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Zpiisob oddé&lovani deamidované lidské DNazy od nedeamidované lidské DNazy, Cista
nedeamidovans a deamidovana lidska DN4za a farmaceuticky prostiedek obsahujici tyto
formy

Oblast techniky
Tento vynélez se tyka vysledki ziskanych pfi vyzkumu deoxyribonukledzy (DNazy), fosfodi-

esterazy, ktera je schopna hydrolyzovat polydeoxyribonukleovou kyselinu. Tento vynalez se tyka
forem DNézy, zpiisobu jejich &isténi, a farmaceutického prostiedku obsahujici tyto formy.

Dosavadni stav techniky

Tato prihlaska souvisi s pfedmétem popsanym v mezinarodni patentové pfihlasce ¢ WO
90/07 572, jejiz obsah je zde zahrnut jako citace. DNéza je fosfodiesteraza, kterd je schopna
hydrolyzovat polydeoxyribonukleovou kyselinu. DNaza byla ¢iténa z riznych zdroji do rizné-
ho stupné. Uplna aminokyselinova sekvence sav&i DNazy byla poprvé dostupna v roce 1973. Viz
napt. Liao a spol.: J. Biol. Chem. 248, 1489 (1973).

DN34za ma &etna znama pouZiti a je pouZivana pro terapeutické ucely. Jejim zakladnim terapeu-
tickym pouzitim je sniZeni viskoelasticity pulmonarnich sekreci u takovych onemocnéni, jako je
pneumonie a cysticka fibroza, &imz se napomaha vy¢isténi dychacich cest. Viz napf. Lourenco
aspol.: Arch. Intern. Med. 142, 2299 (1982), Shak a spol.: Proc. Natl. Acad. Sci. 87, 9188
(1990), Hubbard a spol.: New Engl. J. Med. 326, 812 (1992).

Byla izolovana a sekvenovana DNA koédujici lidskou DNasu I. Tato DNA byla ziskana expresi
v rekombinantnich hostitelskych buiikach, coz umoznilo ziskdvani lidské DNazy v komeréné
pouzitelnych mnozstvich. Viz napf. Shak a spol.: Proc. Natl. Acad. Sci. 87, 9 188 (1990). Bylo
zjidténo, ze rekombinantni lidska DNaza (rhDNaza) je klinicky pouzitelna, zvlasté ve vycCisténé
form&, v takové, v niz DN4za neobsahuje proteinazy a dalsi proteiny, s nimiz se obvykle vyskytu-
je v ptirodg. Viz napf. Hubbard a spol.: New Engl. J. Med. 326, 812 (1992).

Prostfedky a zptsoby, kterymi se lidskd DN4za muze ziskavat ve farmaceuticky u¢inné formé,
jsou popsany ve shora uvedenych patentovych pihlagkach. Odbornikiim jsou znamy rizné speci-
fické zpusoby &isténi DNazy. Viz napf. Khouw a spol.: US patent &. 4065355 (vydany
27. prosince 1977), Markey: FEBS Letters 167, 155 (1984) a Nefsky a spol.: Eur. J. biochem.
179, 215 (1989).

I kdyZ o tom v dobg, kdy byly podany shora uvedené patentové pfihladky, nebylo uvaZovéno,
DNazovy produkt ziskany z kultur rekombinantnich hostitelskych bungk typicky obsahuje smés
deamidované a nedeamidované formy DNazy. Existence deamidovanych forem DNazy zustala
nedocenéna pesto, Ze je zndma deaminace zbytki asparaginu a glutaminu v nékterych protei-
nech. Viz napt. Eipper a spol.: Ann. Rev. Physiol. 50, 333 (1988), Kossiakoff: Science 240, 191
(1988), Bradbury a spol.: trends in Biochem. Sci. 16, 112 (1991) a Wright: Protein Engineering
4,283 (1991).

Tento vynalez je zaloZen na dfive nedocenéné skuteCnosti, ze rekombinantni lidska DNaza mize
existovat jako smés deamidované a nedeamidované formy. Zptisoby podle tohoto vynalezu bylo
zjisténo, ze deamidovana lidska DNéza je enzymaticky méné aktivni neZ nedeamidovana lidska
DNiza. Piitomnost deamidované DN4zy a nedeamidované DNazy spolen€ ve smési a moznost
dalii deamidace, jako naptiklad pfi skladovéni in vitro pfipravki lidské DNazy, mizZe kompliko-
vat asili ziskat stale jednotny DNazovy produkt, ktery se podava klinicky. JelikoZz existence
a vlastnosti deamidované DNézy nebyly pred timto vynalezem znamy a jelikoZ zpiisoby identifi-
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kovéani deamidované DNa4zy a jeji oddé&leni od pfipravkd DNazy, v nichz se miZe nalézat, nebyly
zfejmé, byl vypracovan tento vynalez.

Podstata vynalezu

Tento vynilez se tyk4 zpiisobu oddélovani lidské DNazy deamidované v aminokyselinovém
zbytku odpovidajicim Asn-74 pivodni lidské DNézy od nedeamidované lidské DNazy z jejich
smési, vyznalujici se tim, Ze se smés chromatografuje a formy DNz se oddéluji na nosiéi prys-
kyfice s imobilizovanym kationtovym iontoméni¢em.

Tento zpiisob ve vyhodnych uspofadanich se vyznaluje tim, Ze se smés chromatografuje na prys-
kyfici nebo jiném nosi¢i, na ktery je navizan kationtovy polymer, jako je heparin nebo nehydro-
lyzovatelny analog deoxyribonukleové kyseliny (DNA), nebo se chromatografuje na tak zvaném
TCX nosici (katex s prodlouzenym raménkem). Tento vynélez se také tyka pouziti téchto
zpiisobi chromatografie nelidskych DNéz, jako je naptiklad hovézi DN4za.

Tento vynalez se také tyka deamidované lidské DNazy jako vytisténého produktu, ktery v pod-
staté neobsahuje nedeamidovanou lidskou DN4zu. Tento vynilez se tyka také nedeamidované
lidské DN4zy jako vygi§téného produktu, ktery v podstaté neobsahuje deamidovanou lidskou
DNazu. V tomto vynalezu bylo zjisténo, ze vyCisténa nedeamidovana lidska DN4za je pln& enzy-
maticky aktivni pfi srovnani s deamidovanou lidskou DNazu.

Tento vynalez se tyka také farmaceutickych prostredki, které jako aktivni slozku obsahuji vy&is-
ténou deamidovanou lidskou DN4zu nebo vy&isténou nedeamidovanou lidskou DNazu,

Tento vynalez se tyka také zptisobu podavani terapeuticky efektivniho mnozstvi vy¢isténé deami-
dované lidské DN4zy nebo vygiiténé nedeamidované lidské DNazy pfi léceni pacientt, naptiklad
téch, ktefi maji nahromadény viskézni material obsahujici DNA. Podavéni téchto vygisténych
DNaz se s vyhodou provadi pfimou inhalaci do plic.

Tento vynélez se zvla3té tyka zptisobu légeni pacienta s onemocnénim plic, jako je bronchitida,
cysticka fibrza nebo emfyzém, vyznadujiciho se tim, e se podava terapeuticky efektivni mnoz-
stvi vyCisténé nedeamidované lidské DNazy, zvlasté pfimo do cest, kterymi prochézi vzduch.
Tento vynélez se také tyka farmaceutickych prostfedka, které obsahuji nedeamidovanou lidskou
DNazu, ktera je k dispozici v ampulkach z umélé hmoty, popfipadé v pfitomnosti farmaceuticky
pfijatelného vehikula.

Obrazek 1 zobrazuje sekvenci aminokyselin vzorce I
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TCCTGCACAG
GACTACTTTT
ATATTCCAGA
CATCTCAGGA
GGCCCTACTG
AGACATTTGG
GTGCAGATTC
CAGCCACCTG
CACCAGACAC
TATAAGGAGC
GGACAGCTAC
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GCTTGGAGGA
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-CCAGTGGCTG
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a DNA sekvence vzorce II

GCAGTGCCTT
TTTTCTTTAA
TTCTTGACAG
TGAGGGGCAT
CAGGGGGCCG
GGAGACCAAG
TGAGCCGCTA
ACTGCCGTGG
CTATCACTAC
GCTACCTGTT
TACTACGATG
GCCAGCCATT
CCATTGTTCC
GCTCTCTATG
CGTCATGITG
CCCAGTGGTC
ATCCCCGACA
CAGGATCGTG
CGGCTCTTCC
GCCCAAGCCA
AGCCCCTCCC
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GAAGTGCTTC
GCAGCAAAAG
CATTCTCGTC
GAAGCTGCTG
TGTCCCTGAA
ATGTCCAATG
TGACATCGCC
GGAAGCTGCT
GTGGTCAGTG
CGTGTACAGG
ATGGCTGCGA
GTCAGGTTCT
CCTGCATGCG
ACGTCTACCT
ATGGGCGACT
ATCCATCCGC
GCGCTGACAC
GTTGCAGGGA
CTTTAACTTC
TCAGTGACCA
CACACCAGTT
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CACAGCTACA
TGCTGCTCCG
CAGGCTGCCT
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TTTCTTCATA
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TGTCTGCGGT
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GAGGTGATGC
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lidské DNazy I. Sekvence pfirodniho signalu na obrazku 1 je podtrZena, potencialni iniciadni
kodony jsou uvedeny v obdélniku a maturovana sekvence je uvedena v hranatych zavorkach.

Obrazek 2 zobrazuje korelaci mezi enzymatickou aktivitou a rozsahem deamidace vzorkii lidské
DNazy. Specificka aktivita byla stanovena normalizovanim DNézové aktivity stanovené testem
s methylzeleni (MG) (v koncentragnich jednotkéch vzhledem ke standardni kfivce) na koncent-
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raci DNéazy zm&fené testem ELISA. Procenta deamidace byla stanovena mapovanim po Stépeni
trypsinem. Vzorky lidské DNézy v ,den izolace® byly vy&istény z kultury rekombinantnich
bunék CHO (buiiky z vajeeniki &inského kiecka) expresi DNA kodujici lidskou DNazu 1. Tyto
vzorky byly odebrany 3, 5,7,9, 11,13 a20 dnii po potatku kultivace. Vzorky s ,,vysokym pH*
byly vzorky vy&isténé DNézy z 13. Dne, které byly inkubovény in vitro dva dny pfi pH 8
a teploté 37 °C. Vzorky ,stability” byly vzorky vytisténé DNazy z 13. Dne, které byly riiznou
dobu skladovany in vitro pfi teploté 5,25 nebo 37 °C. Obrazek 3 je ptikladem mapy Stépeni
trypsinem DNazy pouZité pro stanoveni rozsahu deamidace. Vzorek, ktery je zde uveden, zname-
n4 ze 65 % hmotn. deamidovanou DN4zu. Oznageni ,mAU* znamena jednotky miliabsorbance
pfi 214 nm.

Obrézek 4 je schematické znazoméni deamidace asparaginového zbytku v poloze 74 amino-
kyseliny (Asn—74) v piirodni lidské DNaze. Deamidace pievadi Asn—74 bud’ na zbytek kyseliny
aspartové (Asp) nebo izoaspartatu (izo—Asp). Kazda z téchto tii forem DNaz poskytuje t€penim
trypsinem par peptidi, coz ukazuje na identitu s pfislusnou formou DNazy.

Obrézek 5 je chromatogram vzorku lidské DNazy frakcionované na TCX kolong. Tento vzorek
ma 67 % hmotn. deamidované DNazy.

Obrazek 6 ukazuje mapu po 3tépeni trypsinem dvou frakei z dé&leni na TCX uvedeném na obraz-
ku 5. Nepritomnost trypsinového peptidu T6-7 na mapé Stépu maxima 2 oznaCuje nepfitomnost
deamidované DNazy.

Obrazek 7 ukazuje chromatogramy nékolika vzorki lidské DNazy frakcionované na TCX koloné.
Vzorek, ktery je oznaten ,M1-28 STD, je pripravek lidské DNéazy ziskané z kultury bun¢k
CHO transformovanych DNA kédujici prirodni lidskou DNazu 1. Vzorek oznadeny ,,DNazovy
ASP mutant® znamena DNazu, kterd ma zbytek kyseliny aspartové (spiSe neZ zbytek asparaginu)
v poloze 74 aminokyseliny a ktery ma stejnou sekvenci aminokyselin jako Asp forma deamido-
vané DNézy uvedené na obrazku 4. DNazovy ASP mutant byl ziskan z kultury bun&k transfor-
movanych DNA, ktera kéduje tuto formu mutantu lidské DNazy. DNA kédujici DNazovy ASP
mutant byla pfipravena mistné fizenou mutagenezi DNA kodujici pfirodni lidskou DNézu.
Srovnani chromatogrami ukazuje, Ze jedna z téchto forem lidské DNazy v M1-28 STD se eluuje
z TCX kolony ve stejné poloze jako DNazovy ATP mutant.

Obrazek 8 ukazuje chromatogramy nékolika vzorki lidske DNazy frakcionované na kolong
TSK-heparin (Toso—Hass, Montgomeryville, Pensylvanie, USA). Vzorek oznateny ,,12K#8“ je
ptipravek lidské DNézy ziskané z kultury bun&k CHO transformovanych DNA koédujici ptirodni
lidskou DNézu I. Vzorek oznageny ,,deamidovany standard* znamena vy<isténou deamidovanou
lidskou DNazu. Vzorek oznateny ,nedeamidovany standard” se tyka vytisténé nedeamidované
lidské DNazy. Vy¢isténa deamidovana lidskd DNaza a vytisténa nedeamidovana lidska DNaza
byly ptipraveny TCX chromatografii.

Obréazek 9 ukazuje chromatogramy nékolika vzorki DNazy frakcionovanych na imobilizované
kolong s DNA analogem. Vzorek oznageny ,,M1-28“ znamend pripravek lidské DNézy ziskané
z kultury bunék CHO transformovanych DNA kédujici ptirodni lidskou DNézu. Vzorek oznace-
ny ,,deamidovany standard® znamena vy¢isténou deamidovanou lidskou DNazu.

Vzorek oznateny ,;nedeamidovany standard“ se tyka vytisténé nedeamidované lidské DNazy.
Vy¢idténa deamidovana lidska DNaza a vy€isténa nedeamidovana lidska DNaza byly pfipraveny
TCX chromatografii. Vzorek oznaleny ,DNézovy ASP mutant znamend DNézu, kterd ma
zbytek kyseliny aspartové (spiSe nez zbytek asparaginu) v poloze 74 aminokyseliny.

Pojem ,lidska DNaza“ tak, jak se zde pouZiva, znamené polypeptid s aminokyselinovou sekvenci
lidské maturované DNazy I vzorce I uvedeného na obrazkul a také varianty této aminokyse-
linové sekvence (véetng alelickych variant), které jsou enzymaticky aktivni pfi hydrolyzovani
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DNA. Pojem ,lidskd DNaza“ zde tedy oznatuje definici téch materiall, které jsou popsany
a pfipraveny ve shora popsanych patentovych piihlaskach.

Pojem ,lidska DNéaza“ nutné zahrnuje p¥irodni maturovanou lidskou DNazu, ktera ma v poloze
74 polypeptidu zbytek asparaginu (Asn). Bylo zji$t&no, Ze tento asparagin je citlivy na deamidaci,
kterou se miiZe pFipravit smés deamidované a nedeamidované formy lidské DNézy.

Deamidovand DN4za mé na misto Asn zbytku v poloze 74 aminokyseliny zbytek kyseliny aspar-
tové (Asp) nebo izoaspartatu (izo-Asp) (viz obrazek 4).

Pojem ,,deamidovana lidska DNaza“ tak, Jak je zde pouzivan, tedy znamena lidskou DN4zu,
ktera je deamidovéana na asparaginovém zbytku, ktery se nachazi v poloze 74 aminokyselinové
sekvence pfirodni maturované lidské DN4zy. Bylo zjiSténo, ze deamidovand lidska DN4za mize
vznikat pfi produkci lidské DNazy rekombinantnimi prostfedky a ze se miZe nalézat v pFiprav-
cich lidské DNazy ziskané z rekombinantnich hostitelskych bunék. Deamidovana lidska DN4za
muZe vznikat také in vitro pfi skladovani nedeamidované lidské DNazy.

I kdyZ asparaginovy zbytek v poloze 7 aminokyselinové sekvence pfirodni maturované lidské
DNazy mize byt také deamidovén (vedle asparaginového zbytku v poloze 74 aminokyseliny),
bylo zjisténo, Ze takova dvojnasobné deamidovana DNéza Je enzymaticky neaktivni.

Pojem ,,smés“ tak, jak se zde tento pojem pouziva v souvislosti s pfipravky lidské DNazy,
znamena piitomnost jak deamidované tak nedeamidované formy lidské DNazy. Naptiklad bylo
zjidténo, 7e v pripraveich lidské DNazy ziskané rekombinantni expresi je deamidovdno az
50 az 80 nebo vice % hmotn. lidské DNazy.

Pojem ,,vyCiSt€nd deamidovana lidska DN4za“ tak, jak se zde pouziva, znamena deamidovanou
lidskou DNazu, ktera v podstaté neobsahuje nedeamidovanou lidskou DNazu. Jinymi slovy,
nedeamidovana lidska DNéza bude predstavovat méng nez 10, s vyhodou méng nez 5, nejvyhod-
n&ji méné nez 1 % hmotn. z celkové DNazy v prostiedku vyCisténé deamidované lidské DN4zy.

Pojem ,,vy€i3téna nedeamidovana lidska DNéza“ tak, Jjak se zde pouziva, znamena nedeamido-
vanou lidskou DNézu, ktera v podstat& neobsahuje deamidovanou lidskou DNazu. Jinymi slovy,
deamidovan lidskd DN4za bude predstavovat méné nez 25, s vyhodou méng nez 5, nejvyhodnéji
méné neZ 1 % hmotn. z celkové DNézy v prostfedku vy&isténé nedeamidované lidské DNazy.

Pojem ,vehikulum (excipient)* tak, jak se zde pouzivd, znamena farmaceuticky pfijatelny
materidl, ktery se pouZiva spole¢n& s DN4zou pro patfi¢né a Gsp&iné podavani DNézy pacientovi.
Vhodna vehikula jsou dobfe znama odbornikiim. Jsou popsana napfiklad v pfiru¢kach ,,Physi-
cians Desk Reference®, ,,Merck Index* a »Remington’s Phatmaceutical Sciences®.

Vyhodnym prostfedkem pro lidskou DNazu je pufrovany nebo nepufrovany vodny roztok,
s vyhodou izotonicky solny roztok, jako je 150 mM chlorid sodny obsahujici 1,0 mM chlorid
vapenaty s pH 7. Tyto roztoky jsou zvl4st& pizpisobeny pro pouziti v komeréns dostupnych
rozpraSovacich, v&etn€ tryskovych rozpraSovadi a ultrazvukovych rozpraSovaci, pro podavani,
naptiklad pfimo do dychacich cest nebo do plic zasazeného pacienta. Pro dalsi podrobnosti
tykajici se pfipravy prostfedki s lidskou DNézou a jejich podavani pro efektivni pouziti Ize odka-
zat na shora uvedené patentové pfihlaky.

Pojem ,terapeuticky efektivni mnoZstvi“ tak, jak se zde pouZiva, znamena davky od 1 pgdo
100 mg lidské DNéazy na kilogram télesné hmotnosti pacienta, podavané ve formé farmaceu-
tickych prostfedki, jak je to zde popsano. Terapeuticky efektivni mno¥stvi lidské DNazy bude
zaviset napiiklad na terapeutickych podminkach, na cesté podavani a na stavu pacienta.
Pro Iékafe tedy bude nutné pfesng stanovit davku a modifikovat zpiisob podavani podle potieby
tak, aby se dosdhlo optimalniho terapeutického Giinku. Vzhledem k rozdilim enzymatické akti-
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vity deamidované a nedeamidované DNazy mnoZstvi vy¢isténé nedeamidované DNAazy potfebné
pro dosaZeni stejného terapeutického acinku za stejnych podminek bude men3i neZ mnoZstvi
vy&isdténé deamidované lidské DNazy nebo mnozstvi smési téchto dvou forem.

Vy¢isténé DNazy, zv1asté nedeamidovana forma, se pouzivaji pro enzymatickou zménu visko-
elasticity (pruznost) sliznic. Tak vy¢isténé lidské DNazy jsou zv1a$té uzite&né pro léCeni pacient
s chorobami plic, ktefi maji abnormalni viskozni hnisavé sekrece, a stavii, jako je akutni nebo
bronchialni onemocné&ni plic véetng infekniho zanétu plic, bronchitidy nebo tracheobronchitidy,
bronchiektazie, cystické fibrozy, astma, tuberkulézy a plisiiovych infekei. PFi této 1ébé se roztok
nebo jemné rozemlety suchy pfipravek vy&isténé deamidované lidské DNazy nebo vyCisténé
nedeamidované lidské DN4zy vnese konvenénim zpiisobem do pridusek, napfiklad vehnanim
jako aerosol.

Po Gispédném klonovani a expresi lidské DNazy v rekombinantnich hostitelskych buiikach a po
usilovném vyzkumu bylo objeveno, ze DNazovy produkt ziskany touto rekombinantni expresi
typicky existuje jako smés aZ dosud jesté nedefinovanych slozek. Zvlasté analyza izoelektrickou
fokusaci (IEF) lidské DNézy vytisténé z kultur rekombinantnich bunék CHO odhalila sloZitou
sestavu DN4zovych &asti. Byly stanoveny riizné DNazy jako vysledek n&kolika posttranslacnich
modifikaci DNazy, v&etné deamidace.

Pro stanoveni pfitomnosti a mnozstvi deamidované DNazy v téchto ptipravcich byly pouZity dva
typy analyz. Jednou metodou je $tépeni vychoziho ptipravku DN4zy trypsinem a analyza vysled-
nych peptidd HPLC na obracenych fazich. Pfi této metod& bylo zmé&fenim mnoZstvi Sesti deami-
daci indukujicich peptidi rozitépenych trypsinem stanoveno mnozstvi deamidované DNazy ve
vychozim piipravku.

Dal3i zptisob zahrnuje chromatografii vychoziho ptipravku DNazy na TCX koloné. Bylo objeve-
no, 7¢ TCX kolona je schopna oddélit deamidovanou lidskou DNazu od nedeamidované DNazy.
Kazdé tato forma miZe byt tedy G¢inné oddélena od druhé a ziskana tak ve vycisténém stavu.
P¥i tomto zplisobu se mnozstvi deamidované DNazy a nedeamidované DN4zy ve vychozim pfip-
ravku stanovuje zméfenim ploch maxim, které odpovidaji oddélenym formam DNézy na chroma-
togramech.

1 kdyZ tyto dva zpiisoby jsou pfi stanovovéni a kvantitativnim vyhodnoceni deamidované DNazy
pfiblizné stejné Gginné, TCX zplsob je zvlasté ginny, vyZaduje daleko méné& Casu a prace nez
druhy zptisob. Navic TCX chromatografie poskytuje prostfedky pro oddéleni deamidované formy
od nedeamidované formy DNazy, zatimco konvenéni katexy a rizné dalsi chromatografické
pryskyfice, které byly analyzovany, nejsou schopny toto déleni provést.

Obecné principy TCX chromatografie byly popsany napfiklad Millerem: J. Chromatography 510,
133 (1990), Janzenem a spol.: J. Chromatography 522, 77 (1990) a Hearnem a spol.: J. Chroma-
tography 548, 117 (1991). Aniz bychom tento vynalez omezili n&jakym zvlastnim mechanismem
nebo teorii, piedpoklada se, Ze zbytek Asn-74 lidské DNagzy, ktery je citlivy na deamidaci, je
umistén uvnitf DNA vazebné drazky enzymu, analogicky jako je tomu u zndmé krystalové struk-
tury hovézi DNazy. Tato DNA-vazajici drazka obsahuje bazické aminokyselinové zbytky (aby
navazala DNA) a tato drézka je zfejmé piistupna pro ligandy pouzitého TCX, ale nikoliv pro
mnohem kratsi ligandy konvenénich katexi. Ligandy TCX pravdépodobn& napodobuji substraty
ptirodni nukleové kyseliny. Ogekava se tedy, ze TCX chromatografie bude uZitetna pro €iSténi
dalgich nukledz, jako je ribonukleéza (RNaza) nebo restrikéni endonukledzy, a také proteind
vazajicich DNA.

Oddéleni deamidovanych a nedeamidovanych forem DNéazy miZe byt doprovazeno chromato-
grafii na pryskyfici nebo jiné nosné matrici, kterd obsahuje kovalentné navazané kationtové
polymery, jako je heparin nebo synteticky nehydrolyzovatelny analog DNA. Chromatografickeé
kolony s imobilizovanym heparinem jsou komercné dostupné (napf. od firmy Toso Haas Co.,
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Montgomeryville., Pensylvanie, USA). Nehydrolyzovatelné DNA analogy byly popsany naptik-
lad Spitzerem a spol.: Nucl. Acid: Res. 16, 11 691 (1988). Kolona s imobilizovanym nehydro-
lyzovatelnym analogem DNA se konvenéné pfipravuje tak, Ze se syntetizuje DNA analog se
skupinou aminové kyseliny na 3'~konci jednoho nebo obou Jjeho dopliikovych vlaken. Aminova
skupina je pak dostupné pro kondenzaci s kolonou aktivovanou epoxidovou skupinou, jak je to
popséano naptiklad v literatufe publikované firmou Rainin Biochemical LC Products (Woburn,
Massachusetts, USA).

Po UspéSném oddéleni deamidované a nedeamidované lidské DNézy zptsoby podle tohoto
vynalezu bylo zji¥t&no, ze deamidovana DN4za m4 sniZenou enzymatickou aktivitu ve srovnani
s nedeamidovanou lidskou DN4zou podle analyzy methylzeleni (MG). Kurnick: Arch. Biochem.
29, 41 (1950). Bylo zjist&no, ze deamidovana lidska DN4za vykazuje pravé pres polovinu enzy-
maticke aktivity nedeamidované lidské DNazy. Spojenim vytisténé deamidované DNézy a vy<is-
t€né nedeamidované DNazy podle tohoto vynélezu v riznych pomérech je tedy mozné pfipravit
farmaceutické prostredky lidské DNazy, které maji Zadanou specifickou aktivitu v rozmezi mezi
specifickymi aktivitami jednotlivych sloZek, coz mize byt optimalni pro 1é€eni ptisluinych
onemocnéni.

Nasledujici ptiklady jsou pouze zpiisobem ilustrace vynélezu. Nejsou zamysleny jako jakékoliv
omezeni tohoto vynalezu.

Ptiklady provedeni vynilezu

Priklad 1
Mapovani §t€penim trypsinem

Postup pouzity pro mapovani lidské DN4zy $tépenim trypsinem Je souhrnné shrnut do nésleduji-
cich stupiii:

Stupeii 1:

Koncentrace vzorku (1 mg) DNazy se upravi na 4 mg/ml koncentraci na zafizeni Amicon
Centricon-10 nebo zfedénim vehikulem. Konegny objem: 250 pl.

Stuperi 2:

Ke vzorku se ptida 250 pl pfedem pfipraveného pufru (40 mM bis-ris, 10 mM EGTA, pH 6,0).
Smés se inkubuje 1 hodinu pfi teploté 37 °C.

Stupeii 3:

Pufrovany vzorek se dé do 3tépiciho pufru (100 mM Tris, pH 8) pomoci kolony Pharmacia
NAP-5. Kone¢ny objem: 1 ml.

Stupeii 4:

Ke vzorku se ptidd 10 pl roztoku trypsinu (1 mg/ml trypsinu, 1 mM HCI) a smés se inkubuje
2 hodiny pii 37 °C.

Stuperi 5:

Ke vzorku se pfida 10 pl podil roztoku trypsinu a smés se inkubuje dal$i 2 hodiny pri 37 °C.
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Stupei 6:

Stépeni se zastavi pridanim 6 pl trifluoroctové kyseliny (TFA). Vzorek se skladuje pfi teplote
5 °C nebo nizsi dokud se nechromatografuje.

Stupeii 7:

Smés peptidi se rozdéli HPLC za nasledujicich podminek:

kolona: Nucleosil C18, 5 pm, 1 000 nm, 2,0 x 150 mm (Alltech, Co., Deerfield, Illinois, USA),
teplota kolony: 40 °C,

eluent A: 0,12 % TFA ve vodg,

eluent B: 0,10 % TFA v acetonitrilu,

gradientovy profil:
doba (min) % A % B
0 100 0
5 100 0
65 40 60
69 5 95
70 5 95

pritok: 0,25 ml/min,

objem injektovaného roztoku: 250 pl,

doba reekvilibrace po eluci pfi 100 % A: 20 minut,
teplota komirky automatického zasobniku: 5 °C,
detekce: absorbance pii 214 a 280 nm.

Stuperi 8:

Identifikuji se peptidy (ziskané §tépenim trypsinem): T7, (D)T7, T7-8, (D) T708, T6-7-8 a T6-7
podle reten&niho Easu ve srovnéni se standardem.

Stupen 9:

Integruje se chromatogram ziskany pfi 280 nm. Zkontroluje se kvalita integrace kontrolou zak-
ladni ¢ary a oddéleni blizko sebe se eluujicich maxim. Zvlastni pozornost se musi vénovat rozde-
leni brzy vychazejicich peptidi T7 a (D)T7, které nemusi byt dobie rozdéleny.

Stupeii 10:

Normalizuji se plochy maxim 3esti reporterovych peptidi na obsah tyrosinu. Kazdy z peptida T7,
(D)T7, T7-8, a (D) T7-8 obsahuje jeden zbytek Tyr, zatimco T6-7-8 a T6-7 obsahuji tii zbytky
Tyr. Vypodte se pomér deamidovanych &asti na zakladé normalizovanych ploch maxim (D)T7,
(D)T7-8, T6-7-8 a T6-7 vzhledem k celkové normalizované plose maxim 3esti peptid.
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Pro pfesné provedeni mapovani §tépeni trypsinem ke stanoveni deamidované DNazy podle shora .
uvedeného postupu je poteba jeden miligram DNazy v objemu 250 pl. po&ateeni priprava vzor-

ku pro tento zpiisob tedy vyzaduje bud’ zahugténi nebo ziedeni vzorku. DNaza Jje v pfitomnosti

véapniku velice odolné vii¢i proteinizam, véetné trypsinu. Dalsim stupném tohoto postupu je tedy

Castené odstranéni vapenatych jonti zpracovanim s [ethylenbis(oxyethylennitril)]tetraoctovou

kyselinou (EGTA). Nadbyte&né zpracovani s EGTA mize denaturovat a agregovat DN4zu, takze

tento stupeii se musi provadét petlivé. Vzorek zpracovany s EGTA v objemu 0,15 ml se potom

vnese do 1 ml $t&piciho pufru, prida se trypsin a vzorek se inkubuje dvé& hodiny pfi 37 °C. prida

se druhy podil trypsinu a vzorek se inkubuje dalsi dv& hodiny. Stépeni se zastavi okyselenim.

Vzorek se bud’ skladuje pro pozd&jsi analyzu nebo se pfimo nanese na HPLC kolonu.

250 pl (250 pg) smési peptidd ziskané $tépenim trypsinem se rozdéli na HPLC koloné& s obrace-
nymi fazemi podle shora popsanych podminek. Typickd mapa $t&peni trypsinem je uvedena na
obrizku 3. HPLC byla provadéna na pistroji Hewlett-Packard model 1090M HPLC. Vytok
z kolony byl sledovéan detektorem sougasné pfi 214 a 280 nm. J elikoz je pro kvantitativni vyhod-
noceni deamidované DNazy rozhodujici prvni &ast peptidové mapy, jak je to popsano niZe,
nejsou pro tuto analyzu vhodné jiné pristroje s vétsim zpozdénim gradientu a dalSimi objemy
kolony. Kazd4 analyza podle tohoto postupu vyzaduje 70 minut pro gradientové oddé&leni
a 20 minut pro reekvilibraci kolony, celkovy &as HPLC je tedy 90 minut. Princip a postup
integrace maxim pro stanoveni deamidované DNazy ve vzorku jsou popsany nize.

K deamidaci lidské DN4zy dochazi alespoii na asparaginovém zbytku, ktery je pfitomen
v poloze 74 aminokyseliny (Asn-74) v pFirozené maturované lidské DNaze. Asn-74 je na C-
konci mista $t&peni trypsinem na argininovém zbytku v poloze 73 aminokyseliny (Arg-73), jak je
vidét ze seznamu ocekavanych peptidii lidské DNazy pfi $tépeni trypsinem, ktery je uveden
v tabulce 1.

-10-
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Tabulka 1

Peptidy, od kterych se oekava, Ze budou vznikat pii $tépenim prirodni maturované lidské DNazy
trypsinem

id.¢. zbytky sekvence aminokyselin peptidu

T1 1az2 LK

T2 3az1bd IAAFNIQTFGETK (sekvence vzorce lll)

T3 16az 31 MSNATLVSYIVQILSR (sekvence vzorce V)

T4 32azé1 VDIALVQEVR (sekvence vzorce V)

T5 42az 50 DSHLTAVGK (sekvence vzorce VI)

T6 51az73 LLDNLNQDAPDTYHYVVSEPLGR (sekvence vzorce Vil)

T7 74az77 NSYK (sekvence vzorce Vill)

T8 78az79 ER

T9 80az111 YLFVYRPDQVSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNR
(sekvence vzorce IX)

T10 11222117 EPAIVR (sekvence vzorce X)

T11 118 a2 121  FFSR (sekvence vzorce X})

T12 122 a2 126 FTEVR (sekvence vzorce Xll)

T13 127 az 157 EPAIVPLHAAPGDAVAEIDALYDVYLDVQEK
(sekvence vzorce Xlli)

T14 158 a2 185  WGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWSSIR
(sekvence vzorce XIV)

T15 186 az213  LWTSPTFQWLIPDSADTTATPTHCAYDR
(sekvence vzorce XV)

T16 214 az 222 IVWAGMLLR (sekvence vzorce XVI)

T17 22322260 GAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHYPVEVMLK
(sekvence vzorce XVIl) '

Misto zbytku Asn (v jednopismenkovém oznaceni ,,N“) v poloze 74 v piirodni nedeamidované
lidské DNéze ma deamidovan4 lidska DN4za bud’ zbytek Asp nebo izo-Asp, jak je to uvedeno na
obr. 4. Izo-Asp je izomerni, — aminokyselinova forma kyseliny aspartové. Peptidova vazba mezi
Arg-73 a izo-Asp je odolna vii¢i $tépeni trypsinem, takze deamidovana lidskd DNaza poskytuje
pfi $tépeni trypsinem charakteristicky peptid, ktery obsahuje zbytky 51 az 77 a nazyva se T6-7,
protoze jde o spojené peptidy T6 a T7. Za podminek, které jsou pouZity pro §tépeni trypsinem,

-11-
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peptidova vazba Arg-73—-Asn-74 v nedeamidované lidské DNéaze a peptidova vazba Arg-73—
Asp-T74 v Asp formé deamidované lidské DNézy jsou §t&peny trypsinem.

Nedeamidovana DNéza v mapé §tépeni trypsinem je tedy indikovana pritomnosti peptidu T7
uvedeného v tabulce I, zatimco Asp-74 forma deamidované lidské DNaézy je v této mapé
indikovéna pfitomnosti deamidovaného T7 peptidu, ktery se nazyva (D)T7. Tyto tii formy
reportérové peptidy jsou oznadeny na obrazku 3. Naneit&sti trypsin pouze Castetné §tépi pepti-
dovou vazbu na C—konci T7, mezi zbytky 77 a 78, takze kazdy z reportérovych peptidd T7,
(D)T7 a T6~7 maji T8-konjugat, T7-8, (D)T7-8 as T6—7—8. T&chto Sest reportérovych peptidi
musi byt tedy objasnéno, aby se kvantitativn& vyhodnotila deamidovana lidska DN4za Stépenim
trypsinem. V zasad¢ peptidy (D)T7, (D)T7-8, T6-7 a T6-7-8 predstavuji deamidovanou lidskou
DNazu a peptidy T7 a T7-8 predstavuji nedeamidovanou lidskou DN4zu. Znalosti relativnich
poméri téchto peptidii umoZiuji pfimy vypolet rozsahu deamidace pfi ptipravé frakce vzorku,
kterou pfedstavuje deamidovana DN4za, je potieba znit molarni poméry deamidovanych a nede-
amidovanych &asti.

Pti zpiisobu mapovani $t€penim trypsinem existuji dva dali problémy, které musi byt prekonany.
Jednim je chromatograficky problém, druhym je problém detekce. Chromatograficky problém
spociva v tom, Ze peptid T2 je eluovan soudasné s peptidem T6-7, co zabraiiuje integraci presné
plochy maxima tohoto peptidu indukujiciho deamidaci. Tento problém lze piekonat integraci
chromatogramu ziskaného pfi 280 nm, nebot’ viech 3est relevantnich peptidi mé alespoii jeden
trypsinovy zbytek (Tyr), takZe siln& absorbuji pfi 280 nm, zatimco peptid T2 neobsahuje zadny
Tyr nebo tryptofanovy (Trp) zbytek a tedy pii této vinové délce absorbuje pouze zanedbatelng:
Detekeni problém spogiva v tom, ze peptidy T6-7 a T6-7-8 obsahuji po tfech Tyr zbytcich,
zatimco dalSi &tyfi peptidy pouze po jednom zbytku. Peptidy obsahujici Témayji tedy vy33i molar-
ni absorptivitu nez peptidy, které obsahuji pouze T7. Jednoduché srovnani ploch maxim vede
tedy k tendenci precefiovat obsah deamidovanych &sti ve vzorku. Tento problém se ptekona
normalizovénim ploch maxim 3esti peptidii na poget Tyr zbytki v peptidu. Normalizovani ploch
maxim timto zplsobem v sobé zahmuje to, Ze viechny tyrosinové zbytky v ka?dém z peptidi
maji ekvivalentni chemické okoli, coz je mozna dobry predpoklad u relativng malych peptidu,
Jako jsou ty, které jsou zde uvazovany. Po normalizaci se mohou srovnivat plochy maxim deami-
dovanych a nedeamidovanych peptid, &imz se dojde k posouzeni obsahu deamidované DNazy
ve vzorku.

Priklad 2
Chromatografie na TCX

TCX—pryskyfice (katex s prodlouzenym raménkem) na rozdil od konvengnich katexd mé poly-
iontové ligandy navézané na povrch oxidu kfemiitého. O ligandech kolony LiChrospher® 1000
SO;™ (EM Separations, Gibbstown, New Jersey, USA) pouzivanych v tomto ptikladu se uvadi, Ze
obsahuji mezi 25 a 50 sulfopropylovymi skupinami podél polyethylenového zékladniho fetézce,
ktery je napojen na jeden konec povrchu oxidu kiemititého. TCX chromatogram vzorku rekom-
binantni lidské DNézy na koloné LiChrospher® 1000 SO;™ je uveden na obr. 5. Rekombinantni
lidskd DNéza se vyéisti z kultur bunék CHO transformovanych DNA kédujici lidskou DNazu.
Shak a spol.: Proc. Natl. Acad. Sci. 87, 9 198 (1990), Shak a spol.: spis mezinarodni patentové
prihlasky €. WO 90/07 572 (publikované 12. &ervence 1990).

Dvé ziskana maxima byla spojena a podrobena n&kolika analyzam, aby byla identifikovana jako
formy DNézy liici se pouze zbytkem v poloze 74 aminokyseliny. Obrazek 6 ukazuje mapy
Stépeni trypsinem téchto dvou maxim izolovanych z TCX kolony. Tyto mapy potvrzuji, Ze jde
o deamidovanou a nedeamidovanou formu lidské DNazy. Mapa $tépeni trypsinem také ukazala,
Ze v prvnim maximu z TCX d&leni jsou pritomny obé formy deamidované DNazy (s Asp
a izo-Asp v poloze 74 aminokyseliny). Tabulka II ukazuje specifické aktivity zméfené pro tato
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dvé maxima, které potvrzuji vzdjemny vztah mezi deamidaci a specifickou aktivitou, na kterou je
usuzovano z korelace uvedené na obr.2, a dale podrobuji identifikaci TCX frakci. Aktivita
DNazové frakee byla stanovena testem s methylzeleni (MG).

Tabulka Il

Aktivity frakci ziskanych z TCX kolony (koncentrace MG a ELISA jsou primérem ze stanoveni
dvou vzork).

vzorek MG ELISA  specificka
(ng/ml) (ng/ml)  aktivita

vychozi ptipravek rekombinantni lidské DNazy (ndplii) 8315 7828 1,06

TCX maximum 1 (deamidovana) 85,3 119,7 0,71

TCX maximum 2 (nedeamidovana) 149,2 99,4 1,50

Mutovana forma lidské DNazy, ktera ma zbytek Asp v poloze 74 aminokyseliny, se pfipravuje
mistné Fizenou mutagenezi DNA kédujici pfirodni maturovanou DNazu. Tento mutant soucasné
s prvnim maximem ziskanym ve shora uvedené chromatografii, jak ukazuje obrazek 7.
Nasledujici postup je postup s TCX LiChrospher™ 1000 SO;-. Jinym TCX nosi¢em s podob-
nymi pouzitim pro déleni deamidované a neamidované formy DNazy je TCX Fractogel®™ (EM
Separations, Gibbstown, New Jersey, USA). LiChrospher a Fractogel jsou registrované obchodni
znatky EM Industries, Inc.m Hawthorn, N.Y., USA nebo E. Merck, Darmstadt, SRN. Zda se, ze
nejlepsi vysledky v dne$ni dob& poskytuji “silné* formy TCX (af jde o DiChrospher nebo Frac-
togel), které maji funkéni skupinu SO5).

Ptiklad 3

Postup plnéni HPLC kolony nosicem LiChrospher™ 1000 SO5”

a) Materialy a zafizeni

1. Supert&inna sklen&na kolona (1,0 cm krét 5,0 cm).

2. Plnici pufr:10mM octan sodny, ImM chlorid vapenaty, upravit pH do 4,5 kyselinou octo-
vou, zfiltrovat 0,2y filtrem.

3. Zasobni nadrzka pro kolonu o obsahu 20 ml (Alltech dil C. 9501 nebo ekvivalentni).
4. Prazdna kolona z nerez oceli (4,6 mm krat 50 mm) s 0,5 pm uzavienymi fritami.

5. HPLC pumpa, ktera mé schopnost udrzovat tlak 14MPa (model Waters 510 nebo ekviva-
lentni).

b) Postup plnéni

1. Definovani pryskyfice:

a) Rozbali se sklenénd kolona s vysokou Gginnosti (1,0 cm krat 5,0 cm) (zékladni objem:
3,93 ml pryskyfice). Pryskyfice se resuspenduje na objem 20 mi v prithledné, sklen&né, uzaviené
nadobee plnicim pufrem. Rozmicha se na kaSi tak, aby se vytvotila jednotné suspenze, ktera se

rozdéli na dva 10 ml podily. Ke kazdému podilu se pfida 10 ml plniciho pufru, takZe se ziskaji
suspenze o objemu pfiblizn& 1,95 ml pryskyfice ve 20 ml plniciho pufru.
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b) Pryskyfice se rozmicha na kasi tak, aby se ziskala Jjednotna suspenze. Tato suspenze se
necha usazovat, dokud &astice nevytvoii pevny zaklad na dné nadoby (2 az 4 hodiny). Super-
natant, ktery obsahuje jemné &astice, se peélivé odlije.

¢) K pryskyfici se pfida 20 ml plniciho pufru a zopakuje se stupefi ad b). Tento postup by se
mél zopakovat alespoii &tyfikrat, aby se zajistilo odstranéni viech Jjemnych &astetek pryskyfice.

2. Plnéni kolony:

a) Spoji se prizdnd HPLC kolona (4,6 mm x 50 mm) s plnici zasobni nadobkou. Pryskyfice se
rozmicha ve 20 ml plniciho pufiu.

b) Kadovita pryskyfice se ptida do zasobni nadobky a rychle se uzavie. Plnici pufr se pumpuje
za tlaku, ktery nepfevysuje 14 MPa. Priitok se upravi tak, aby plnici tlak ziistaval konstantni
kolem 14 MPa a po stabilizovani tlaku se necha téci 15 minut. Kolona se odpoji a pFipoji se horni
konec. Tato kolona se miize pouzivat pfimo nebo se maze skladovat v 0,02 % (hmotn.) azidu
sodném.

U vétSiny vzorki, veetné DNézy pfipravené ve 150 mM chloridu sodném, neni pfed injektova-
nim vzorku na kolonu potfeba 74dna piprava vzorku. Kolona se ekvilibruje octanovym pufrem
o pH 4,5, ktery obsahuje vapenaté ionty, vzorek se nanese na kolonu injekéni jehlou a kolona se
pak eluuje solnym gradientem. Pro déleni deamidované od nedeamidované formy lidské DNazy
v malém méfitku se pouZije nasledujici postup. Poméry ploch maxim na vysledném chromatog-
ramu jsou shodné s poméry deamidované a nedeamidované DNézy ve vzorku.

Stupeii 1:

Naplni se vzorek obsahujici az 150 mM NaCl p#i pH az 9 do nédobky automatického zasobniku.
Vzorky kapaliny kultury izolovanych bun&k vyzaduji upravu pH na 4,5 a odstfed’ovani, aby se
odstranily proteiny, které nejsou rozpustné v pufrech pouzivanych v tomto postupu.

Stuperi 2:

Dvé formy DNaézy se déli na HPLC za nasledujicich podminek:

kolona: TCX LiChrospher®™ 1000 SO;™ se opétovné naplni do kolony z nerezavéjici ocele. Plni se
kolona o rozmérech 4,6 x 50 mm a 4,6 x 150 mm, teplota kolony: teplota mistnosti,

eluent A: 10 mM octan sodny, 1 mM chlorid vapenaty, pH 4,5,

eluent B: 1 M chlorid sodny v pufru A,

gradientovy profil:

doba (min.) % hmot. A % hmot. B
0 100 0

4 100 0

30 30 70
30,1 5 95

37 5 95

pritok: 0,8 ml/min (50 mm kolona), 0,5 m/min (150 mm kolona),

objem injektovaného vzorku: a% 250 pl,
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reekvilibraéni doba kolony pfi 100 % hmotn. A: 20 min,
teplota komirky automatického zasobniku vzorku: 5 °C,
detekce: absorbance pii 280 nm.

Stuperi 3:

Integruje se chromatogram. Vypotte se podil deamidovanych ¢asti na zakladé ploch maxim dfive
eluované deamidované DNazy vzhledem k celkové plo3e obou forem.

TCX chromatografie poskytuje také prostfedky pro déleni deamidované a nedeamidované DNazy
ve velkém métitku. Déleni ve velkém méfitku se vyhodnéji provadéji za jednodussich elucnich
podminek neZ jsou shora popsané elucni podminky pro analyticka déleni obou forem DNazy
v malém méfitku. Déleni ve velkém méFitku se tedy provadi na TCX nositi Fractogel podie
nasledujiciho postupu:

Stupeii 1:

Kolona 31.6 (1,6 cm vnitini pramér krat 15,7 cm vyska) se naplni TCX nosi¢em Fractogel EMD
SO;~ 650M (EM Separations, Gibbstown, New Jersey, USA).

Stupei 2:

DNazova néplii se diafiltruje ekvilibra¢nim pufrem (30 mM octan sodny (NaOAc), 1 mM chiori-
dem vépenatym (CaCl,), 50 mM chloridem sodnym (NaCl), pH 5). Ultrafiltraci se zahusti na
objem 355 ml a koncentraci 2,5 mg/ml.

Stuperi 3:

Kolona se promyje 2,5 objemy kolony (CV) 2 % (hmotn.) hydroxidu sodného (NaOH).

Stuperi 4:

Kolona se promyje 2,5 CV pfedekvilibraéniho pufru (300 mM NaOAc, 1 M NaCl, pH 5).

Stupeii 5:

Kolona se promyje 2,5 CV ekvilibra¢niho pufru.

Stupeti 6:

Kolona se naplni 1az1,3 g diafiltrované/ultrafiltrované DNazy (ze stupng 2). Po naplnéni
DN4zou se za&nou shromazd’ovat frakce eluentu z kolony.

Stupeii 7:
Kolona se promyje 5 CV ekvilibra¢niho pufru.
Stupeti 8:

Kolona se promyje 5 CV promyvaciho pufru (25 mM sukcinat, 1 mM chlorid vapenaty, pH 5,3).
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Stupeii 9:

Kolona se promyje 10 CV promyvaciho pufru o pH 5,4 (25 mM sukcinat, 1 mM chlorid vapena-
ty, pH 5,4).

Stupeii 10

Kolona se promyje 10 CV promyvaciho pufru o pH 6 (24 mM MES, 1 mM chlorid vapenaty,
pH 6,0).

Stupeii 11:

Spoji se frakce shromazdéné béhem stupiiti 6 az 8. Ziska se tak smés, ktera pfevazné obsahuje
deamidovanou DNazu. Spoji se frakce shromazdéné ve stupni 10. Ziska se tak nedeamidovana
DNéza. Frakce, které se shromazdi béhem stupné 9, obsahuji smés dvou forem DN4azy a mohou
se recyklovat. Shora popsany protokol je jednim pfikladem pouziti TCX noside pro preparativni
vyCisténi dvou forem rekombinantni lidské DNézy zpisobem, kterym je moZno provadét izolaci
vyCist€né deamidované a vy¢isténé nedeamidované DNazy ve velkém méfitku.

Priklad 4

Chromatografie na heparinu a imobilizovaném analogu DNA. Na chromatogramech na obr. 8
jsou analyzy na koloné s nosi¢em TSK-Heparin (Toso Haas, Montgomeryville, Pensylvanie,
USA) vzorki, které obsahuji bud’ smés deamidovanych a nedeamidovanych forem lidské DNazy,
vycisténou deamidovanou lidskou DNazu nebo vyéisténou nedeamidovanou lidskou DNazu.
Kolona s nosi¢em TSK-Heparin byla podrobena stejnym podminkam jako je shora popsano pro
analytickou TCX kolonu. Sefazené chromatogramy ukazuji, Ze kolona s imobilizovanym hepari-
nem déli deamidovanou a nedeamidovanou formu DNazy.

Jak bylo shora uvedeno, jinym zpisobem déleni deamidované a nedeamidované formy DNazy je
pouzivat kolonu, kterd obsahuje imobilizovany analog DNA, ktery je rezistentni na hydroly-
zu pusobenim DNazy. Jednim piikladem tohoto pfistupu ke koloné s imobilizovanym analogem
DNA je syntéza fosforthioatového oligonukleotidu 5-GCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGC~-
NH; ™ . Tato samo—dopliikova sekvence se miiZe anelovat na dvouvlaknovou formu a navazat na
Rainin HydroporeEP kolonu (Rainin Co., Woburn, Massachusetts, USA). Obrazek 9 ukazuje
sefazené chromatogramy analyz vzorkd, které obsahuji bud’ smés deamidované a nedeamidované
formy lidské DNazy, vyc¢isténé deamidované lidské DNazy, vyCiSténé nedeamidované lidské
DNazy nebo vy¢isténé mutované lidské DNazy se zbytkem kyseliny aspartové (spiSe nez aspara-
ginovym zbytkem) v poloze 74 aminokyseliny, z této kolony. Analyzy na této koloné se prova-
dé&ji v pufru, ktery obsahuje 1 mM chlorid vapenaty a 5 mM MES pfi pH 6, a eluuji se linearnim
gradientem do 1M koncentrace chloridu sodného 20 minut pfi pritoku 1 ml/min. Jak je uvedeno
na obrazku 9, za téchto podminek se od sebe ¢asteéné oddéli deamidovana a nedeamidovana
forma DNazy. Navic se na této koloné rozdéli také dvé izomerni formy deamidované DNazy,
které se li3i v poloze 74 sekvence aminokyselin DNazy tim, Ze v této poloze maji bud’ kyselinu
aspartovou nebo kyselinu izoaspartovou. Dal$i vyhodou tohoto chromatografického zpisobu je
tedy to, Ze umoZiiuje izolaci dvou izomerd, které vznikaji pfi deamidaci lidské DNazy.
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Ptiklad §
Enzymaticka aktivita deamidované lidské DNézy a nedeamidované lidské Dnazy

Pro zkoumani vlivu deamidace na enzymatickou aktivitu lidské DNazy bylo pouZzito nékolik
analytickych metod. Vygisténa deamidované lidskd DNéza a vy€iSt€na nedeamidovana lidska
DNaza pro pouZiti v t&hto studiich byly pfipraveny shora popsanou TCX chromatografii.

Podle jednoho zpisobu stanoveni enzymatické aktivity DNé4zy se syntetickd dvouvldknova DNA
o délce 25 parti nukleotiddi na jednom konci oznagi dinitrofenolem (DNP) a na druhém konci
biotinem. Hydrolyza substratu DNazou se detekuje zachycenim reakénich produktii na mikrotit-
rovaci desce s jamkami potazenymi protilatkou na DNP a kvantitativnim vyhodnocenim neporu-
ené sondy streptavidin—kfenovou peroxidazou. Specifické aktivita stability vzorkd byla korelo-
vana (r* = 0,613; n = 5) s rozsahem deamidace DNazy (v rozsahu 27 az 95 % hmot.). Extrapolace
linearni rovnice nejmensich &tverct poskytla o&ekavany vysledek, ze specificka aktivita deami-
dované lidské DNazy byla ptiblizn& o 77 % niZzsi nez nedeamidované lidské DNazy.

Jiny zpiisob stanoveni enzymatické aktivity DNazy zahrnuje hydrolyzu chromogenniho substrétu
p-nitrofenyl-fenylfosfatu (PNPP), jak to popsali Liao a spol.: Biochem. J. 255, 781 (1988). Kine-
tiky PNPP hydrolyzy lidskou DNazou jsou esovité a odpovidaji Hillov& rovnici nelinearni regre-
se. Timto zpiisobem byla stanovena Vi, plng deamidované lidské Dnazy jako o 77 % men3i nez
u nedeamidované lidské DNazy. Koncentrace substratu pro polovinu maximalni aktivity (Sos) se
vyznamné nelisila pro vzorky deamidované a nedeamidované lidské DNazy.

Jinym zplisobem stanoveni enzymatické aktivity DNéazy je test popsany Kunitzem: J. Gen.
Physiol. 33, 349 (1950), s vyhodou modifikovany tak, Ze enzymaticka reakce se provadi pfi
pH 7,0 aZ 7,5. Také podle tohoto zpisobu byla enzymaticka aktivita deamidované lidské DNazy
nizsi nez aktivita nedeamidované lidské DNazy.

Priklad 6
In vitro skladovani lidské Dnazy

Lidska DNaza vy¢i$téna z rekombinantnich bunék CHO se rozpusti na koncentraci 4 mg/ml
v nepufrovaném vodném roztoku 150 mM NaCl a 1 mM CaCl,. Vzorky vysledného roztoku
DNazy se pak pfenesou do sklenénych ampulek a ampulek z umélé hmoty. Byly pouzity dva
riizné typy ampulek z umélé hmoty, jeden vyrobeny z umélé pryskyfice Dupont 20 (vyrab&né E.I
du Pont de Nemours and Co., Inc., Wilmington, Delaware, USA), druhy vyrobeny z umélé
pryskyfice Escorene (vyrabéné firmou Exxon Corp.). Ob& tyto umélé hmoty jsou polyethylen
o nizké hustoté. Mohou se viak pouZivat nadobky vyrobené z jinych umélych hmot, jako je
polypropylen, polystyren nebo dalsi polyolefiny. Ampulky obsahujici roztok DNazy se skladuji
bud’ pti —70 °C, 2 az 8 °C nebo 25 °C. Piuvodné se deamidovalo 60 aZ 65 % hmotn. DNézy
v roztocich.

Roztoky DNézy v ampulkdch byly po potate&nim uloZeni nékolikrat analyzovany, aby se stano-
vil rozsah deamidace DNazy. Vysledky t&chto analyz jsou uvedeny v tabulce III.
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Tabulka III

Deamidace (%hmotn.) rekombinantni lidské DNazy skladované ve sklengnych ampulkich
a ampulkach z umélé hmoty

vzorek den ~70 °C 2az8°C 25°C
sklo 83 66 66 78
174 63 66 81
Dupont 20 83 65 66 7
174 63 63 70
Escorene 83 65 66 71
174 64 62 70

Pti skladovani pfi teploté —70 °C nebo pii teploté 2 az 8 °C nebyl po 83 a 174 dnech nalezen
Zadny rozdil v mnozstvi deamidované DNazy v ampulkich z umé&lé hmoty a mnoZstvi deamido-
vané DNazy v ampulkach ze skla. V vSech téchto pfipadech mnozstvi deamidované DNazy
v ampulkach bylo pfiblizn€ 64 % hmotn (+ 2 % hmotn.) z celkové DNazy.

Po 83 nebo 174 dnech skladovani pti teploté 25 °C byl viak ne¢ekané zjistén rozdil mezi mnoz-
stvim deamidované DNéazy v ampulkach z umélé hmoty a mnozstvim deamidované DNazy ve
sklenénych ampulkach.

Vyznamné méné deamidované DNazy bylo pfitomno v ampulkach z umélé hmoty. ZvIasté po
83 dnech skladovani pfi teploté 25 °C bylo ve sklenénych ampulkach zjisténo 78 % hmotn.
deamidované DNazy, zatimco v ampulkich z umélé hmoty pouze kolem 70 % hmotn.
Po 174 dnech skladovéni pii 25 °C ve sklenénych ampulkach bylo 81 % hmotn. deamidované
DNazy, zatimco v ampulkach z umélé hmoty pouze kolem 71 % hmotn. deamidované DNazy
z celkového mnozstvi DNézy.

Aniz by se brala v Uvahu jakakoliv teorie nebo mechanismus, rozdily v deamidacich DNazy
v ampulkéch ze skla a z umélé hmoty mohou byt disledkem rozdilného pH roztoku v ampulkach.
Pivodni pH roztoku DNézy ve sklenénych ampulkach bylo nepatrné vy3si nez pH v ampulkach
zumélé hmoty (pfiblizné 6,7 a 6,5). Hodnota pH roztoki DNazy ve sklenénych ampulkich se
¢asem nepatrné zvySovala (na pfiblizn€ 6,9 po 83 dnech skladovani pfi 25 °C a na pfiblizné 7,0
po 174 dnech skladovani pfi téZe teplot€), mozna jako disledek kiemicitant nebo iontd z povr-
chu skal rozpoustéjicich se v roztoku. Pfi vy$§im pH se rychlost deamidace lidské DNézy zvy-
Suje. Jelikoz nebylo vyhodnoceno, ze k deamidaci lidské DNazy dochazi pfi zvy$eném pH,
usporadanim tohoto vynalezu je pfipravovat a/nebo skladovat lidskou DNazu v roztocich, které
maji kyselé pH, typicky 4,5 az 6,8 nejvyhodnéji 5,0 az 6,8.

Vyznamného zvy3eni stability lidské DNazy v roztoku se tedy dosahne tim, Ze se tento roztok
DNazy umisti rad&ji do ampulek z umélé hmoty nez do ampulek sklenénych. Casem zfetelné
dochézi k niz$i deamidaci DNazy v ampulkach z umélé hmoty neZ v ampulkich sklenénych.
Toto zjidt€ni mize byt zvIasté dilezité pfi vyberu adjustace lidské DNazy pro terapeutické pouzi-
ti, kde je zvlast¢ zadouci, aby lidskd DNaza byla skladovatelna po prodlouZzenou dobu bez
vyznamné ztraty enzymatické aktivity. Stejné uzite¢né budou i sklenéné ampulky s nesklenénymi
potahy, napiiklad s vlozkami z umélé hmoty. Co je dulezité je to, aby se skladovana DN4za
vyhnula kontaktu se sklem, zvlasté pfi skladovani pfesahujicim 15 az 30 dni.

Predchazejici popis podrobné specifikuje zpisoby, které se mohou pouzivat pfi praktickém
vyuzivani tohoto vynalezu. Jakmile existuji podrobné specifické zplisoby pouZzivané pro identifi-
kovani, charakterizovani, déleni a pouzivani ¢isté deamidované a nedeamidované lidské DNazy
a dal3i popis specifickych modelovych systémii, zruény odbornik je schopen odvodit alternativni
zpusoby ziskani stejnych informaci vyuZzitim plodd tohoto vynalezu. I kdyZ pfedchozi text je
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jakkoliv podrobny, nebyl konstruovan jako omezeni celkového rozsahu tohoto vynalezu; spise je
rozsah tohoto vynalezu stanoven pouze zdkonnou konstrukei pripojenych naroki.

PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob oddé€lovani lidské DNazy deamidované v aminokyselinovém zbytku odpovidajicim
Asn—74 pivodni lidské DNazy od nedeamidované lidské DNézy z jejich smési,vyznaduji-
ci se tim, Ze se smés chromatografuje a formy DNaz se oddéluji na nosi¢i pryskyfice
s imobilizovanym kationtovym iontoméniem.

2. Zpulsob podle narokul,vyznaéujici se tim, Ze se smés chromatografuje a formy
DNA4z se oddéluji na nosiéi pryskyfice s imobilizovanym heparinem.

3. Zpisob podle ndroku 1, vyznaéujici se tim, Ze se smés chromatografuje a formy
DNiz se oddé&luji na nosiéi pryskyfice s nehydrolyzovatelnym analogem DNA.

4. Cist&na &aste¢né deamidovana lidskd DN4za, vyzna&ujici se tim, Ze obsahuje
lidskou DNé4zu nedeamidovanou v aminokyselinovém zbytku odpovidajicim ASn-74 pfirozené
lidské DN4zy a lidskou DN4zu deamidovanou v aminokyselinovém zbytku, kde je deamidovana
DNiza pritomna v mnoZstvi men$im neZ 25 % hmotn., vztazeno na celkovou hmotnost DNazy
v kompozici.

5. Cit&na &asteéné deamidovani lidskd DN4za, vyzna&ujici se tim, Ze obsahuje
lidskou DN4zu nedeamidovanou v aminokyselinovém zbytku odpovidajicim ASn-74 pfirozené
lidské DNazy a lidskou DN4zu deamidovanou v aminokyselinovém zbytku, kde je deamidovana
DN4za pfitomna v mnoZstvi men$im nez 5 % hmotn., vztazeno na celkovou hmotnost DNazy
v kompozici.

6. Cisténa taste¢né deamidovana lidska DN4za, vyznaéujici se tim, Ze obsahuje
lidskou DN4zu nedeamidovanou v aminokyselinovém zbytku odpovidajicim ASn—74 pfirozené
lidské DN4azy a lidskou DN4zu deamidovanou v aminokyselinovém zbytku, kde je deamidovana
DNéza piitomna v mnoZstvi men$im nez 1 % hmotn., vztazeno na celkovou hmotnost DNazy
v kompozici.

7. Farmaceuticky DNazovy prostiedek, vyznaéujici se tim, Ze obsahuje lidskou
DNazu nedeamidovanou v aminokyselinovém zbytku odpovidajicim Asn-74 pivodni lidské
DNazy a lidskou DNazu deamidovanou v aminokyselinovém zbytku, kde deamidované lidska
DNaza je ptitomna v mnoZstvi men$im nez 25 hmotn. % vztaZeno na celkovou hmotnost DNézy
v prostredku.

8. Farmaceuticky DNazovy prostiedek podle naroku7, vyznadujici se tim, Ze

deamidovana lidska DN4za je pfitomna v mnoZstvi men$im nez 5 hmotn. % vztazeno na celko-
vou hmotnost DNazy v prostiedku.
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9. Farmaceuticky DNazovy prostiedek podle naroku7, vyznadujici se tim, Ze
deamidovana lidska DNéza je pfitomna v mnoZstvi men3im nez 1 hmotn. % vztaZeno na celko-
vou hmotnost DNazy v prostfedku.

10. Farmaceuticky DNazovy prostfedek, vyznaéujici se tim, Ze obsahuje jako farma-
ceuticky u¢innou slozku deamidovanou DN4zu podle naroku 4 a farmaceuticky pfijatelny nosic.

11. Farmaceuticky DNézovy prostfedek, vyznaéujici se tim, Ze obsahuje jako G&in-
nou slozku nedeamidovanou lidskou DN4zu podle narokd 5 a 6 a farmaceuticky pfijatelny nosié.

10 vykresu
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GCAGTGCCTT
CGTCACGGAA
lySerAlalLe

TTCTTGACAG
AAGAACTGTC
pSerOP*Gln

CAGGGGGCCG
GTCCCCCGGC
GlnGlyAlav

GAAGTGCTTC
CTTCACGAAG
uLysCysPhe

CATTCTCGTC
GTAAGAGCAG
HisSerArgH

TGTCCCTGAA
ACAGGGACTT
alSerjLeuly

GTGCAGATCC
CACGTCTAGG
ValGlnIlelL

CACCAGACAC
GTGGTCTGTG
ProAspTh

GGACAGCTAC
CCTGTCGATG
AspSerTyr

AGGGAGTTTG
TCCCTCAAAC
ArgGluPheA

GCTTGGAGGA
CGAACCTCCT
LeuGluaAs

CCAGTGGCTG
GGTCACCGAC
GlnTrpLeu

GTTCCCGACT

CAAGGGCTGA
ValProAsp$S

TGAAGTGAGC
ACTTCACTCG
LysOP*Al

Obr. 1A

TGAGCCGCTA
ACTCGGCGAT
euSerArgTy

CTATCACTAC
GATAGTGATG
rTYrHisTyr

TACTACGATG
ATGATGCTAC
TyrTyrAspaA

CCATTGTTCC
GGTAACAAGG
laIlevalPr

CGTCATGTITG
GCAGTACAAC
pvalMetLeu

ATCCCCGACA
TAGGGGCTGT
IleProAspS

CGGCTCTTCC
GCCGAGAAGG
erAlaLeuPr

AGCCCCTCCC
TCGGGGAGGG
aAlaProPro

TGACATCGCC
ACTGTAGCGG
rAsplleala

GTGGTCAGTG
CACCAGTCAC
ValvalSerG

ATGGCTGCGA
TACCGACGCT
spGlyCysGl

CCTGCATGCG
GGACGTACGC
oLeuHisala

ATGGGCGACT
TACCCGCTGA
MetGlyAspP

GCGCTGACAC
CGCGACTGTG
erAlaAspTh

CTTTAACTTC
GAAATTGAAG
oPheAsnPhe

CACACCAGTT

GTGTGGTCAA
HisThrSer0Q
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TTCAGAGACC
AAGTCTCTGG
PheArgAsplL

ATCTCTGAGG
TAGAGACTCC
isLeuOP*Gl

GATCGCAGCC
CTAGCGTCGG
sIleAlaAla

CTGGTCCAGG
GACCAGGTCC
LeuvalGlnG

AGCCACTGGG
TCGGTGACCC
luProLeuGl

GCCCTGCGGG
CGGGACGCCC
uProCysGly

GCCCCGGGGG
CGGGGCCCCC
AlaProGlya

TCAATGCGGG
AGTTACGCCC
heAsnAlaGl

CACAGCTACA
GTGTCGATGT
rThrAlaThr

CAGGCTGLCCT
GTCCGACGGA
GlnAlaAlaT

GAACTGCAG
CTTGACGTC
P*Thrala

TTTCTTCATA
AAAGAAGTAT
euSerSerAM

ACATCACCAT
TGTAGTGGTA
yHisHisHis

TTCAACATCC
AAGTTGTAGG
PheAsnlleG

AGGTCAGAGA
TCCAGTCTICT
JuvValArgAs

ACGGAACAGC
TGCCTTGTCG
YArgAsnSer

AACGACACCT
TTGCTGTGGA
AsnAspThrp

ACCGAGTAGC
TGGCTCATCG
spArgValAl

CTGCAGCTAT
GACGTCGATA
yCysSerTyr

CCCACGCACT
GGGTGCGTGA
ProThrHisC

ATGGCCTGAG
TACCGGACTC
yrGlyLeuSe
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GACTACTTTT TTTTCTTTAA GCAGCARAAAG
CTGATGAAAA AAAAGAAATT CGTCGTTTTC
*ThrThrPhe PheSerleuS erSerLysAr

CATCTCAG
GTAGAGTCCT
HisLeuArgM

GGGG
ACTCCCCGTA
etArgGlyMe

GCTGCTG
CTTCGACGAC
tLysLeuleu

GAGAAAATTG
CTCTTTTAAC
gArgLysLeu

GGGGEGCTGC
CCCCGCGACG
GlyAlaLeul

TCATCAAAGG
AGTAGTTTCC
SerSerLysAsp

TGGCACTGGC
ACCGTGACCG
euAlaLeuAla_

AGACATTTGG
TCTGTAAACC
1nThrPheGl

CAGCCACCTG
GTCGGTGGAC
pSerHisLeu

TATAAGGAGC
ATATTCCTCG
TyrLysGluA

TCAACCGAGA
AGTTGGCTCT
heAsnArgGl

CGAGATCGAC
GCTCTAGCTG
aGlulleAsp

GTGAGACCCT
CACTCTGGGA
ValArgProS

GTGCCTATGA
CACGGATACT
ysAlaTyrAs

TGACCAACTG

ACTGGTTGAC
rAspGlnLeu

Obr. 1B

GGAGACCAAG
CCTCTGGTTC
YGluThrLys

ACTGCCGTGG
TGACGGCACC
ThrAlavalG

GCTACCTGTIT
CGATGGACAA
rgTyrLeuPh

GCCAGCCATT
CGGTCGGTAA
uProAlalle

GCTCTCTATG
CGAGAGATAC
AlaLeuTyrA

CCCAGTGGTC
GGGTCACCAG
exGlnTrpSe

CAGGATCGTG
GTCCTAGCAC
pArgIleval

GCCCAAGCCA
CGGGTTCGGT
AlaGlnalal

ATGTCCAATG
TACAGGTTAC
MetSerAsni

GGAAGCTGCT
CCTTCGACGA
lyLysLeulLe

CGTGTACAGG
GCACATGTCC
eValTyrArg

GTCAGGTTCT

CAGTCCAAGA
ValArgPheP

ACGTCTACCT

TGCAGATGGA.

spvValTyrLe

ATCCATCCGC
TAGGTAGGCG
rSerlleArg

GTTGCAGGGA
CAACGTCCCT
ValAlaGlyM

TCAGTGACCA

AGTCACTGGT
leSerAspHi

-22.

CCACCCTCGT
GGTGGGAGCA
laThrLeuVa

GGACAACCTC
CCTGTTGGAG
UAspAsnLeu

CCTGACCAGG
GGACTGGTCC
ProAspGlnv

TCTCCCGGTT
AGAGGGCCAA
heSerArgPh

GGATGTCCAA
CCTACAGGTT
uAspvValGln

CTGTGGACAA
GACACCTGTT
LeuTrpThrS

TGCTGCTCCG
ACGACGAGGC
etlLeuleuAr

CTATCCAGTG
GATAGGTCAC
sTyrProval

CAGCTACATT
GTCGATGTAA
1SerTyrlle

AATCAGGATG
TTAGTCCTAC
AsnGlnAspAla

TGTCTGCGGT
ACAGACGCCA
alSerAlaval

CACAGAGGTC
GTGTCTCCAG
eThrGluval

GAGAAATGGG
CTCTTTACCC
GluLysTrpGly

GCCCCACCTT
CGGGGTGGAA
erProThrPhe

AGGCGCCGTT
TCCGCGGCAA
gGlyAlaval

GAGGTGATGC
CTCCACTACG
GluvalMetleu
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160
' y=139.56-0.85596x%

140 s ¢ den isolace
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a stabilita
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Obr. 2
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Obr. 6
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