverzibilnl spojeni s erytropoetinem.

Dfive nez dojde k testovdni in vivo, mohou se testovat

charakteristiky lability za pouZiti standardd in vitro.

Dal3i informace, které se tykaji prfipravy a pouZiti
uvedenych stejné& jako dalsich polyfunkénich ¢&inidel, je moZné
ziskat v nasledujicich publikacich nebo v jiném dostupném

stavu techniky:

Cumber, J.A. et al., 1985, Methods in Enzymology 112:207-224.
Jue, R. et al,, 1978, Biochem 17:5399-5405.
Sun, T.T. et al., 1974, Biochem. 13:2334-2340.

lattler, W.A. et al,, 1983, Bicchem. 24:1517-152.

Liu, F.T. et al., 1979, Biochem. 18:690-697.

Youle, R.J. and Neville, D.M. Jr., 1980, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 77:5483-5486.
Lemer, R.A. et al., 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 78:3403-3407. |
Jung, S.M. and Moroi, M., 1983, Biochem. Biophys. Acta 761:162.

Caulfield, M.P. et al., 1984, Biochem. 81:7772-7776.

Staros, J.V., 1982, Biochem. 21:3950-3955.

Yoshitake, S. et al., 1979, Eur. J. Biochem. 101:395-399.

Yoshitake, S. et al., 1982, J. Biochem. 92:1413-1424.

Piich, P.F. and Czech, M.P., 1979, J. Biol. Chem. 254:3375-3381.

Novick, D. et al., 1987, I. Biol. Chem. 262:8433-8487.

Lomant, A.J. and Fairbanks, G., 1976, J. Mol. Biol. 104:243-261.

Hamada, H. and Tsuruo, T., 1987, Anal. Biochem. 160:483-488.

Hashida, S. et al., 1984, J. Applied Biochen. 6:56-63.
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Ddle metody Fetézeni se popisuji v publikaci Means and

Feeney, 1990, Bioconjugate Chem. 1:2-12.

Bariéry, které je moZné pfekonat pouZitim shora v textu
popsanych metod a prostfedkd podle vynalezu, zahrnuji
hematoencefalickou bariéru, bariéru krev-odi, krev-varlata,

krev-vajecniky a krev-déloha.

Kandidati molekul vhodné pro transport p¥es endotelidlni
buné&&nou bariéru zahrnuji napfiklad hormony, Jako Jje rlstovy
hormon, neurotrofické faktory, antibiotika nebo antifungicidni
¢inidla, Jjako jsou ty vyluCovand v mozku a Jjinych organech
oddélenych bariérou, peptidové radiofarmaceutické prostifedky,
protilatky proti biologicky aktivnim <&inidlém, farmaceutické
prost¥edky a ¢inidla plsobici proti zhoubnému bujeni. Priklady
takovych molekul =zahrnuji rastovy hormon, nervovy rlstovy
faktor (NGF), neurotroficky faktor =ziskany =z mozku (BDNF),
ciliarni neurotroficky faktor (CNTF), rastovy faktor bazalnich
fibroblastd (bFGF), transformaéni rlstovy faktor (1 (TGER1l),
transformacéni rlGstovy faktor B2 (TGFR2), transformadni rhstovy
faktor B3 (TGFB3), interleuikin 1, interleukin 2, interleukin
3 a interleukin 6, AZT, protildtky proti faktoru
nekrotizujicimu néddor a imunosupresivni <¢inidla, Jjako Jje

cyklosporin.

Vynédlez d&le popisuje prostfedek obsahujici molekulu,
ktera se prenese prostfednictvim transcytdzy bariérou pevného
spojeni endotelidlnich bunék, a erytropoetin, jak se popisuje
shora v textu. Vynadlez dale popisuje pouZiti konjugatu mezi
molekulou a erytropoetinem, jak se popisuje shora v textu, prfi
pripravé farmaceutického prostfedku pro zavedeni molekuly skrz

bariéru, jak se popisuje shora v textu.

P¥ehled obradzkl na vykrese
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Obr. 1 znazorfuje translokaci parenterdalné& aplikovaného

erytropoetinu do mozkomisniho moku.

Obr. 2 znazortfiuje ochranu myokardia pfed ischemickym

podkozenim erytropoetinem po doCasné vaskuldrni okluzi.

Obr. 3 zobrazuje udrZovéni funkce srdce pripraveného pro

transplantaci pomoci erytropoetinu.

Na Obr. 4 se porovnavad Gfinnost erytropoetinu @ a
asialoerytropoetinu na Zivotaschopnost bunék P19, které trpi

nedostatkem séra, in vitro.

Na Obr. 5 je zobrazen 7jiny experiment, ktery porovnava
ac¢innost erytropoetinu a asialoerytropoetinu na
Zivotaschopnost bunék P19, které trpi nedostatkem séra, 1in

vitro.

Na Obr. 6 se porovnava ulinnost erytropoetinu a
erytropoetinu upraveného fenylglyoxalem na Zivotaschopnost

bunék P19, které trpil nedostatkem séra, in vitro.

Obr. 7 zobrazuje ochranu erytropoetinem a
asialoerytropoetinem v krysim modelu fokalni cerebralni

ischemie.

Obr. 8 zobrazuje odezvu na davku porovnavajilci uc¢innost
lidského erytropoetinu a lidského asialoerytropoetinu pri

st¥edni okluzi cerebridlni arterie v modelu ischemické mrtvice.

Obr. 9 =zobrazuje U¢inek biotinylovaného erytropoetinu a

asialoerytropoetinu v testu s bunkami P19.
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Obr. 10 zobrazuje aktivitu Jjodovaného erytropoetinu

v testu s bunkami P19.

Obr. 11 zobrazuje ucinky 1é&by erytropoetinem v krysim

modelu zeleného oc¢niho zdkalu.

Obr. 12 zobrazuje rozsah ochrany retindlni  funkce

erytropoetinu v krysim modelu zeleného oc¢niho zdkalu.

Obr. 13 zobrazuje obnoveni kognitivni funkce po podkozeni
mozku aplikaci erytropoetinu, kterd zacinéd pét dni ©po

poskozeni.
Obr. 14 zobrazuje obnoveni kognitivni funkce po po3kozeni
mozku aplikaci erytropoetinu, kterd zac¢ina 30 dni po

poskozeni.

Obr. 15 zobrazuje uc¢innost 1lidského asialoerytropoetinu

v kalnitovém modelu cerebralni toxicity.

Priklady provedeni vyndlezu

Pfiklad 1: Erytropoetin prochazi hematoencefalickou bariérou

Provedla se narkdza dosp&lych samcl krys Sprague-Dawley a
intraperitonedlné se aplikoval rekombinantni lidsky
erytropoetin. Ve 30 minutovych intervalech aZ po dobu 3 hodin
se odebiral z mista cisterna magna mozkomisni mok @ a
koncentrace erytropoetinu se stanovila za pouziti citlivého a
specifického testu ELISA. Jak je zobrazeno na Obr. 1 bazalni
koncentrace erytropoetinu v CSF je 8 mU/ml. Po nékolika
hodindch mnoZstvi erytropoetinu zji3téné v CSF zacina rust a
po 2,5 hodindch a déle se podstatné 1i8i od bazalni

koncentrace, ptridemZz hodnota p je men3i neZi (,01. Maximalni
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hodnota pfibliZné 100 mU/ml Jje v rozmezi, které vykazuje
ochranné u&inky in vitro (0,1 aZ 100 mU/ml). Cas odpovidajici
maximédlni hodnoté odpovidéd 3,5 hodindm, coZ je podstatné delsi
Cas ve srovnani maximilni hodnotou v séru (méné nez 1 hodina).
Vysledky uvedeného experimentu ukazujil, Ze podstatné mnozZstvi
erytropoetinu se miZe dostat pfes pevnd bunécna spojeni
jednorédzovou parenterdlni aplikaci erytropoetinu ve vhodnych

koncentracich.

Priklad 2: UdrzZovéni funkce srdce pfipraveného pro

transplantaci

Krysim samctm Wistar, JjejichZ té&lesnd hmotnost je 300 aZ
330 g, se 24 hodin pred odstranénim srdce za U(celem studie ex
vivo aplikoval erytropoetin (500 Jjednotek na Jjeden kilogram
té&lesné hmotnosti) nebo pomocnd létka. Postupovalo se podle
protokolu popsaného v publikaci Delcayre et al., 1992, Amer.
J. Physiol. 263:H1537-45. Zvirata se usmrtila
s pentobarbitalem (0,3 ml) a intravenézné se aplikoval heparin
(0,2 ml). Srdce se na zacCatku nechaly uvést do rovnovahy po
dobu 15 minut. Levy ventrikuldrni balon se pak nafoukl na
objem, pfiCemZz tlak na konci diastoly je 8 mm rtutového
sloupce. Krivka zavislosti tlaku v levé komofe na objemu se
zkonstruovala postupnym nafukovdnim objemu balonu v krocich
0,02 ml. Nulovy objem se definoval jako bod, ve kterém tlak na
konci diastoly levé komory je roven nule. Pfi dokonceni krivky
tlak-objem se balon leve komory vypustil, aby se tlak na konci
diastoly upravil zpét na hodnotu 8 mm rtutového sloupce a po
kontrole korkondrniho prlOtoku pokracuje kontrola po dal$ich 15
minut. Pak se srdce zastavi 50 ml pripravku Celsior plus
molekula a nechd se leZet p¥i teploté 4 °C za tlaku 60 cm
vodniho sloupce. Srdce se pak odstrani a uchovava se po dobu 5
hodin pfi teploté 4 °C v plastové nédobé& naplnéné stejnym

roztokem a obklopené drcenym ledem. Pak se srdce pfenese do
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Langendorfova pfistroje. Katetr balénu se zavedl do leve
komory a znovu se nafoukl na stejny objem Jako Dbéhem
preischemického obdobi. Srdce ije opét perfundovédno po dobu
alesponl 2 hodiny p¥i teploté& 37 °C. Perfuzni tlak je nastaven
na hodnotu 50 cm vodniho sloupce po dobu 15 minut béhem
pritoku a pak po dobu dal3ich 2 hodin se hodnota tlaku
upravuije Zpet na hodnotu 100 cm vodniho sloupce.
Kardiostimulator se znovu nastavil na hodnotu 320 uderd za
minutu. Izovolumetrické métreni kontrakénich indexu a
diastolického tlaku se provadi vidy t#ikrat v 25, 45, 60, 120
minutadch promyvani. V téchto c¢asovych bodech se se vynesou
kfivky tlak-objem a shromdzZdi se kornondrni efluent béhem 45
minut promyvani, prifemZz se mé&ri Gnik kreatinové kinazy.
Porovndvaiji se dvé& testované skupina za pouziti neparovaného
t-testu, linearni regrese vyuzZivajici hodnot tlaku na konci
diastoly se pouZivd k navrzZeni k¥ivek kompliance. Jak je
zobrazeno na obrazku &. 2, oSetfenim erytropoetinem se doséhlo
podstatné zlep3eni tlaku v lové komoF¥e stejné jako se zlepsila
kfivka tlak-objem, sniZil se 1levy diastolicky ventrikuldrni

tlak a snizil se Unik kreatinové kinazy.

Pfiklad  3: Erytropoetin  chréni srdedni svalovinu pred

ischemickym poranénim

Dospé&lym samclm krys se aplikoval rekombinantni lidsky
erytropoetin (5 000 Jjednotek na Jjeden kilogram té&lesné
hmotnosti), pfrifemZz 24 pred tim se provedla anesteze a zvifata
se pripravila na okluzi korondrni arterie. Dal3i davka
erytropoetinu se aplikovala na =zacCadtku postupu a levéd hlavni
korondrni arterie se uzaviela po dobu 30 minut a pak se opét
uvolnila. Po ofetfeni se aplikuje denn& stejnd davka
erytropoetinu po dobu jednoho tydne. U zvifat se pak studovala
funkce srdce. Jak je zobrazeno na obrazku ¢&. 3, zvirata,

kterym se aplikovala injekce pouze =z fyziologickym roztokem
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vykazuji vysoké zvy3eni tlaku na konci levé diastoly,coZ
ukazuje vedle infarktu myokardu na sekundarni dilatované
strnuti srdce. Naopak zvirata, kterym se aplikoval
erytropoetin, nevykazuji ve srovnani s kontrolnimi zvifaty
sniZenou funkci srdce (rozdil je podstatny, hodnota p je nizZsi

nez 0,001).

Priklad 4: Molekuly erytropoetinu

Prirozeny erytropoetin se muZe upravit tak, Ze Jeho
aktivity vyhovuji specifické tké&ni nebo tkdnim. MaZe se
provést velké mnozZstvi neomezujicich strategii =za Ucelem
dosaZzeni pozZzadované tkanové specifity. Tyto strategie zahrnuji
Upravy, které odstratuji nebo upravuji glykosyladéni ¢&ésti,
pfiCemZ erytropoieitn =zahrnuje tf¥i N-spojené a Jjednu O-
spojenou glykosylacni Cast. Takové varianty glykosylovaného
erytropoetinu se produkuji fadou zpusobl. Napriklad kyseliny
sialové, které ukonCuji konec cukernych fetézcu se mohou
odstranit specifickymi sialiddzami v za&vislosti na chemické
vazbé spojujici kyselinu sialovou s cukernym Feté&zcem. V jiném
prfipadé glykosylovand struktura muZe byt rozebrdna ruznymi
zpUsoby za pouZiti Jjinych enzymi, které 3tépi specifické
vazby. Aby se potvrdila platnost téchto principt, u
rekombinantniho lidského erytropoetinu se odstranily
sialoskupiny pouZitim sialidédzy A (od firmy Prozyme Inc.),
pfigemZ se postupovalo podle protokclu vyrobce. Uspé&ch
chemické Upravy se potvrdil analyzou reak&niho produktu na SDS
polyakrylovém gelu a obarvenim vyslednych pruht, které
ukazuji, Ze chemicky upraveny erytropoieitn m& zjevnou
molekulovou hmotnost p¥iblizZné 31 000, jak se ocekavalo, ve
srovnani S neupravenym erytropoetinem, jehoz molekulova
hmotnost je  pribliZné 34 000, a stanovenim mnoZstvi

zbyvajicich zbytkl sialové kyseliny chemickymi  postupy,
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pficemZ ziskanad hodnota by mé&la byt niz3i neZz 0,1 mol/mol

erytropoetinu.

P¥i jiné dUGpravé, kdy se upravuji aminokyselinove zbytky
erytropoetinu, argininové zbytky se upravuiji pouzitim
fenylglyoxalu podle protokolu popsaného v publikaci Takahashi
1977, J. Biochem. 81:395-402 provedené pro variabilni délky
¢asu v rozmezi 0,5 do 3 hoedin p?i teploté mistnosti. Rekace se
zakon¢ila dialyzou reakéni smési proti vodé&. Vyndlez popisuje

pouziti takovych upravenych forem erytropoetinu.

Asialoerytropoetin a fenylglyoxalerytropoetin byly stejné
ucinné jako pIirozeny erytropoetin v pfipadé neurcnovych bunék
in vitro, jak je =zobrazeno na obrazku ¢. 4 ai 6. Testovani in
vitro se provedlo za pouZiti embryondlnich bunék zhoubneého
bujeni podobnych neuronovym bunkdm (P19), které p¥i vylerpéni
séra podléhaji apoptéze. Dvacet Cty¥i hodin p¥ed odstranénim
séra se do kultur pridal erytrpoietin nebo uparveny
erytrpoletin v koncentraci 1 aZz 1 000 ng/ml. Nasledujici den
se odstranilo kultivacni médium, bunky se promyly cZerstvym
kultivacnim médiem, které neocobsahuje sérum, a zpdtky se dalo
kultivaéni médium obsahujici testovanou latku (bez séra).
Kultivace pokracovala dalsich 48 hodin. Aby se stancvil pocet
Zivotaschopnych bunék, provedl se redukdéni test s tetrazoliem
(CellTiter 96, Pormega Inc.). Jak je zobrazeno na Obr. 4 aZ 5,
asialoerytropoetin se Jjevi byt pfi prevenci odumirdni bunék
stejné U&inny jako samotny erytropoetin. Erytropoetin upraveny
fenylglyoxalem se testoval za pouziti bunék P19, které jsou
podobné neuronovym bufikdm. Jak je zobrazeno na Obr. 6, tento

chemicky  upraveny erytropoetin si zcela uchovava své

neuroprotektivni ucinky.

Uchovéni neuroprotektivni aktivity in vivo se PoOtvrdilo

pouZitim krysiho fokalniho ischemického modelu, Ve Kkterém se
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vytvofila reverzibilni 1léze v oblasti stfedni cerebralni
artérie zplsobem popsanym v publikaci Brines et al., 2000,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:10526-31. P?i wvzniku okluze
arterie se krysam Dawley aplikoval intraperitonedlné
asialoerytropoetin nebo erytropoetin (5 000 jednotek na jeden
kilogram télesné hmotnosti) nebo pomocnd léatka. O 24 hodin
pozdé&ji se zvifata usmrtila a jejich mozky se izlovaly pro
uCely studie. Natezaly se sekce a obarvily se solemi
tetrazolia, aby se identifikovaly Zivé oblasti mozku. Jak
zobrazuje Obr. 7 asialoerytropoetin 3je stejné Gcinny Jako
prirozeny erytropoetin pfi poskytnuti ochrany funkce mozku
v dobé aplikace od jedné hodiny po ischémii. Obr. 8 =zobrazuje
vysledky jiného modelu fokdlni ischemie, ve kterém se dosahlo
porovnatelné odezvy na davku erytropoetinu a
asialoerytropoetinu. P¥i aplikaci nejniZs$i davky 250 U/kg
asialoerytropoetin poskytl ochranu na rozdil od neupraveného

erytropoetinu.

Pfiklad 5: Upravy primdrni struktury erytropoetinu a ucéinnost

pfi ochrané neuroni

Popisuje se frada mutantnich molekul erytropoetinu, které
se nevazi erytropoetinovy receptor erytrocyti a tak
nepodporuji erytropoieézu in vivo nebo in vitro. Nékteré
z téchto molekul presto napodobuiji puscbeni samotného
erytropoieitnu v  jinych  tkénich nebo  orgéanech. 17-mér
obsahujici aminokyselinovou sekvenci 31 aZ 47 p¥irozeného
erytropoetinu neni aktivni v p¥ipadé erytropoiézy, ale je plné
aktivni v pfipadé neurdlnich bunék in vitro (Campana and

O'Brien, 1998:Int. J. Mol. Med.1:235-41).

Odvozené erytropoetiny nutné pro zde popsané pouZitl se
mohou vytvorit upravou guanidinem, amidaci, trinitrofenylaci,

acetylaci, sukcinylaci, nitraci nebo UGpravou argininovych
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zbytkl nebo karboxylovych skupin atd. za vzniku erytropoetint,
které si uchovévajl své aktivity pro specifické orgény a
tkané, ale nejsou specifické pro Jinég, jako v pfipadé
erytrocytu. KdyZ se erytropoetin podrobi shora v textu
popsanym reakcim, zjistilo se, Ze v obecném pfipadé vysledna
molekula postrada in vivo i1 in vitro erytropoietickou aktivitu
(popisuje se napfiklad v publikaci Satake et al., 1990,
Biochim. Biophys. Acta 1038:125-9). Nékteré priklady pripravy

upravenych erytropoetinl se popisuji dale v textu.

Riotinylace volnych aminoskupin erytropoetinu.
N-hydroxysukcinimidester kyseliny D-biotinoyl-e-
aminckapronové (Boehringer Mannheim, kat. <&. 1418165) se
rozpustil ve 100 pl DMSO. Tento roztok se kombinoval se 400 nl
PBS obsahujicim pribliZné& 0,2 mg erytropoetinu ve zkumavce
pokryté folii. Po inkubaci po dobu 4 hodin pri teplote
mistnosti se odd&lil nezreagovany biotin gelovou filtraci na
kolond& Centricon 10. Jak ukazuje Obr. 10, tento biotinylovany

erytropoetin chréani bunky pl9 pfed vycerpanim séra.

V publikaci Biotinylated recombinant human
erythropoietins: Biocactivity and Utility as a receptor ligand"
Wojchowski et al., Blood, 198%, 74(3):952-8 se popisuje
pouziti tfech odliinych zplsobt Upravy erytropcetinu biotinem.
Biotin se aduje (1) na &asti kyseliny sialové, (2) karboxylove
skupiny a (3) aminoskupiny. PouZiva se test proliferace mysich
slezinnych bunék, aby se prokézalo, Ze
(1) adice biotinu na &&sti kyseliny sailové neporuduje

biologickou aktivitu erytropoetinu,

(2) adice biotinu na karboxylové skupiny vede k podstatné
biologické dezaktivaci erytropoetinu,
{3) adice biotinu na aminoskupiny vede k Uplné Dbiologické

dezaktivaci erytropoetinu.
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Tyto metody a Upravy se popisuji ve vyndlezu. Obr.9 zobrazuje
aktivitu biotinylovaného erytropoetinu a asialoerytropoetinu

v testu s burikami P19, které trpi nedostatkem séra.

Jodace erytropoetinu.
Metoda 1~ jodované kulicky

Jedna jodovana kulicka (Pierce, Rockford, I1) se
inkubovala se 100 pl PBS (20 mM fosforeCnan sodny, 0,15 M
NaCl, pH7,5) obsahujici 1 mCi volného Na'**I po dobu 5 minut.
Do smési se pak pfidalo 100 pg erytropoetinu ve 100 pl PBS. Po
deseti minutdch inkubace p¥i teploté mistnosti se reakce
zastavila odebranim 200 pl roztoku z reakéni nadoby (v reakéni
naddobé se nechala jodovand kulicka). Nadbytek joédu se
odstranil gelovou filtraci na koloné& Centricon 10. Jak
ukazuje Obr. 11 takto p¥ipraveny Jjodovany erytropoetin uclinné

chrani bunfky P19 pred vylerpanim séra.

Metoda 2-chloramin T

100 pg erytropoetinu ve 100 pl PBS se pfidalo k 500 uCi
Na'?’I a vie se promychalo v Eppendorfové zkumavce. Pak se
pfidalo 25 ul chloramind T (2 mg/ml) a smé&s se inkubovala po
dobu 1 minuty pri teploté mistnosti (2,4 mg/ml metabisulfitu
sodného, 10 mg/ml tyrozinu, 10 % glycerolu, 0,1 % xylenu
v PBS). Jbédtyrozin a Jjodovany erytropoetin se pak oddélily

gelovou filtraci na koloné& Centricon 10.

Upravy lyzinu:

Karbamylace: erytropoetin (100 ug) se upravil kyanatem
draselnym, jak se popisuje v publikaci Plapp et al., Activity
of bovine pancreatic deoxyribonuclease A with modified amino

groups. 1971, J. Biol. Chem. 246, 939-845.

Trinitrofenylace:
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Erytropoetin (100 ug) se upravil S 2,4,6~
trinitrobenzensulfondtem jak se popisuje v publikaci Plapp et
al., Activity of bovine pancreatic deoxyribonuclease A with

modified amino groups. 1971, J. Biol. Chem. 246, 939-845.

Acetylace:

Erytropoetin (100 pg) se inkuboval v 0,3 M fosforelnanovém
pufru (pH7,2), ktery obsahuje stejné mnoZstvi anhydridu
kyseliny octové pfi teploté 0 °C po dobu 1 hodina. Reakce se

zastavila dialyzou proti destilované vodé.

Sukcinylace:

Erytropoetin (100 ug) v 0,5 M NaHCO; (pH 8) se inkuboval s
15 molé&rnim nadbytkem sukcinanhydridu p¥i teploté 15 °C po
dobu 1 hodiny. Reakce se zastavila dialyzou proti destilované

vode.

Upravy argininu:

Erytropoetin se upravil 2,3-butandionem, jak se popisuje
v publikaci Riordan J.F., Functional arginyl residues in
carboxypeptidase A. Modification with butanedione.

Biochemistry 1973, 12(20):3915~-3923.

Erytropoetin se upravil cyklohexynonem, jak se popisuje
v publikaci Patthy, L., Smith E.L. et al., Identification of
functional arginine residues in ribonuclease A and lysozyme.

J. Biol. Chem 1975, 250(2):565~9.

Erytropoetin se upravil fenylglyoxalem, jak se popisuje
v publikaci Werber, M.M., Sokolovsky M., Proceedings:
Carboxypeptidase  B: modification of functional arginyl

residues. Isr. J. Med. Sci 1975, 11(11):1169-70.

Upravy tyrozinu:
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Erytropoetin (100 pg) se inkuboval tetranitrometanem, jak
se popisuije v publikaci Nestler et al., Stimulation of rat
ovarian «cell steroidogenesis by high density lipoproteins
modified with tetranitromethane, Nestlr J.E., Chacko, G.K.,
Strauss J.F., 3%, J. Biol. Chem. 1985, Jun 25, 260(12):7316-
21.

Upravy glutamové kyseliny {(a kyseliny aspardgové):

Za Uc¢elem upravit karboxylové skupiny, se erytropoitin
(100 pg) inkuboval s 0,02 M EDC v 1 M glycinamidu s hodnotou
pH 4,5 p¥fi teploté mistnosti a po dobu 60 minut, Jjak se
popisuje v publikaci Carraway K.L., Spoerl P., Koshland D.E.,
Jr., J. Mol. Biol. 1969, May 28, 42(1):133~-7.

Upravy tryptofanu:

Erytropoetin {100  pg) se inkuboval S 20 uM n-
bromosukcinimidem v 20 mM pufru fosforecnanu draselného (pH
6,5) pri teploté mistnosti, jak se popisuje v publikaci All et
al., J. Biol. Chem. 1995, Mar. 3, 270(9):4570-4. Rada
oxideovanych  tryptofanovych zbytklh se stanovila  zplsobem
popsanym v publikaci Korotchkina. L.G. et al., Protein Expr.
Purif. 1995: Feb. 6(1):79-90.

Odstranéni aminoskupin:

Za UCelem odstranéni aminoskupin se erytropoetin (100 ug)
inkuboval s PBS (pH 7,4) obsahujicim 20 mM ninhydrinu (Pierce
Chemical, Rockford, II) pfi teploté 37 °C po dobu 2 hodiny,
jak se popisuje v publikaci Kokkini et al., Modification of
hemoglobin by ninhydrin. Blood, vol. 556, No 4, 1980:701-705).
Redukce vysledného anhydridu se provedla reakci produktu
s tetrahydroboritanem sodnym nebo hydridem litno-hlinitym.
Specificky, erytropoetin (100 ng) se inkuboval s 0,1 M
tetrahydroboritanem sodnym v PBS po dobu 30 minut pfi teploté

mistnosti. Redukce se ukonZila ochlazenim vzorku na ledu po
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dobu 10 minut a dialyzou proti PBS (3 krat) pfes noc (popilsuje
se v publikaci Kokkini, G., Blood, vol. 556, No. 4, 1980:701-
705). Redukce za pouziti hydridu litno-hlinitého se provedla
inkubaci erytropoetinu (100 wung) s 0,1 M hydridu litno-
hlinitého v PBS po dobu 30 minut pfi teploté mistnosti.
Redukce se ukonc¢ila ochlazenim vzorkd na ledu po dobu 10 minut

a dialyzou proti PBS (3 krat) pfes noc.

Redukce disulfidem a stabilizace:

Erytropoetin (100 ug) se inkuboval s 500 mM DTT po dobu 15
minut pfi teplot& 60 °C. Ke smési se pak pfidal 20 mM
jodacetamid ve vodé a inkuboval se po dobu 25 minut pri

teploté mistnosti ve tmé.

Omezend proteolyza:

Eyrytropoietin se vystavil puscbeni omezené chemické
proteolyzy, které je zaméfena na specifické zbytky.
Erytropoetin reagoval s 2-(2-nitrofenylsulfenyl)-3-metyl-3"-
bromindoleninem, ktery specificky &tépi po tryptofanovych
zbytcich v 50-ti nasobném nadbytku v 50 % kyseliné octové po
dobu 48 hodin ve tmé pri teploté mistnosti ve =zkumavkéach

uzavtenych atmosférou dusiku. Reakce se ukoncila tryptofanem a

odstranénim solil.

Priklad 6: Predchazeni retinalni ischemii periferné

aplikovanym erytropoetinem

Retinalni buttky jsou velmi citlivé vh&i ischemii tak, Ze
fada odumird po 30 minutach ischemického stresu. PFi subakutni
nebo chronickd ischémii dochazi k degeneraci zraku, coZ Je
doprovézeno fadou béZnych lidskych onemocnéni, jako je
cukrovka, glaukom a makuldrni degenerace. V souCasné dobé
neexistuje 2a&dnd acéinnd terapie na ochranu Dbunék pred

ischémii. Mezi krvi a sitnici existuje endotelialni bariéra,
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kterd znemozZfiuje prlchod nejvétsich molekul. Aby se testovalo,
zda periferné aplikovany erytropoetin bude chranit bunky
citlive vaci ischemii, akutni reverzibilni krysi model
glaukomu se vyuzivd, jak se popisuje v publikaci Rosenbaum et
al. 1997, Vis. Res. 37:3443-51. Fyziologicky roztok se zavedl
injekci do pfedni odéni komory dospélych samclt krys, aby se
dosédhl shora uvedeny systémovy arterialni tlak a udrZoval se
po dobu 60 minut. 24 hodin pfed vyvolanim ischemie se zvifatim
aplikoval fyziologicky roztok nebo 5 000 jednotek
erytropoetinu na jeden kilogram télesné hmotnosti
intraperitonedlné a pak se s aplikaci pokracovalo po dobu 3
dni. Jeden tyden po lé¢bé se provedl elektroretinograf u mysi
adaptovanych na tmu. Obr. 11 aZ 12 ukazuje, 2Ze aplikace
erytropoetinu je spojena s dobrou konzervaci
elektroretinogramu (ERG) (panel D). U zvifat o3etfenych
samotnym fyziologickym roztokem (panel C) dochdzi k zachovani
pouze mizivé funkce sitnice. Obr. 11 znadzornuije
elektroretinogram amplitud vln a a b v pfipadé skupin zvirat,
kterym se aplikoval erytropoetin a fyziologicky roztok a

ukazuje podstatnou ochranu zplsobenou erytropoetinem.

Pfiklad 7: Obnovovaci 0¢inky erytropoetinu v pripadé posSkozené
kognitivni funkce, ke které dochdzi poranénim

mozku

Za GCelem demonstrovat schopnost erytropoetinu obnovit
po3kozencu kognitivni funkci u my$i zpasobenou traumatem
mozku, samicim my3i Balb/c se zpusobilo uzaviené poSkozeni
mozku, jak se popisuje v publikaci Brines et al., PNAS 2000,
97, 10295-10672 a o pét dni pozdéji se zaCalo s denni
intraperitonealni aplikaci 5 000 jednotek erytropoetinu na
jeden kilogram té&lesné hmotnosti. Dvandct dni po zrandni se u
zvitat testovala kognitivni funkce v Morrisové vodnim bludisti

Ctytikrdt za den. Zatimco jak oSetfend tak neodet¥end zvirata
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v testu pfilis neprospivala (Cas plavani pi¥ibliZné 80 vtefin
z moZnych 90 vtefin), Obr. 13 ukazuje, Ze zvifata oSetrena
erytropoetinem byla lep$3i (pfi tomto vyjédfeni jsou negativni
hodnoty lepsi). Dokonce jestliZe se polatek lécby
erytropoetinem se oddéli na 30 dni po traumatu (Obr. 14), IJe

mozné stale prokazat obnovu kognitivni funkce.

Priklad 8: Kainitovy model

V kainitovém neurotoxickém modelu se easialoerytropoetin
aplikoval v souladu s protokolem popsanym v publikaci Brines
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2000, 97, 10295-10672
v dadvce 5 000 jednotek na jeden kilogram té&lesné hmotnosti
intraperitonedlné 24 hodin pfed aplikaci kainitu v koncentraci
25 mg/kg. Ukazalo se, Ze asialoerytropoetin je stejné Gcinny
jako erytropoetin, jak je zobrazeno cCasem odumirdni na Obr.

15.

Vyndlez neni limitovadn rozsahem specifickych popsanych
provedenich, které jsou minény 3jako jednotlivé ilustrace
jednotlivych aspektd vyndlezu a vyndlez dale popisuje funkéné
ekvivalentni metody a slozky. ROzné upravy vynalezu vedle
téch, které jsou popsdny a zobrazeny =zde Vv textu jsou pro
odbornika zf¥ejmé z pfredchcziho popisu a obrazkh. Takové upravy

spadaji do rozsahu néroka.
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PATENTOVE NAROKY

1. PouZiti erytropoetinu vybraného ze skupiny zahrnujici

i) erytropoetin vykazujici alesponl Zadnou ¢é&st kyseliny
sialové,

i1) erytropoetin vykazujici alesponl Zadny N-spojeny nebo
Zzadny O-spojeny sacharid,

iii) erytropoetin vykazujici alespon omezeny obsah sacharidua
v dasledku oSetfeni pfrirozeného erytropoieitnu alespon
jednou glykozidazou,

iv) erytropoetin se sacharidovou ¢asti molekuly erytropoetinu
majici alespon glykosylac¢ni patern, ktery neodpovida
savci, v disledku exprese rekombinantniho erytropoetinu
v bunkéach, které nejsou savdi,

V) erytropoetin mé& alespont jeden nebo vice oxidovanych
sacharidl, které mohou byt také chemicky redukovany,

vi) erytropoetin majici alesponn jeden nebo vice upravenych
argininovych zbytku,

vii) erytropoetin vykazujici alespon jeden nebo vice
upravenych 1lyzinovych zbytkld nebo Upravu N-terminalni
aminoskupiny molekuly erytropoetinu,

viii) erytropoetin vykazujici alespofl upraveny tyrozinovy
zbytek,

ix) erytropoetin vykazujici alesponi upraveny zbytek kyseliny

asparédgové nebo glutamové,

%) erytropoetin vykazujici alespoil upraveny tryptofanovy
zbytek,

x1) erytropoetin vykazujici alespon jednu odstranénou
aminoskupinu,

xii) erytropoetin vakazujici otevreni alespon jedné

z cysteinovych vazeb v molekule erytropoetinu,
xiii) erytropoetin vykazujici alesponn jednu substituci
alespon jedné aminokyseliny a

xiv) zkraceny erytropoetin
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pro pripravu farmaceutického porst¥ecku pro ochranu, uchovani,
zesileni nebo obnovu funkce nebo Zivotaschopnosti sav&ich
bunék odpovidajicich na erytropoetin a Jjejich asocicvanych

bunék, tkani a organi.

2. PouZiti podle néroku 1, kde uvedeny erytropoetin je

zsialoerytropoetin.

3. PouZiti podle naroku 2, kde uvedeny asialoerytropoetin je

lidsky asialoerytropoetin.

4. PouZiti podle nédroku 1, kde uvedeny erytropoetin nemé& Zadny

N-spojené sacharidy.

5. Pouziti podle né&roku 1, kde uvadeny erytropoetin nemd Zadny

O-spojeny sacharid.

6. Pouziti podle naroku 1, kde uvedeny erytropoetin Jje

oSetfeny alesponl jednou glykozidizou.

7. PouZiti podle néroku 1, kde uvedeny erytropoetin se

exprimuje v hmyzi nebo rostlinné bunce.

8. PouZiti ©podle néaroku 1, kde wuvedeny -erytropcetin Je

erytropoetin oxidovany jodistanem.

9. Pouziti podle ndroku 8, kde uvedeny erytropoietin oxidovany
jodistanem se chemicky reduxuje kyanotetrahydroboritan

sodnym.

10.Pouziti podle nédroku 1, kde uvedeny erytropoetin obsahuje
R-glyoxalovou ¢&ast na jednom nebo vice argininovych

zbytcich, piicemZ symbol R je arylova nebo alkylovi cést.
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15.

16.

17.

18.

19.

20.
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PouZiti podle néaroku 10, kde wuvadeny erytropoetin je

fenylglyoxalerytropoetin.

Pouziti podle néroku 1, kde argininovy zbytek uvedeného
erytropoetinu se upravil reakci s vicindlnim diketonem
vybranym ze skupiny obsahujici 2,3-butandion a

cyklohexandion.

PouZiti podle néroku 1, kde argininovy zbytek uvedeného

erytropoetinu reaguje s 3-deoxyglukosonem.

Pouziti podle néaroku 1, kde uvedend molekula erytropoetinu
vykazuje alespoil jeden biotinylovany 1lizin nebo N~

termindlni aminoskupinu.

PouZiti podle naroxu 14, kde uvedena molekula erytropoetinu

je biotinylovany erytropoetin.

Pouziti podle naroku 1, kde uvedeny erytropoetin Jje
glucitolyllyzinerytropoetin nebo fruktosyllyzinerytro-
poietin.

Pouziti podle né&roku 1, kde 1lyzinovy zbytek uvedeného

erytropoetinu je upraven karbamylem.

Pouziti podle naroku 1, kde 1lyzinovy zbytek uvedeného

erytropoetinu je acylovéan.

PouZiti podle naroku 18, kde 1lyzinovy zbytek uvedeného

erytropoetinu je acetylovan.

Pouziti podle néroku 18, kde 1lyzinovy zbytek uvedeného

erytropoetinu je upraven sukcinylem.
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PouZiti podle néroku 1, kde lyzinovy =zbytek uvedeneého
erytropoetinu se upravil 2,4,6-trinitrobenzensulfondtem

sodnym nebo jinou jeho soli.

PouZiti podle naroku 1, kde tyrozinovy zbytek uvedeného

erytropoetinu je nitrovany nebo jodovany.
PouZiti podle néroku 1, kde zbytek kyseliny asparagové nebo
glutamové uvedeného erytropoetinu reagoval s karbodiimidem

a pak nasleduje reakce s aminem.

Pouziti podle naroku 21, kde uvedeny amin je glycinamid.

.PouZiti podle naroku 1, kde buikou odpovidajici na

erytropoetin nebo tkani jsou neuronové, retindlni, svalové,
srde¢ni, plicni, jaterni, ledvinové, kapildrni endotelidlni
nebo endometrialni bunky a tkadn a bufky tenkého stfeva,

kiry nadlevinek, dfené nadledvin, varlat, vajecniku.

Farmaceuticky prostredek, vyznadcuijilcli
s e t i1m Z e obsahuje U¢inné mnozZstvi erytropoetinu pro
ochranu, uchovéni, zesileni nebo cbnovu bunék

odpovidajicich na erytropoetin, ktery se vybral ze skupiny
zahnrujici
erytropoetin vykazujici alespon Zadnou <Cast kyseliny
sialové,
erytropoetin vykazujici alesponn Zadny N-spojeny nebo

zaddny O-spojeny sacharid,

iii) erytropoetin vykazujici alespoil omezeny obsah sacharidl

iv)

v disledku oSetfeni prirozeného erytropoieitnu alespon
jednou glykozidéazou,
erytropoetin se sacharidovou ¢asti molekuly erytropoetinu

majici alespoii glykosyladni patern, ktery neodpovida
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savci, v disledku exprese rekcmbinantniho erytropoetinu
v bunkach, které nejsou savéi,

V) erytropoetin mé& alespon Jedern nebo vice oxidovanych
sacharidd, které také mohou byt chemicky redukovany,

vi) erytropoetin majici alespon Jjeden nebo vice upravenych
argininovych zbytki,

vii) erytropoetin vykazujici alespon jeden nebo vice
upravenych lyzinovych zbytkd nebo Upravu N-termindlni
aminoskupiny molekuly erytropoetinu,

viii) erytropoetin vykazujici alespoil upraveny tyrozinovy
zbytek,

ix) erytropoetin vykazujici elespo® upraveny zbytek kyseliny

asparagové nebo glutamové,

X) erytropoetin vykazujici alescon wupraveny tryptofanovy
zbytek,

xi) erytropoetin vykazujici alzspon jednu odstranénou
aminoskupinu,

xii) erytropoetin vakazujici ctevieni alespon jedné

z cysteinovych vazeb v molekule erytropoetinu,
xiii) erytropoetin vykazujici alesponl Jjednu substituci
alesponl jedné aminokyseliny a

xiv) zkrdceny erytropoetin.

27.Farmaceuticky prostredek podle néaroku 26,
vyznadcuijici s e t im, 7 e uvedeny
erytropoetin je asialoerytropoetin nebo

fenylglyoxalerytropoetin.

28.Pouziti erytropoetinu pri piipravée farmaceutického
prost¥edku p¥o ochranu, =zachcvéani, zesileni nebo obnovu
funkce nebo Zivotaschopnesti bunky odpovidajici na
erytropoetin nebo Jjeji asocicvanych bun€k, tkani nebo

orgénl, ptric¢emZz uvedené bunky, tkédné& nebo organy nejsou
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drdzidivé bunky, tkané nebo organy nebo prevaZné neobsahujil

drazdivé bunky nebo tkané.

Pouziti podle néaroku 28, kde uvedenym erytropoetinem je
erytropoetin nebo pfirozeny erytropoetin nebo jeho analog,
napodobenina a fragment, hybridni molekula, molekula
vazajici se na receptor erytropoetinu, agonista
erytropoetinu, rendlni erytropcetin, mozkovy erytropoetin,
jeho oligomer, multimer, mutein, jeho obdoba, Jeho
prirozend se vyskytujici forma, jeho synteticka forma, jeho
rekombinantni forma, jeho glykosylaéni varianta, jeho

deglykosylovand varianta nebo jejich kombinace.

PouZziti podle néroku 28, kde uvedeny erytropoetin Je

fenylglyoxalerytropoetin.

Zpusob ochrany, =zachovani nebo =zesileni Zivotaschopnosti
bunky, tkané nebo organu izolovaného z téla savce,
vyznadcuijilci s e tim, Z e zahrnuje expozici
uvedené buiiky, tkane nebo organu farmaceutickému

prostfedku, ktery obsahuje erytropoetin.

Zpusob pdole ndroku 31, vy znacujici se tim,
7 e uvedenym erytropoetinem je erytropoetin nebo piirozeny
erytropoetin nebo jeho analog, napodobenina a fragment,
hybridni molekula erytropoetinu, molekula vazajici se na

receptor erytropoetinu, agonista erytropoetinu, renalni

erytropoetin, mozkovy erytropoetin, jeho oligomer,
multimer, nutein, jeho obdoba, jeho pfirozeng se
vyskytujici forma, jeho synteticka forma, jeho

rekombinantni forma, jeho glykosylaéni varianta, jeho

deglykosylovand varianta nebo jejich kombinace.
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33.Zplsob podle néroku 32, vy znadcujicili se timn
7 e uvedenym erytropoetinem je

1) erytropoetin vykazujici alesponl Zadnou <Cast kyseliny
sialové,

ii) erytropoetin vykazujici alesponl Zadny N-spojeny nebo
Zadny O-spojeny sacharid,

iii) erytropoetin vykazujicl alespoii omezeny obsah sacharidd
v disledku o3etfeni prirozeného erytropoetinu alespon
jednou glykozidazou,

iv) erytropoetin se sacharidovou ¢&sti molekuly erytropoetinu
majici alespoil glykosyladni patern, ktery neodpovida
savci, v dasledku exprese rekombinantniho erytropoetinu
v buniikdch, které nejsou savéi,

V) erytropoetin vykazujici alespon jeden nebo vice
oxidovanych sacharidd, které mohou byt také chemicky
redukovéany,

vi) erytropoetin majici alesponi jeden nebo vice upravenych
argininovych zbytkd,

vii) erytropoetin vykazujici alespon jeden nebo vice
upravenych 1lyzinovych zbytkd@ nebo dpravu N-terminalni
aminoskupiny molekuly erytropoetinu,

viii) erytropoetin vykazujici alespoil upraveny tyrozinovy
zbytek,

ix) erytropoetin vykazujici alespofi upraveny zbytek kyseliny

asparagové nebo glutamové,

X) erytropoetin vykazujici alespofl upraveny tryptofanovy
zbytek,

xi) erytropoetin vykazujici alespon jednu odstranénou
aminoskupinu,

xii) erytropoetin vakazuijici otevteni alespon jedné

z cysteinovych vazeb v molekule erytropoetinu,
xiii) erytropoetin vykazujici alesponn Jjednu substituci
alespofi jedné aminokyseliny nebo

xiv) zkraceny erytropoetin.
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34.Zpasob podle nércku 31, vy znadcuijici s e t im,
Z e uvedenym erytropoetinem je lidsky erytropoetin.
35.ZpGsob podle ndroku 31, vy znadcuijicli s e tim,

36.Pouziti

37.

Z e uvedenym erytropoetinem je fenylglyoxalerytropoetin.

erytropoetinu vybraného ze skupiny zahrnujici

erytropoetin nebo prirozeny erytropoetin nebo jeho analog,

napodobeninu a  fragment, hybridni molekulu, molekulu

vazajici se na receptor erytropoetinu, agonistu

erytropoetinu, rendlni erytropoetin, mozkovy erytropoetin,

Jeho oligomer, multimer, mutein, jeho obdobu, jeho

p¥irozené se vyskytujici formu, Jjeho syntetickou formu,

jeho rekombinantni formu, jeho glykosylac¢ni wvariantu, jeho

deglykosylovanou  variantu nebo jejich kombinace  pfi

pfipravé farmaceutického prostfedku pro obnovu kognitivni

funkce u savce.

PouZiti podle néaroku 36, kde porucha kognitivni funkce Jje

vysledkem zranéni zpUsobené zachvatovymi poruchami,

roztrouSenou sklerdzou, mrtvici, vysokym tlakem, zastavou

srdce, ischemii, infarktem myokardu, zénéty, ztritou

kognitivni funkce zpasobnou stafim, poskozenim radiaci,

mozkovou obrnou, neurodegenerativnim onemocnénim,

Alzheimerovou nemoci, Parkinsonovou nemoci, Leighovou

nemoci, AIDS demenci, ztrdtou paméti, amyotrofni laterdlni

sklerdzouw, alkoholizmem, poruchami néalady, stavy uzkosti,

poruchami pozornosti, autizmem, Creutzefeld~-Jakobovou

nemoci, traumatem mozku a michy, nebo ischemii, bypassem

srdce-plice, chronickym selhdnim srdce, degeneraci makuly,

diabetickou neuropatii, diabetickou retinopatii, glaukomem,

retindlni ischemil nebo poSkozenim sitnice.
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38.Pouziti podle néaroku 36, kde wuvedeny erytropoetin je

fenylglyoxalerytropoetin.

39.PouZiti podle naroku 39, kde uvedenym erytropoetinem je

1) erytropoetin vykazujici alespon Z&dnou <Céast kyseliny
sialové,

ii) erytropoetin vykazujici alespoid Zadny N-spojeny nebo
zadny O-spojeny sacharid,

iii) erytropoetin vykazujici alespon omezeny obsah sacharidt
v disledku oSetfeni prfirozeného erytropoetinu alespon
jednou glykozidézou,

iv) erytropoetin se sacharidovou ¢asti molekuly erytropoetinu
majici alesponl glykosylacni patern, ktery neodpovida
savci, v disledku exprese rekombinantniho erytropoetinu
v bunkach, které nejsou savcéi,

v) erytropoetin vykazujici alespon jeden nebo vice
oxidovanych sacharid(, které mohou také byt chemicky
redukovany,

vi) erytropoetin majici alesponn jeden nebo vice upravenych
argininovych zbytkdy,

vii) erytropoetin vykazujici alesponl jeden nebo vice
upravenych lyzinovych zbytkd nebo UGpravu N-termindlni
aminoskupiny molekuly erytropoetinu,

viii) erytropoetin vykazujici alesport upraveny tyrozinovy
zbytek,

ix) erytropoetin vykazujici alespoil upraveny zbytek kyseliny

asparagové nebo glutamové,

x) erytropoetin vykazujici alespohl upraveny tryptofanovy
zbytek,

x1) erytropoetin vykazujicl alespon jednu odstranénou
aminoskupinu,

x1i) erytropoetin vakazujici otevieni alesporn jedné

z cysteinovych vazeb v molekule erytropoetinu,
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xiii) erytropoetin vykazujici alespofl Jjednu substituci
alespon jedné aminokyseliny nebo

xiv) zkréceny erytropoetin.

40.Zplsob umoZiiujici transcytdzu molekuly pfes endotelidlni
bunécénou bariéru v savci, vyznadc¢cuijici
s e £ im, 7z e zahrnuje aplikaci prostredku. uvedenému
savci, pticemZ prostfedek obsahuje uvedenou molekulu ve
spojeni s erytropoetinem vybranym ze skupiny obsahujici

i) erytropoetin vykazujici alespon Zadnou ¢&éast kyseliny
sialové,

i1) erytropoetin vykazujici alespon Za&dny N-spojeny nebo
zadny O-spojeny sacharid,

iii) erytropoetin vykazujici alespoidl omezeny obsah sacharidud
v disledku oSetfeni p¥rirozeného erytropoetinu alespon
jednou glykozidéazou,

iv) erytropoetin se sacharidovou ¢ésti molekuly erytropoetinu
majici alespon glykosylaéni patern, ktery neodpovida
savci, v duasledku exprese rekombinantniho erytropoetinu
v bunkéach, které nejsou savii,

V) erytropoetin mé& alespofl jedsn nebo vice oxidovanych
sacharida, které také mohou byt chemicky redukovany,

vli) erytropoetin majici alespon ZJeden nebo vice upravenych
argininovych zbytka,

vii) erytropoetin vykazujici alespon jeden nebo vice
upravenych 1lyzinovych =zbytkd nebo Upravu N-terminalni
aminoskupiny molekuly erytropoetinu,

viil) erytropoetin vykazujici alsspoil upraveny tyrozinovy
zbytek,

ix) erytropoetin vykazujici alespon upraveny zbytek kyseliny
asparagové nebo glutamové,

x) erytropoetin vykazujici alespoll upraveny tryptofanovy

zbytek,
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xi) erytropoetin vykazujici alespon jednu odstranénou
aminoskupinu,
x1i) erytropoetin vykazujici otevieni alespon jedné

z cysteinovych vazeb v molekule erytropoetinu,
xiii) erytropoetin vykazujici alesponn Jednu substitucil
alespon jedné aminokyseliny a

xiv) zkréaceny erytropoetin.

41.7Zpusob podle néroku 40, vy znacujici se tinmnm,
Z e uvedenym spojenim je labilni kovalentni vazba, stabilni
kovalentni vazba nebo nekovalentni spojeni s vazebnym

mistem pro uvedenou molekulu.

42.Zphsob podle naroku 40, vyznadcdujici se tim,
Z e uvedend endotelidlni bunéénéd Dbariéra se vybrala ze
skupiny obsahujici hematoencefalickou Dbariéru, bariéru

krev-o¢i, krev-varlata, krev-vajelniky, krev-placenta.

43.7Zpusob podle naroku 40, vy znadu3jici se tim,
Z e uvedena molekula je agonista receptoru nebo
antagonisticky hormon, neutrofni faktor, antimikrobidlni
¢inidlo, radiofarmakum, nesmyslny oligonukleotid,
protiléatka, imunosupresivni ¢inidlo nebo 1ék proti

zhoubnému bujeni.

44 .Prosttredek pro transport molekuly prostfednictvim
transcytdzy pres endotelidlni bunécnou bariéru,
vyznac¢uijici s e tim, Z e obsahuje uvedenou

molekulu spojenou s erytropoetinem vybranym ze skupiny
zahnrujici

i) erytropoetin vykazujici alesponl Zadnou Cast kyseliny
sialové,

ii) erytropoetin wvykazujici alespont Zadny N-spojeny nebo

Zadny O-spojeny sacharid,



98 REINCI

iii) erytropoetin vykazujici alespori omezeny obsah sacharidh
v disledku oSetfeni prirozeného erytropoetinu alespon
jednou glykozidazou,

iv) erytropoetin se sacharidovou c&&sti molekuly erytropoetinu
majici alespon glykosylaéni patern, ktery neodpovida
savci, v duasledku exprese rekombinantniho erytropoetinu
v bunkdch, které nejsou savii,

V) erytropoetin m& alespoil jeden nebo vice oxidovanych
sacharid, které také mohou byt chemicky redukovany,

vi) erytropoetin majici alespoit jeden nebo vice upravenych
argininovych zbytka,

vii) erytropoetin vykazujici alespon jeden nebo vice
upravenych lyzinovych zbytkd nebo uUpravu N-termindlni
aminoskupiny molekuly erytropoetinu,

viii) erytropoetin vykazujici alespon upraveny tyrozinovy
zbytek,

ix) erytropoetin vykazujici alespon upraveny =zbytek kyseliny

asparédgové nebo glutamové,

) erytropoetin vykazujici alespon upraveny tryptofanovy
zbytek,

®1) erytropoetin vykazujici alespon jednu odstranénou
aminoskupinu,

xii) erytropoetin vakazujici otevteni alespon jedné

z cysteinovych vazeb v molekule erytropoetinu,
xiii) erytropoetin vykazujici alespoii Jjednu substituci
alespon jedné aminokyseliny a

xiv) zkré&ceny erytropoetin.

45, Prosttedek podle naroku 44, vyznacujilci
s e t im, Z e uvedené spojeni Jje labilni kovalentni
vazba, stabilni kovalentni vazba nebo nekovalentni spojeni

s vazebnym mistem pro uvedencu molekulu.
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46.Prostfedek pedle naroku 44, vyznacuijilci
s e t im, 7z e uvedend molekula je agonista receptoru
nebo antagonisticky hormon, neutrofni faktor,
antimikrobialni ¢inidlo, radiofarmakum, nesmyslny

oligonukleotid, protilédtka, imunosupresivni <&inidlo nebo

1ék proti zhoubnému bujeni.

47.Pouziti erytropoieitnu vybraného ze skupiny zahrnujici

1) erytropoetin vykazujici alesponl Zadnou ¢&ast kyseliny
sialové,
ii) erytropoetin vykazujici alespon Zadny N-spojeny nebo

Z4dny O-spojeny sacharid,

iii) erytropoetin vykazujici alespoil omezeny obsah sacharidl
v disledku oS8etfeni ©prirozeného erytropoetinu alespon
jednou glykozidéazou,

iv) erytropoetin se sacharidovou &asti molekuly erytropoetinu
majici alespofi glykosylaéni patern, ktery neodpovida
savci, v disledku exprese rekombinantniho erytropoetinu
v bunkdch, které nejsou savii,

) erytropoetin vykazujici alespon jeden nebo vice
oxidovanych sacharidd, které také mohou byt chemicky
redukovany,

vi) erytropoetin majici alesponl jeden nebo vice upravenych
argininovych zbytka,

vii) erytropoetin vykazujici alespohi jeden nebo vice
upravenych lyzinovych zbytkd nebo UGpravu N-terminalni
aminoskupiny molekuly erytropoetinu,

viii) erytropoetin vykazujici alespofi upraveny tyrozinovy
zbytek,

ix) erytropoetin vykazujici alespon upraveny =zbytek kyseliny
asparagové nebo glutamové,

X) erytropoetin vykazujici alesponn upraveny tryptofanovy

zbytek,
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xi) erytropoetin vykazujici alespon jednu odstranénou
aminoskupinu,
x11i) erytropoetin vakazujici otevieni alespon jedné

z cysteinovych vazeb v molekule erytropoetinu,
xiii) erytropoetin vykazujici alespoil jednu substituci
alespon Jjedné aminokyseliny a zkraceny erytropoetin
spojeny s molekulou pro ptipravu farmaceutického prostfZedku
pro transport uvedené molekuly prostfednictvim transcytdzy

pres endotelidlni bunécénou bariéru.

48 .Pouziti podle naroku 47, kde uvedené spojeni Je labilni
kovalentni vazba, stabilni kovalentni vazba nebo
nekovalentni spojeni s vazebnym mistem pro  uvedenou

molekulu.

49.Pouziti podle ndroku 47, kde uvedend molekula je agonista
receptoru nebo antagenisticky hormon, neutroficky faktor,
antimikrobialni ¢inidlo, radiofarmakum, nesmyslny
oligonukleotid, protilédtka, imunosupresivni ¢&inidlo nebo

1ék proti zhoubnému bujeni.

50. Prostredek, vy znadcuijilci s e tim, Z e
zahrnuje erytropoetin oxidovany jodistanem.

51.Prostredek, vyznaduijici s e tim, Z e
zahrnuje glucitolyllyzinerytropoetin.

52 . Prostreadek, vyznacuijici s e t im, Z e
zahrnuje fruktosyllyzinerytropoetin.

53.Prostredek, vyznadcuijici s e t1i1m, Z e

zahrnuje 3-deoxyglukosonerytropoetin.



54.

55.

56.

57.
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Prostredek, vyznacuijilci s e t i

zahrnuje asialoerytropoetin upraveny karbamylem.

Prostzedek, vyznacuijicit s e ti
zahrnuje biotinylovany asialoerytropoetin.
Prostfedek, vyznadcuijilcli s e ti
zahrnuje sukcinylovany asialoerytropoetin.
Prostredek, vyznacujici s e ti

zahrnuje acetylovany asialoerytropoetin.
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Obr. 12

Amplituda retinogramu po 60 minutové ischemii
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