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Analog humanniho erythropoietinu a jeho pouZiti, sekvence DNA, eukaryontni hostitelska
buiika a farmaceuticky prostfedek

Oblast techniky

Vynélez se tyka analogli huméanniho erythropoietinu a jejich poﬁiiti pro vyrobu lé¢iv, sekvenci
DNA, které kéduji tyto analogy, eukaryotnich hostitelskych bunék transfekovanych témito
sekvencemi DNA a farmaceutického prostfedku na bazi vyse uvedenych analogi erythropoietinu.

Dosavadni stav techniky

Erythropoietin (EPO) je glykoproteinovy hormon, ktery se podili na maturaci erythroidnich
progenitorovych bunék na erythrocyty. Jedna se o dilezity hormon regulujici hladinu &erstvych
krvinek v obéhovém systému. Prirodni erythropoietin je produkovan v jatrech b&hem Zivota
plodu a v ledvindch dospélych, cirkuluje krvi a stimuluje produkei ¢ervenych krvinek v kostni
dreni. Anémie je téméf vzdy disledkem selhdni ledvin projevujiciho se sniZenou produkci
erythropoietinu v ledvinach. Zjistilo se, Ze rekombinantni ervthropoietin vyrobeny technikami
genetického inZenyrstvi, tj. expresi proteinového produktu z hostitelské buiiky transformované
genem kodujicim erythropoietin je uc¢inny pfi 1é¢bé anémie vyvolané chronickym selhanim
ledvin.

Vmoti Clovéka je normaln€ pfitomna nizkd koncentrace erythropoietinu, zatimco v mo&i
pacienti trpicich aplastickou anémii je hladina erythropoietinu (Miyake et al., J. Biol. Chem. 252,
5558 (1977)) bylo jako vychozi latky pouZito moéi pacienti trpicich aplastickou anémii. Az
dosud se v3ak urinarni erythropoietin nestal uzite¢nym z terapeutického hlediska.

Identifikace, klonovéni a exprese genl kodujicich erythropoietin je popséna v patentu
US 4703 008 (Lin). Popis zptisobu purifikace rekombinantniho erythropoietinu z bun&&ného
média je popsan v patentu US 4 667 016 (Lai et al.). Vy3e uvedené dvé citace jsou zde uvedeny
nahradou za pfeneseni jejich celého obsahu do popisu tohoto vynélezu. Exprese a izolace
biologicky aktivniho rekombinantniho erythropoietinu ze savéich hostitelskych bun&k obsahu-
jicich erythropoietinovy gen v rekombinantnim plazmidu umoznila poprvé ziskat vét$i mnoZstvi
erythropoietinu vhodného pro terapeutické aplikace. Kromé toho, znalost sekvence genu a
dostupnost vétSich mnozZstvi purifikovaného proteinu vedla k lep§imu porozuméni mechanismu
ucinku tohoto proteinu.

Mnohé buné&éné povrchové proteiny a sekretorové proteiny produkované eukaryontnimi buiikami
jsou modifikovany jednou nebo vice oligosacharidovymi skupinami. Tato modifikace, ktera je
oznaovana nazvem glykosylace, mize dramaticky ovlivnit fyzikalni vlastnosti proteinii a mizZe
byt také dulezita pro stabilitu, sekvenci a subcelularni lokalizaci proteinu. Vhodna glykosylace
miize mit rozhodujici vyznam pro biologickou Wginnost. Je skuteZnosti, Ze n&které geny
z eukaryontnich organismil, pokud jsou exprimovany v bakteriich (naptiklad E. coli), kterym
chybi bunéCné procesy pro glykosylaci proteinli, poskytuji proteiny, které po izolaci vykazuji jen
malou u¢innost nebo jsou Gplné neddinné, v disledku toho, Ze nejsou glykosylovany.

Ke glykosylaci dochazi na specifickych mistech hlavniho fetézce polypeptidu a obvykle se jedna
o dva ruzné typy: O-véazané oligosacharidy jsou pfipojeny k serinovym nebo threoninovym
zbytkiim, zatimco N—vézané oligosacharidy jsou pfipojeny k asparaginovym zbytklim, kde jsou
soucasti sekvence Asn—X—Ser/Thr, kde X pfedstavuje jakoukoliv aminokyselinu s vyjimkou
prolinu. Struktury N—véizanych a O-vézanych oligosacharidi a cukernych zbytkd, které se
vyskytuji u obou typi, jsou riizné. Jednim typem cukru, ktery se obvykle vyskytuje u obou t&chto
typd, je kyselina N-acetylneuraminova (dale oznadovand nazvem kyselina sialova). Kyselina
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sialova tvofi obvykle terminalni zbytek jak N-vazaného, tak O—vazaného oligosacharidu a diky
svému negativnimu naboji miZze propijéovat glykoproteinu kyselé vlastnosti.

Jak humanni erythropoietin izolovany z moéi, tak rekombinantni erythropoietin (exprimovany
v sav¢ich buiikdch) s aminokyselinovou sekvenci 1-165 huméanniho erythropoietinu obsahuje tfi
N-vézané a jeden O-vazany oligosacharidovy fetézec, které dohromady &ini asi 40 % celkové
molekulové hmotnosti glykoproteinu. N-vazana glykosylace se vyskytuje u asparatinovych
zbytkd umisténych v polohach 24. 38 a 83, zatimco O-vazana glykosylace je umisténa na
serinovém zbytku v poloze 126 [Lai et al., J. Biol. Chem. 261, 3 116 (1986); Broudy et al., Arch.
Biochem. Biophys. 265, 329 (1988)]. Bylo ukazano, Ze oligosacharidové fetézce jsou
modifikovany terminalnimi zbytky kyseliny sialové. Enzymatické zpracovani glykosylovaného
erythropietinu za G¢elem odstranéni viech zbytki kyseliny sialové, se projevuje ztratou G&innosti
in vivo, ale neovlivni G¢innost in vitro [Lowy et al., Nature 185, 102 (1960); Goldwasser et al.,
J.Biol. Chem. 249, 4202(1974)]. Toto chovani bylo vysvétleno rychlym vymizenim
asialoerythropoietinu z obéhu pfi interakei s hepatickym proteinem, ktery vaze asialoglyko-
protein [Morrell et al., J. Biol. Chem. 243, 155 (1968); Briggs et al., Am. J. Physiol. 227, 1 385
(1974); Ashwell et al.,, Methods Enzymol 50, 287 (1978)]. Erythropoietin vykazuje tedy
biologickou G¢innost in vivo pouze v tomto ptipadg, kdyZ je sialylovan, &im% se zabrani jeho
vazbé na hepaticky vazebny protein.

Uloha jinych slozek v oligosacharidovych fetézcich erythropoietinu neni dobfe definovéna.
Zjistilo se, ze ¢aste¢né deglykosylovany erythropoietin vykazuje podstatné sniZenou u¢innost in
vivo ve srovnani s glykosylovanou formou, ale zachovava si svou €innost in vitro [Dordal et al.,
Endocrinology 116, 2293 (1985): Lin, v¥e citovany patent]. V jiné studii viech bylo konsta-
tovano, Ze odst€peni N-vazanych nebo O-vazanych oligosacharidovych fetézci, jednotlivé nebo
dohromady, mutagenezi asparaginovych nebo serinovych zbytkd, které predstavuji glykosyladni
mista, vyrazné snizuje in vitro u¢innost modifikovaného erythropoietinu produkovaného v sav-
Cich burikiach [Dube et al., J. Biol. Chem. 263, 17516 (1988)].

Glykoproteiny, jako je erythropoietin, je moZno rozd€lovat na formy s riznym nabojem za
pouZiti takovych technik, jako je izoelektricka fokusace (IEF). Nékolik skupin védci publikovalo
IEF studie vztahujici se k surovym nebo z&asti purifikovanym erythropoietinovym pfipravkiim
[Lukowski et al., J. Biochem. 50, 909 (1972); Shelton et al., Biochem. med. 12, 45 (1975); Fuhr
et al., Biochem. Biophys. Res. Comm. 98, 930 (1981)]. Pomoci IEF byly pfi téchto studiich
identifikovany nejvyse tfi nebo &tyfi frakee s erythropoietinovou G&innosti a zadna z nich nebyla
charakterizovéna, pokud se ty¢e obsahu uhlohydrati. Kromé nebyla provedena Zadné korelace
mezi izoelektrickymi body téchto frakci a jejich biologickou i¢innosti.

Pfi purifikaci erythropoietinu izolovaného z humanni mogi (Miyake et al., vy$e uvedena citace)
bylo zjiSténo, Ze dvé frakce erythropoietinu izolované pomoci chromatografie na hydroxylapatitu
a oznatené symboly II a Illa, vykazuji podobnou specifickou G€innost. Nasledujici analyza
uhlohydratl ve frakcich II a Ila ukazala, Ze frakce Il obsahuje vy33i primé&rny obsah kyseliny
sialové, nez frakce Illa (Dordal et al., vy3e uvedena citace).

Ukolem tohoto vynélezu je ziskat odd&lené a izolované izoformy erythropoietinu s definovanym

obsahem kyseliny sialové a s definovanou biologickou i¢innosti. Tyto izoformy by mély byt
terapeuticky uZite¢né pfi pouziti ve formé& farmaceutickych prostredk.

Podstata vynalezu

Predmétem vynilezu je analog huménniho erythropoietinu zahrnujici adici jedné nebo vice
aminokyselin ke karboxylovému konci erythropoietinu, pfi¢emz v adovanych aminokyselinich je
obsazeno alespoii jedno misto pro glykosylaci.
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Ve vyhodném provedeni analog humanniho erythropoietinu podle vynilezu zahrnuje adici
peptidového fragmentu ziskaného z karboxyterminalni ¢asti humanniho chorionického gonado-
tropinu, pfiCemz tento fragment je pfipojen ke karboxylovému konci erythropoietinu.

Jako konkrétni provedeni analogu humanniho erythropoietinu podle vynéalezu je moznou vést
provedeni zvolena ze souboru sestavajici z

a) humanniho erythropoietinu, k jehoz karboxylovému konci je pfipojena aminokyselinova
sekvence Ser-Ser—Ser—Ser—Lys—Ala—Pro—Pro—Pro—Ser-Leu-Pro—Ser-Pro-Ser—Arg-Leu-Pro—
Gly-Pro—Ser-Asp—Thr-Pro-Ile-Leu—Pro-Gln;

b) analogu charakterizovaného v odstavci a), ktery dale obsahuje Ser®’ Asn®Thr’EPO; a

¢) analogu charakterizovaného v odstavci a), ktery dale obsahuje Asn®*Thr*Val®’ Asn®*Thr”-
EPO.

Piedmétem vynalezu je také sekvence DNA kodujici analog huméanniho erythropoietinu popsany
vyse.

Dal§im pfedmétem vynalezu je eukaryontni hostitelskd buiika transfekovana sekvenci DNA
uvedeno vy3e zpuisobem umoZziujicim hostitelské buiice exprimovat analog huménniho erythro-
poietinu.

Pfedmétem vynilezu je dale také farmaceuticky prostiedek, jehoZz podstata spoiva v tom, Ze
obsahuje terapeuticky u¢inné mnoZstvi vyse uvedeného analogu erythropoietinu spolu s farma-
ceuticky vhodnym fedidlem, adjuvantem nebo nosi¢em.

Koneéné je pfedmétem vynalezu také pouZiti terapeuticky u¢inného mnoZstvi vyse uvedeného

analogu erythropoietinu pro vyrobu farmaceutického prostfedku pro zvy$ovani hematokritu
u pacienta.

Piehled obrazki na vykresech

Obr. 1 ukazuje analyticky izoelektricky fokusaéni gel, na némz je provedena separace izoforem
rekombinantniho erythropoietinu. Gelové drahy 1 az 11 ukazuji izoformy od méné kyselych
(vy$§i hodnota pl) vdraze 1 ke kyselej§im (niZ¥i hodnota pl) v draze 11. V drahach leZicich
u pravého a levého okraje je téZ obsaZen purifikovany rekombinantni erythropoietin obsahujici
smés izoforem 9 az 14.

Na obr. 2 je znazornén vztah mezi pottem zbytkid kyseliny sialové v izoform& erythropoietinu
a specifickou G&innosti této izoformy in vivo vyjadfenou v jednotkach/mg erythropoietinového
polypeptidu. Na obr. 2A je znazorn&na koncentrace kazdé izoformy erythropoietinu zjisté€né
Bradfordovym stanovenim proteini. Na obr. 2B je tato koncentrace stanovena méfenim
absorbance pfi 280 nm a na obr. 2C je tato koncentrace stanovena metodou RIA.

Obr. 3 ukazuje analyticky izoelektricky fokusa&ni gel s definovanymi smési izoforem rekombi-
natniho erythropoietinu pfipravenymi chromatografii na anexu za riznych podminek. Gelové
drahy 1 aZ 6 piedstavuji (podle pofadi v jakém jsou uvedeny) erythropoietinové izoformy
eluované v promyvaci kapaling s vysokym obsahem soli po promyti sloupce Q-Sepharose
rychlym proudem 150mM kyseliny octové o pH 4,7, 150mM kyseliny octové, ktera neni
pufrovéana, 200mM kyseliny octové o pH 4,7, 300mM kyseliny octové o pH 4,7 nebo 300mM
kyseliny octové, kterd neni pufrovana. Na levé krajni draze gelu je také obsaZen purifikovany
rekombinantni erythropoietin obsahujici smés izoforem, ziskany postupy popsanymi v pfikladu 2
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vySe uvedené publikace Lai et al., pouze stim rozdilem, e misto chromatografie na
DEAE-Agarose bylo pouzito chromatografie na O-Sepharose.

Obr. 4 ukazuje déleni izoforem erythropoietinu 8 az 12, které se provadi tak, Ze se upravené
buné&né médium nanese na sloupec Q-Sepharose a eluuje gradientem s klesajici hodnotou pH
a stoupajici iontovou silou. Alikvoty sudych frakei od frakce 2 do frakce 40 se podrobi analytické
izoelektrické fokusaci. Na levé krajni draze gelu je také obsaZen purifikovany rekombinantni
erythropoietin obsahujici smés izoforem, ziskany postupy pospanymi v piikladu 2 vyse uvedené
publikace Lai et al., pouze s tim rozdilem, Ze misto chromatografie na DEAE-Agarose bylo
pouzito chromatografie na Q—Sepharose.

Na obr. 5 je znazorn&na sekvence aminokyselin humanniho erythropoietinu. Ctveretky oznaduji
asparaginové zbytky, k nimz jsou p¥ipojeny N-vézané uhlohydritové fetézce a hvézdicka
oznaluje serinovy zbytek, ktery je modifikovan O-véazanych uhlohydratovym fetézcem.

Na obr. 6A, 6B a 6C je zndzornéna série klonovacich stupiiti pouZitych pro vytvoreni plazmidi
pro konstrukci a analyzu analogi humanniho erythropoietinu. Tyto analogy obsahuji amino-
kyseliny modifikované zplisobem znazorn&nym a obr. 5, ktery jim dodava pfidavna glykosyla&ni
mista.

Na obr. 7 je znazornéna analyza Western blot COS bun&nych supernatanti erythropoietinu
s humanni sekvenci a uvedenych analogi erythropoietinu. Analogy [Asn’, Ser'']EPO,
[Asn®]EPO, [Asn'®, Ser'”]EPO a [Pro'*, Thr'**JEPO jsou zkonstruovany zpisobem popsanym
v piikladu 6. Pro srovnani jsou zde uvedeny téZ ptidavné analogy [Pro'>’,Thr'”’]JEPO a [Asn'*,
Ser'”*]EPO, které neobsahuji pridavné uhlohydratové fetézce.

Na obr. 8 je znazornéna analyzy Western blot COS bun&nych supernatanti erythropoietinu
s huménni sekvenci a charakterizovanych analogi erythropoietinu po zpracovani N-glykanazou.
Analogy [Thr'”’JEPO a [Pro'*, Thr'*JEPO sou zkonstruovény zpiisobem popsanym v ptikladu 6.
Pro srovnani jsou zde uvedeny té% ptidavné analogy [Val'*]EPO, [Pro'**]EPO [Pro'*]EPO,
[Thr'*}JEPO, [Pro'?, Ser'”]EPO a [Thr'?, Ser'*’]EPO.

Obr. 9 ukazuje izoelektricky fokusa&ni gel z fokusace frakci 2, 3 a 4 ziskanych chromatografii na
Q-Sepharose s obracenymi fazemi (C4) za pouziti buné&ného média podporujiciho rist CHO
bungk transfekovanych erythropoietinovou cDNA obsahujici [Thr'?*}-mutaci. Na levé a pravé
krajni draze gelu je také obsaZen purifikovany rekombinantni erythropoietin obsahujici smés
izoforem, ziskany postupy popsanymi v pfikladu 2 vy$e uvedené publikace Lai et al., pouze s tim
rozdilem, Ze misto chromatografie na DEAE-Agarose bylo pouzito chromatografie na Q-
Sepharose.

Na obr. 10 jer zndzornéna analyza Western blot COS buné&nych supernatantii rekombinantniho
humanniho erythropoietinu (rHUEPO) a zvolenych analogi. Konstrukce téchto analogi je
popsana v pfikladu 6. Analogy N9, N14, N18, N19, N21, N24 a N39 obsahuji pfinejmensim
jeden pfidavny uhlohydratovy fetézec, coZ je dokumentovano niZ$i pohyblivosti na gelu.

Na obr. 11 je znazornéna analyza Western blot COS bun&nych supernatantti rekombinantniho
huménniho erythropoietinu a analogu EPO N14 v pribéhu 3tépeni N—glykanizou. Casové
intervaly, v nichZ bylo provad&no mé&feni, jsou 0, 4, 12, 45 minut a §t&peni pfes noc.

Obr. 12 ukazuje izoelektricky fokusa&ni gel z fokusace pfipravki obsahujicich izoformy analogu
EPO N14. Smés oznaené jako nizké izoformy obsahuje analog EPO N14 obsahujici prevazné
6 az 12 zbytki kyseliny sialové v molekule, sm&s oznafena jako stfedni izoformy obsahuje
analog N14 obsahujici pfevazn& 10 aZ 15 zbytkl kyseliny sialové v molekule a sm&s oznadena
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jako vysoké izoformy obsahuje analog N 14 obsahujici pfevazné 12 az 17 zbytk kyseliny sialové
v molekule.

Obr. 13 ukazuje farmakokinetiku rekombinantniho huménniho erythropoietinu, izolované
izoformy 14 a analogu EPO N14 (izoformy 15 az 17) po intravenosnim injekénim podani
krysam.

Na obr. 14 je znazornéna zkouska vytésiiovani 'I-znageného rekombinantniho humanniho
erythropoietinu z vazby z receptoru erythropoietinu provadéna za chladu za pfitomnosti rizného
mnoZstvi naznaceného rHUEPQ, izolované izoformy 14 nebo analogu EPO N14.

Obr. 15 ukazuje studii my$iho hematokritu (pomér plasmy ke krvinkam), pfi niz se porovnava
G&innost vysoké izoformy EPO N14 (0,036 az 0,0712 pg), izolované izoformy 14 (0,036
a 0,0712 pg), nizké izoformy EPO 177 (0,0712 pg) a rHuEPO (0,071 pg).

Nasleduje podrobny popis tohoto vynalezu.

Predmétem vynélezu jsou izoformy erythropoietinu. Specifické izoformy erythropoietinu ziskané
podle vynélezu a jejich vlastnosti se mohou ménit v zavislosti na zdroji vychoziho materialu. Tak
napiiklad izoformy huménniho erythropoietinu izolovaného z mo¢i se 1ii od izoforem rekombi-
natniho erythropoietinu. V pfednostnim provedeni se vynélez tykd izoformy erythropoietinu se
specifickym poltem (tj. spevnym poltem, ktery je vy3Si nez 0) zbytki kyseliny sialové
v molekule erythropoietinu, pfi¢emz toto &islo je zvoleno ze souboru zahrnujiciho Cisla 1 az 14.
S vyhodou je timto &islem 9, 10, 11, 12, 13 nebo 14. V jiném provedeni je toto Cislo vyssi nez 14
a s vyhodou lezi v rozmezi od 16 do 23.

Pod oznalenim ,izoforma erythropoietinu®, jak se ho pouzivd vtomto popisu, se rozumi
erythropoietinovy pfipravek vykazujici jediny izoelektricky bod (pI) a majici stejnou sekvenci
aminokyselin. Pod oznadenim ,.erythropoietin“, jak se ho pouZivd vtomto popisu, se rozumi
pfirodni erythropoietin, humanni erythropoietin izolovany z moci, jakoz i polypeptidy, které se
nevyskytuji v pfirodé a které maji sekvenci aminokyselin a které jsou glykosylovény zpiisobem
dostate¢n& kopirujicim pfirodni erythropoietin, aby jim to udélilo in vivo biologické vlastnosti
spolivajici ve stimulaci bunék kostni dfen& pro zvySenou produkci retikulocyti a Cervenych
krvinek.

Zjistilo se, Ze oddé&lené izoformy rekombinantniho erythropoietinu, které maji sekvenci amino-
kyselin huméanniho erythropoietinu izolovaného z modi, odpovidaji molekuldm erythropoietinu
obsahujicim 1 aZ 14 zbytki kyseliny sialové, pfi¢emz kazda z izoforem p¥itomnych v purifikova-
ném rekombinantnim erythropoietinu vykazuje G&innost in vivo majici vztah k poctu zbytkd
kyseliny sialové, které tato izoforma obsahuje.

V prednostnim provedeni je erythropoietin produktem exprese exogenni sekvence DNA, ktera
byla transfekovana do nehumanni eukaryotni hostitelské buiiky. V pfednostnim provedeni je tedy
erythropoietinem ,,rekombinantni erythropoietin“. Rekombinantni erythropoietin se s vyhodou
produkuje postupy popsanymi v patentu US 4 703 008 (Lin; stejny majitel vlastni i prava k této
ptihlaice). Rekombinantni erythropoietin se muZe purifikovat obecnymi postupy stejnymi
v prikladu 2 patentu US 4 667 016 (Lai et al.; stejny majitel vlastni i prava k této pfihlasce) nebo
alternativné zpisobem popsanym v piikladu 2 vySe uvedené publikace Lai et al., pii némz se
viak misto chromatografie na DEAE-Agarose pouZije chromatografie na Q—Sepharose.

Erythropoietin purifikovany podle pfikladu 2 vy3e uvedené publikace Lai et al. obsahuje podle
analyzy IEF pfevazné 6 izoforem. Za pouZiti chromatografickych postupli popsanych v piikladu
4 byla kromé toho zjisténa pfinejmensim jedna dal§i izoforma s vy33i kyselosti. (Tato kyselejsi
forma migrujici na IEF gelu pfi obsahu zbytki sialové kyseliny nad 14 miZze obsahovat zaporna
naboje nepochazejici z sialové kyseliny, coz doklada rezistence nékterych naboji ke Stépeni
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sialidazou). Tyto izoformy se od sebe vzajemné li3i obsahem kyseliny sialové. Tato skuteZnost je
v pfikladech demonstrovana na izolaci 10 takovych izoforem preparativni IEF a stanovenim
obsahu kyseliny sialové v 5 z nich. Zjistilo se, Ze v izoformach zkouSenych na obsah kyseliny
sialové, je pocet zbytki kyseliny sialové 9, 10, 11, 12 nebo 13.

Existuje vztah mezi relativni specifickou Gginnosti erythropoietinu in vivo a po&tem zbytki
kyseliny sialové v molekule erythropoietinu z izoforem 5 az 11 (kazda izoforma je zde oznadena
potem zbytki Kyseliny sialové v molekule erythropoietinu). Izoformy 11 az 14 vykazuji
priblizné stejnou relativni specifickou a&innost in vivo. Izoformy 5 az 14 byly zkouSeny na
u¢innost in vivo pomoci exhypoxického polycythemického biologického stanoveni na mysich.
Mnozstvi kazdé z pritomnych izoforem se zjistilo Bradfordovym stanovenim proteinti, méfenim
absorbance pfi 280 nm nebo radioimunoesejem (RIA) pro erythropoietin. Vysledky stanoveni
RIA vyjadfené v jednotkich/ml se dé&li hodnotou 212 770 jednotek/mg erythropoietinového
polypeptidu, primémou specifickou G&innosti purifikovaného erythropoietinu stanovenou
metodou RIA, a tim se ziskaji hodnoty koncentrace proteinu v izolovanych izoformach nebo
smésich izoforem, které jsou vyjadfeny v miligramech erythropoietinového polypeptidu na
mililitr. Jak je to ukdzano v piikladech, relativni specificka G¢innost in vivo stupiiovité stoupa od
izoformy 5 k izoformé 11 (viz tabulka 2).

Hodnoty specifické U¢innosti in vivo, které jsou v tomto popisu uvadény, predstavuji hodnoty
ziskané méfenim relativni specifické u¢innosti in vivo a nikoliv méfenim absolutni specifické
iCinnosti in vivo. Hodnot specifické t&innosti se v tomto popisu pouZiva pouze pro srovnavani
relativni GCinnosti izoforem zkouSenych pomoci stejného stanoveni za stejnych podminek, za
pouZiti stejného vnitniho standardu, stejného typu zvifete a za pouZiti stejné analyzy dat pouZi-
tych pro vypolet specifické Géinnosti a za pouZiti stejné zkousky pro stanoveni obsahu proteinu.
Zadna zuvedenych hodnot specifické G&innosti in vivo u kterékoliv z izoforem nepiestavuje
inherentni nebo absolutni hodnotu charakteristickou pro tuto izoformu.

Prfedmétem vynalezu jsou také smé&si obsahujici dvé nebo vice izoforem erythropoietinu. Podle
Jjednoho provedeni obsahuji tyto smé&si izoformy obsahujici vy33i poet zbytkd kyseliny sialové
v molekule erythropoietinu, nez je pfedem ur&eny pocet, napfiklad vy3$3i podet nez 11 nebo 12,
napfiklad se jednd o smés izoforem 12, 13 a 14. Podle jiného provedeni obsahuji tyto smési
izoformy s pfedem uréenym po&tem zbytkd kyseliny sialové v molekule erythropoietinu, napfi-
klad s méné nez 12, ale vice nez 8 zbytky kyseliny sialové v molekule, jako je tomu naptiklad
v pfipadé smési izoforem 9, 10 a 11. Pfedmétem vynédlezu jsou také smési izoforem
erythropoietinu, v nichZ jsou vzajemnéa mnoZstvi izoforem stejna nebo rizna. Tak naptiklad smés
izoforem 9, 10 a 11 miZe obsahovat jednotlivé izoformy v riiznych pomérech, jako naptiklad
1:1:1,2:3:1nebo20:20:1.

S vyhodou obsahuji takové smési méné neZ 4 izoformy a jedna se naptiklad o smési 11, 12 a 13
nebo o smési izoforem 12 a 14 nebo déle o smés izoforem 7 a 13.

Takové smési izoforem erythropoietinu se vyrabgji podle vynalezu souéasnou izolaci zvolenych
izoforem erythropoietinu. Tyto postupy zahrnuji izolaci jednotlivych izoforem takovymi techni-
kami, jako je preparativni izoelektrickd fokusace nebo vyrobu smési izoforem obsahujicich
pfedem uréeny poCet zbytkli kyseliny sialové (napfiklad nad 11) takovymi technikami, jako je
ionexova chromatografie nebo chromatofokusace. Viechny tyto techniky jsou zalozeny na déleni
proteini podle néboje.

Ionexova chromatografie a chromatofokusace se obvykle provadi tak, Ze se bud’ surovy humanni
erythropoietin (médium zpracované buiikami), nebo purifikovany material aplikuje na sloupec
pryskyfice za podminek umozZiiujicich vazbu nékterych nebo viech izoforem erythropoietinu
k pryskyfici. Pokud se pouZivd surového eryhtropoietinu, pfednostn& se protein aplikuje na
sloupec pfi hodnot& pH asi 7, zatimco purifikované proteinové pfipravky se mohou aplikovat na
sloupec pfi pH vrozmezi od 7 do asi 4. Po promyti sloupce pufrem o hodnoté pH asi 4 se
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izoformy erythropoietinu, které zistanou navazany na sloupci ionexu, eluuji zvySenim pH
a koncentrace soli v promyvacim pufru nebo aplikaci gradientu se snizujici se hodnotou pH
a zvysujici se iontovou silou pfi pH asi 4. V pfipadé chromatofokusace se izoformy eluuji ze
sloupce gradientem se sniZujici se hodnotou pH nebo promytim sloupce roztokem s vysokou
koncentraci soli.

V piednostnim provedeni se jednotlivé izoformy izoluji za pouziti jonexové chromatografie. Tak
napiiklad izoforma 14 se izoluje za pouziti ionexové chromatografie zpisobem popsanym
v ptikladu 8.

Do rozsahu vyndlezu spadaji také urgité analogy humanniho erythropoietinu. Pod oznafenim
,»analog humanniho erythropoietinu®, jak se ho pouziva v tomto popisu, se rozumi erythropoietin
zahrnujici jednu nebo vice zmén aminokyselinové sekvence huméanniho erythropoietinu, ktera ma
za nasledek zvy$eni podtu mist pfipojeni kyseliny sialové. Analogy se tvoii mistné orientovanou
mutagenezi zahrnujici adice, delece nebo substituce aminokyselinovych zbytkd, kterymi se
zvySuje nebo méni podet mist, ktera jsou k dispozici pro glykosylaci. Takové analogy mohou
obsahovat vétsi po€et uhlohydratovych fetézcti nez humanni erythropoietin.

Analogy erythropoietinu podle vynalezu obsahuji sekvenci aminokyselin, ktera zahrnuje pfinej-
men$im jedno pfidavné glykosylaéni misto. Analogy obsahujici vy3$i koncentraci kyseliny
sialové nez jeji obsah v humannim erythropoietinu se ziskavaji zavedenim glykosylaénich mist,
které nezplsobi zmateni sekunddrni nebo terciarni komformace potiebné pro biologickou
a¢innost. Analog humanniho erythropoietinu s vyhodou obsahuje 1, 2 nebo 3 ptidavna mista pro
N-glykosylaci nebo O-glykosylaci, coz se projevi zavedenim 1, 2 nebo 3 pfidavnych N-
vazanych nebo (-vazanych uhlohydratovych fetézc. Tak napfiklad leucin v poloze 69 se
nahradi asparaginem, za vzniku sekvence Asn-Leu—Ser, ktera slouzi jako €tvrté misto pro
N-glykosylaci. Takova zména mlize obvyvkle dodat aZ &tyfi pFidavné zbytky kyseliny sialové do
molekuly. Jako pfiklady zmén, kterymi lze vytvofit pfidavna O—glykosylaéni mista, je vyména
alaninu v poloze 125 za threonin a alanini v polohach 124 a 125 za prolin (v poloze 124)
a threonin (v poloze 125). Je mono sestrojit analogy obsahujici jeden nebo vice pfidavnych
N-vézanych a O—vazanych fetézcl, jako jsou napfiklad analogy NO1 a NO2 popsané v tabulce 5.
Odbornikiim v tomto oboru je zfejmé, Zze do rozsahu tohoto vynalezu spada i mnoho dalSich
analogli humanniho erythropoietinu obsahujicich pfidavna mista pro glykosylaci.

Analogy se zvy$enou &etnosti pfipojeni uhlohydratd v glykosyla¢nich mistech rovnéz spadaji do
rozsahu tohoto vynélezu. Tyto analogy obvykle zahmuji substituci jedné nebo vice aminokyselin
v tésném sousedstvi k N-vazebnému nebo O-vazebnému mistu. Diky témto zméndm amino-
kyselin bude vétsi ¢ast erythropoietinovych polypeptidi obsahovat uhlohydratovou modifikaci.
Glykosylaéni mista mohou byt pfirozena nebo mohou byt vytvofena mutaci. Tak napiiklad
analog N13 neobsahuje pfidavny uhlohydratovy fetézec, piestoze do néj bylo zavedeno v poloze
88 glykosyladni misto. Analogy N14 a N80, které obsahuji v poloze 87 vyménu za serin (N14)
nebo za valin (N18), obsahuji v poloze 88 ptidavny uhlohydratovy fetézec.

Do rozsahu vynalezu spadaji také analogy obsahujici jednu nebo vice aminokyselin, kterymi je
nastaven karboxylovy konec erythropoietinu, pfitemZ toto nastaveni karboxylového konce
zajidtuje zavedeni alespori jednoho pfidavného uhlohydratového mista. Pfi jednom provedeni se
zkonstruuje analog fiizi 28 karboxy-terminalnich aminokyselin humanniho chorionického
gonadotropinu (HCG) k argininovému zbytku v poloze 166 humanniho erythropoietinu. HCG
karboxytermindlni fragment obsahuje &tvii mista pro O—glykosylaci (Kessler et al., J. Biol.
Chem. 254, 7907 (1979)).

V tabulkich 3, 4 a 5 jsou uvedeny analogy erythropoietinu obsahujici pfidavna mista pro
N-vazané a/nebo O-vazané uhlohydratové fetézce. Tyto analogy obsahuji sekvenci
Asn—X-Ser/Thr zavedenou substituci do riznych poloh fetézce huménniho erythropoietinového
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polypeptidu, za vzniku N-vazebnych mist nebo obsahuji zavedené zbytky serinu nebo threoninu,
za uelem vytvofeni O-vazebnych mist.

Vtabulce 6 jsou uvedeny analogy. umoZiiujicim zavedeni pfinejmen$im jednoho ptidavného
N-vazaného nebo jednoho pfidavného O-vazaného uhlohydratového fetézce nebo zavedeni
pfidavného N-vézaného a O-vézaného fetézce soutasné, jak je to dokumentovano migraci téchto
glykoproteinti na SDS gelech (pFiklad 7). Jak je zfejmé z tabulek 3 a 6, analogy obsahujici jedno
nebo vice pfidavnych mist pro pfipojeni uhlohydratu nemusi nutné vést ke vzniku molekul
erythropoietinu obsahujicich pfidavné uhlohydratové fetézce. Tak naptiklad zavedeni threoni-
nové substance do polohy 123 a 125 mé za nasledek ptipojeni O—vézaného uhlohydritového
fetézce, zatimco zavedeni serinové nebo threoninové substituce do jinych poloh nevede k ziskani
analogi s pfidavnymi O-vazanymi fetézci (viz tabulka 4). Zavedeni asparaginovych substituci do
poloh 30, 51, 57, 69, 88, 89, 136 a 138 do sekvence humanniho erythropoietinu se viak projevi
zavedenin N-vazaného fetézce v téchto polohach. Fize HCG polypeptidového fragmentu
s argininovym zbytkem v poloze 16 humanniho erythropoietinu vede ke vzniku fuzované
molekuly erythropoietin-HCG obsahujici pfinejmensim dva ptidavné O-vazané uhlohydratové
fetézce.

Analogy erythropoietinu podle vynalezu zahrnuji té% erythropoietin, jehoz sekvence amino-
kyselin obsahuje ptesmyk alespori jednoho glykosylaéniho mista. Pod oznadenim ,,presmyk
glykosylaéniho mista®, jak se ho pouzivé v tomto popisu, se rozumi delece jednoho nebo vice
glykosyla€nich mist v huméannim erythropoietinu a zavedeni jednoho nebo vice neptirozenych
glykosyla€nich mist. Jako pfiklady takovych pfesmyki je mozno uvést analogy R1, R2 a R3,
které byly sestrojeny deleci N—vazebnych mist v polohach 23 (R1), 38 (R2) nebo 83 (R3)
a zavedenim N-vazebného mista do polohy 88. Jsou viak moZné i dalii etné typy presmykd
uhlohydratovych mist a vzniklé analogy mohou nebo nemusi byt vy$3i pocet glykosylaénich mist
ve srovnani s humannim erythropoietinem.

Analogy R1, R2 a R3 byly analyzovany na biologickou G&innost in vivo a zjidténé vysledky jsou
uvedeny v tabulce 7. Zavedeni N-vézaného fetézce v poloze Asn88 vrati biologickou G&innost
erythropoietinu, z néhoz bylo deleci vypusténo kterékoli ze t# pfirozenych N—vazebnych mist.
Tyto vysledky ukazuji, Ze polohy uhlohydratovych fet&zcti v erythropoietinu se mohou ménit za
Ucelem ziskani uzite¢nych analogu. aniz by se podstatné ovlivnila jejich biologicka tinnost.

Do rozsahu tohoto vynélezu spadaji také sekvence DNA kédujici analogy erythropoietinu
obsahujici pfidavna mist pro N-vézané a/nebo O-vazané fetdzce, analogy obsahujici presmyk
alesponi jednoho mista pfipojeni pro uhlohydratovy fetézec a analogy obsahujici jedno nebo vice
aminokyselin prodluzujicich karboxylovy konec erythropoietinu. Postupy, kterych se pouzivé pro
zavadéni zmén do sekvence DNA koédujici humanni erythropoietin za G&elem vytvofeni nebo
zménu vazebnych mist pro uhlohydratové fetézce jsou uvedeny v piikladu 6.

Tyto analogy erythropoietinu mohou byt produktem exprese exogenni sekvence DNA, tj. sekven-
ce DNA vytvofené technologii rekombinantni DNA nebo se miZe jednat o syntetické produkty.
Exogenni sekvence DNA zahrnuje cDNA, genomovou DNA nebo chemicky syntetizovanou
DNA kodujici analog erythropoietinu.

Do rozsahu vynilezu spadaji také rekombinantni DNA plazmidy a eukaryontni hostitelské buiiky,
které jsou uzite¢né pro expresi takovych analogti. Expresni vektory zahrnuji jakékoliv vektory,
které jsou schopny exprimovat klonované sekvence DNA v eukaryontni hostitelské buiice,
zejména vektory pouzivané pro expresi v buitkdch COS a CHO. Jako ptiklady takovych vektord
je mozno uvést plazmidy pEC a pDECdelta popsané v ptikladu 6 dale. Kultivace hostitelskych
bungk COS a CHO exprimujicich analogy erythropoietinu se provadi za pouZiti postupi, které
Jsou odbornikiim v tomto oboru znimy.
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Izolované izoformy a smési izoforem odvozené od analogi erythropoietinu se ziskaji vySe
popsanymi metodami pro vyrobu izoforem huménniho erythropoietinu. Tyto metody mohou
zahrnovat izoelektrickou fokusaci, ionexovou chromatografii a chromatofokusaci. Pro vyrobu
jednotlivych izoforem a smési izoforem analog erythropoietinu se pfednostné pouziva ionexové
chromatografie.

Zvysenim pottu uhlohydritovych fetézcd v erythropoietinu, a tedy zvySenim pottu zbytki
kyseliny sialové, vztaZzeného na molekulu erythropoietinu, se mohou vyslednym produktim
dodat vyhodné vlastnosti, jako je zvySena rozpustnost, vy3si odolnost vii¢i proteolyze, snizena
imunogenicita, zvy$eny polo€as zivotnosti v séru a zvySena biologicka uinnost.

Média zpracovana buiikami CHO exprimujicimi analogy erythropoietinu byl analyzovéna na
biologickou uginnost in vivo a zji3téné vysledky jsou uvedeny v tabulce 6. N&kolik z t&chto
zkousenych analogd vykazuje U¢innost, ktera je tiikrat nebo vicekrat vy3Si nez Wucinnost
humanniho erythropoietinu. Zejména analogy obsahujici pfidavny N-vazany uhlohydritovy
fetézec v nékteré z poloh 30 nebo 88 vykazuji dvojnasobn€ az trojnasobné vy33i u€innost nez
humanni erythropoietin, zatimco analogy obsahujici pfidavné O-vazané fetézce diky fuzi
humanniho erythropoietinu s fragmentem HCG polypeptidu vykazuji pfinejmensim dvakrat
vy$si Gcinnost.

Dva analogy erythropoietinu obsahujici pfidavné uhlohydratové fetézce byly purifikovany a byly
izolovany smési sriznym obsahem kyseliny sialové (pfiklad 8). Analogy Thr'®
a Ser’’ Asn®Thr”® (EPO N14) byly rozdéleny do t#i separatnich frakci izoforem a byla stanovena
biologicka uginnost kazdé z t&chto frakci. Vysledky, které jsou uvedeny v tabulce 8 ukazuji, Ze
izoformové frakce EPO N1 s vy33im obsahem kyseliny sialové vykazuji vy$si u€innost in vivo.

Frakce izoforem s vy3$im obsahem kyseliny sialové zanalogu EPO N14 a rekombinantni
humanni erythropoietin (izoformy 9 az 14) byly studovany za pouziti zkousky vazby k receptoru,
farmakokinetickych pokusti a pokusti zaméfenych na stanoveni zvySeni hematokritu u mysi.
Vysledky téchto zkousek ukazuji, Ze existuje pfimy vztah mezi obsahem kyseliny sialové,
polo¢asem Zivotnosti a schopnosti zvy3it hematokrit oSetfenych mysi. Jak je ziejmé z obr. 13, 14,
a 15, frakce izoforem s vysokym obsahem kyseliny sialové z EPO N14 vykazuje podstatné vyssi
polo¢as in vivo a vyvolava vy3si narlst hematokritu neZ izolovana izoforma 14 nebo rekombi-
nantni humanni erythropoietin, pfestoZe se frakce izoforem s vysokym obsahem kyseliny sialové
z EPON N14 nevéze k receptoru tak silng.

Predmétem vyndlezu jsou také sav¢i hostitelské buiiky [naptiklad butiky z ovarii ¢inského kieka
(CHO)), které pfednostné syntetizuji izoformy humanniho erythropoietinu nebo analogi erythro-
poietinu obsahujici vy$3i polet zbytkd kyseliny sialové v molekule, nez je potet specificky,
napfiklad nad 10 zbytkd kyseliny sialové v molekule. Molekuly erythropoietinu obsahuji N—
vazané a O-vazané a O-vazané oligosacharidové struktury, které mohou omezovat obsah
kyseliny sialové v molekule. Tak naptiklad tetraantenarni (se &tyfmi rozvétvenimi) N-vazané
oligosacharidy nejdast&ji poskytuji &tyfi mozna mista pro pfipojeni kyseliny sialové, zatimco
biantenarni a triantenarni oligosacharidové fetézce, kterymi mizZe byt nahrazena tetraantenarni
forma na asparaginovych vazebnych mistech, obvykle obsahuje nejvySe pouze 2 nebo 3
pfipojené zbytky kyseliny sialové. O-vazané oligosacharidy obvykle poskytuji dvé mist pro
pripojeni kyseliny sialové. Molekuly erythropoietinu tedy mohou pfijmout celkem 14 zbytkd
kyseliny sialové, za predpokladu, Ze jsou viechny tii N-vazané oligosacharidy tetraantenarni.
Kultury sav&ich bun&k se podrobi screeningu a butiky, které pfednostné zavadgji tetraantenarni
fetézce do rekombinantniho erythropoietinu, coz ma za nésledek maximalizaci po€tu mist pro
pfipojeni zbytki kyseliny sialové.

N-vazané oligosacharidy erythropoietinu izolovaného zmogi obsahuji kyselinu sialovou jak
s vazbou o 2,3, tak s vazbou a 2,6 ke galaktéze (Takeuchi et al., J. Biol. Chem. 263, 3 657
(1988)). Kyselina sialova s vazbou o 2,3 se obvykle aduje na galaktézu na mannosové vétvi o
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1,6 a kyselina sialova s vazbou a 2,6 se aduje na galaktézu na mannosové vétvi o 1,3. Pro
zavadéni kyseliny sialové do mannosové a 1,6 a mannosové o 1,3 vétve jsou nejudinngjsi

enzymy schopné vyvolavat adici sialové kyseliny (B-galaktosid a 2,3 sialyltransferaza a p—
galaktosid a 2,6 sialyltransferaza).

Pro produkci rekombinantnich glykoproteini, véetné rekombinantniho erythropoietinu, se jako
hostitelskych bunék obvykle pouzivd bungk zovarii &inského kiecka (CHO), které jsou
deficientni na dihydrofolat reduktazu (DHFR). Tyto buiiky neexprimuji enzym B—galaktosid o
2,6 k N-vézanym oligosacharidim glykoproteini produkovanych v téchto buiikich (Mulsaers et
al., Eur. J. Biochem. 156, 651 (1986); Takeuchi et al., J. Chromatogr. 400, 207 (1987)).
V disledku toho rekombinantni erythropoietin produkovany v butikich CHO neobsahuje
Kyselinu sialovou s vazbou 2,6 ke galaktéze (Sasaki et al. (1987), vy3e uvedena citace; Ta keuchi
et al. (198) vySe uvedena citace)).

V dalSim provedeni tohoto vynalezu je humaénni erythropoietin nebo analog erythropoietinu
produkuje v buitkdch CHO, které jsou transfekovany funkénim genem P-galaktosid o 2,6
sialyltransferazy, za (gelem zavedeni kyseliny sialové do galaktézy s vazbou o 2,6. Vysledné
izoformy budou obsahovat kyselinu sialovou vazanou ke galaktéze jak vazbou a. 2,3, tak vazbou
a 2,6. Popis technik, kterymi se vytvafeji modifikované buiiky CHO nebo jiné hostitelské savei
buriky je uveden v Lee et al.,, J. Biol. Chem. 264, 13 848 (1989).

Do rozsahu tohoto vynalezu spadaji také farmaceutické prostiedky obsahujici terapeuticky G&inné
mnozstvi specifické izoformy nebo smési izoforem v kombinaci s vhodnym fedidlem, pomocnou
latkou a/nebo nosi¢em uzite¢nym pfi 16&b& erythropoietinem. Do rozsahu vynalezu spadaji téz
farmaceutické prostfedky obsahujici terapeuticky (¢inné mnozstvi analogu erythropoietinu spolu
s vhodnym fedidlem, pomocnou latkou a/nebo nosi¢em. Pod oznagenim ,terapeuticky G&inné
mnoZstvi, jak se ho pouziva v tomto popisu, se rozumi mnoZstvi, s nimz se za danych podminek
apfi daném rezimu podavani dosahne terapeutického uginku. Izoformy huménniho erythro-
poietinu nebo analogy erythropoietinu se pfednostng podéavaji parenteraini cestou. Konkrétni
cesta poddvani bude zaviset na lé¢ené chorob&. Izoforma humanniho erythropoietinu nebo
analogy erythropoietinu se pfednostné podavaji ve form& prostiedku obsahujiciho vhodny nosi¢,
Jjako je humanni sérovy albumin, vhodné fedidlo, jako je pufrovany roztok chlorid sodného
a/nebo vhodny adjuvans. Za pozadovanou davku bude pozadovana davka postadujici pro zvy3eni
hematokritu 1é¢enych pacientd. Tato divka se bude ménit v zavislosti na zavaznosti lé¢ené
choroby, pouzitém zpilsobu podavani apod.

Vynilez je blize objasnén v nasledujicich pfikladech provedeni. Tyto ptiklady maji vyhradng
ilustrativni charakter, a rozsah vynélezu v Zadném ohledu neomezuji. Jako erythropoietinového
standardu se pfi biologickych zkouSkach in vivo popsanych v pfikladech pouZiva rekombi-
nantniho erythropoietinového standardu standardizovaného proti &astedné& purifikovanému
erythropoietinovému standardu z moéi. Mé&fi se tedy pouze relativni specificka G&innost in vivo.
Specifickd u¢innost in vivo je proto také vyjadfovana v ,jednotkidch/ml“, ,jednotkich/mg" a
jednotkach/Ajg a nikoliv v jednotkach ,IU/ml“, ,JU/mg* a ,JU/Ax* pondvadZz pouZity
erythropoietinovy standard nebyl pfimo korelovan sZadnym existujicim mezindrodnim
standardem.
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Piiklady provedeni vynalezu

Priklad 1
Izolace izoforem rekombinantniho erythropoietinu

Rekombinantni erythropioetin se vyrobi zpisobem popsanym v publikaci Lin, uvedené vyse.
Rekombinantni erythropoietin pouZity jako vychozi latka pro prvni a tfeti izolaci izoformy se
purifikuje zpiisobem popsanym v ptikladu 2 publikace Lai et al., uvedené vy3e. Vychozi latka
pro druhou a pétou izolaci izoformy se purifikuje zplisobem popsanym ve vySe uvedené
publikaci Lai et al., ktery je modifikovan tim, Ze se pouzije chromatografie na Q-Sepharose. Tyto
pfipravky obsahuji smési izoforem rekombinantniho erythropoietinu se stejnou amino-
kyselinovou sekvenci, jako ma humanni erythropoietin ziskany zmo¢i a pfevazné obsahuji
izoformy 9 az 14. Vychozi material pro &tvrty preparativni postup pro ziskéni izoformy
pfedstavuje material eluovany b&hem promyvani sloupce anexu z piikladu 2 vySe uvedené
publikace Lai et al. SmM kyselinou octovou/ImM glycinem/6M mocovinou. Tato frakce
obsahuje izoformy s poétem zbytki sialové kyseliny 9 nebo niz8im a déle se pfed pouZiti na
preparativni izoelektrickou fokusaci purifikuje gelovou filtradni chromatografii popsanou
v pfikladu 2 vySe uvedené publikace Lai et al. Pii Sesté pripravé izoformy se jako vychoziho
materidlu pouziva purifikovaného rekombinantniho erythropoietinu s obsahem 4 az 13 zbytki
kyseliny sialové. Tento material se purifikuje zpiisobem popsanym v piikladu 2 publikace Lai et
al., uvedené vyse, pouze s tim rozdilem, Ze se modifikuje zpracovani ionexového sloupce (eluce
rekombinantniho erythropoietinu se provadi gradientem chloridu sodného pti pH 8,4 a vypusti se
promyvani kyselinou octovou/moéovinou. Pfi tom se dosahne retence vétSiny izoforem obsaze-
nych ve vychozim materialu.

PFi Sesti riznych preparativnich postupem pro ziskani jednotlivych izoforem se pouzije prepa-
rativni izoelektrické fokusace v granulovaném gelovém lozi (Ultrodex LKB). Tyto postupy se
provadgji v podstaté stejné jako je to uvedeno v poznamce LKB Application Note 198. Pouziva
se alfolytti Pharmalyte 2.5-5 (Pharmacia a pouziti gelové loZe obsahuje 5SM moCovinu.

PFi prvni pFipravé se piblizné 20 mg rekombinantniho erythropoietinu v 6,8 ml 20mM citranu
sodném/100mM chloridu sodném o pH 7,0 nanese na gel a pfiblizné 16 hodin fokusuje pfi
vykonu 8 W. Po izoelektrické fokusaci se pasy izoforem na gelu vizualizuji pfetisknutim
gelového loZe na papir. Ziskany otisk se fixuje ma&enim v fixaénim roztoku (40% methanol/10%
kyselina octova/10% TCA/3,5% kyselina sulfosalicylova) pfi celkem tfech vyménach fixacni
l4zné, pti€emz zpracovani v kazdé lazni se provadi 10 minut pfi teploté mistnosti, potom se
provede jedna vyména za roztok o slozeni 40% methanol/10% kyselina octova (zpracovani se
provadi pfi teploté 30 az 60 °C po dobu pfiblizné€ 10 minut), pasy se 15 minut barvi pfi 60 °C
0,125% roztokem modii Coomessie Blue R—250/4% methanol/10% kyselina octova, nafez se
provede odbarveni v 7,5% methanolu/10% kyseliné octové, aby se zviditelnily oddélené
izoformy. Oblast granulovaného gelového loZe obsahujici izoformy (asi 50 % pryskyfice) se
odstrani, smichd s vodou (asi 16 ml) a suspenze se nalije na misku o rozmérech 14 x 62 cm
a odpafi se na &istou hmotnost pfiblizng 40 g. Vznikly pfipravek se fokusuje podruhé a vySe
uvedenym zpiisobem se provede kontaktni otisk gelového loze. Cést gelu obsahujici kazdou ze
6 rozeznatelnych izoforem se z gelového loZe odstrani.

Eluce izoforem z gelu se provede pfidavkem roztoku obsahujici 10mM Tris—HCI o pH 7,0/5mM
Chaps ke kazdé izoformé. Kazda vznikla suspenze se uvede do kratké kolony a eluuje pufrem
Tris—Chaps. Eluaty se shromazdi a oddélené aplikuji na kratké kolony (konfigurace s otevienou
kolonou) obsahujici pryskyfici sobracenou fazi Vydac C4 ekvilibrovanou ve 20%
ethanolu/10mM Tris-HCl o pH 7,0. Sloupce se postupné vyvijeji 20% ethanolem/10mM
Tris—HCl o pH 7,0, 35% ethanolem/10mM Tris—HCl o pH 7,0 a 65% ethanolem/10mM Tris-HCI
o pH 7,0. Frakce eluovana 65% ethanolem/10mM Tris se zifedi v poméru 1:1 10mM Tris-HCI
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opH 7,0, zkoncentruje a potom se provede vyména pufru (10mM Tris-HCl o pH 7,0)
v mikrokoncentratoru Centricon—10 (Amicon). Analytické izoelektricka fokusace tohoto piiprav-
ku se provadi v podstaté zplisobem popsanym v poznamce LKB Technical Note 250 za pouziti
Servalyte 3—5 amfolinti (Serva) na polyakrylamidovém gelu obsahujicim Sm moovinu.

Pfi druhém preparativnim postupu se pfiblizn& 25 mg rekombinantniho erythropoietinu v 6,5 ml
deionizované vody nanese na gel a fokusuje pfi 2,5 W po dobu 35 minut a pti 10 W po dobu asi
17 hodin, Pasy fokusovaného proteinu, které jsou viditelné v gelovém lozi se odstrani, a tak se
ziska celkem 11 produkti. Objem kaZdého z t&chto produktl se upravi na 7,5 ml deionizovanou
vodou a 20 ml kazdého z vyslednych supernatanti se podrobi analytické izoelektrické fokusaci
popsané vySe. Ke kazdému z produkti se p¥ida 5 ml 1,5M Tris—HCI o pH 8,8 a kazda ze suspenzi
se pfevede do malé kolony a sloupcem se necha protéci kapalna faze. Pryskyfice se promyje
pfiblizn€ 3 objemy sloupce 0,5M Tris—-HCl o pH 7 a promyvaci roztok se spoji s eluatem.
Spojené eluaty se zkoncentruji a provede se vyména pufru za 20mM citran sodny/100mM chlorid
sodny o pH 7,0 za pouziti ultrafiltradniho zafizeni pro jedno pouziti (Amicon) s vylu¢ovaci mezi
molekulové hmotnosti 10 000 dalton. Zkoncentrované roztoky (pfiblizng 0,5 ml) se potom
nechaji projit filtrem zacetdtu celuldzy svyluCovaci mezi 0,22 pm. Pomoci analytické

izoelektrické fokusace se zjisti, Ze 5 produktd obsahuje pfevazné vzdy jedinou izoformu 10, 11,
12,13 a 14.

Pfi tfetim preparativnim postupu se pfiblizné 30 mg rekombinantniho erythropoietinu ve 21,8 ml
destilované vody nanese na gel a provede se fokusace 25 minut pti 2 W, 20 hodin pfi 10 W
a 15 minut pfi 15 W. Pasy proteinu odpovidajici jednotlivym izoformam se zjisti vizualné
a odstrani z gelového loZe. K izoformam izolovanym na gelu se pfida destilovana voda, &imz
vznikne suspenze a vysledné supernatanty se analyzuji analytickou izoelektrickou fokusaci. Ke
kazdé suspenzi se pfida stejny objem IM Tris-HCl o pH 7,2, suspenze se prevedou do
separatnich kratkych kolon a kapalné faze se necha protéci kolonou, aby se eluovaly izoformy.
Kazdy eluat se zkoncentruje, provede se vyména pufru za 20mM citran sodny/100mM chlorid -
sodny o pH 7,0 za pouziti ultrafiltratniho zafizeni pro jedno pouziti (Amicon) s vylu€ovaci mezi
molekulové hmotnosti 10 000 dalton. Pomoci analytické izoelektrické fokusace se zjisti, ze byly
ziskany produkty obsahujici pfevazné jednotlivé izoformy 9, 10, 11, 12, 13 a 14.

Pfi &tvrtém preparativnim postupu pro ziskéani izoforem se jako vychoziho materidlu pouzije
erythropoietinu obsahujiciho izoformy 3 az 9 (vyrobeného vySe popsanym zpiisobem). Pred
preparativni izoelektrickou fokusaci, kterd se provadi v podstaté zplsobem popsanym
v souvislosti s preparativnimi postupy 1 aZz 3, se amfolyty (Pharmalyte 2,5-5) prefrakcionuji
v izoelektrické fokusaéni cele s kapalnou fazi Rotofor (Bio—Rad, Richmond, Kalifornie, USA),
Prekrakcionace se provadi tak, Ze se 6,7 ml Pharmalyte 2,5-5 smichéa s 15 g moCoviny a objem
smési se purifikovanou vodou doplni na 50 ml. Vznikla smés se frakcionuje v zafizeni Rotofor
pfi 10 W, teploté 1 °C po dobu 5,5 hodiny za pouziti 0,1M kyseliny fosforedné, jako anolytu
a 0,1M hydroxidu sodného jako katolytu. Amfolytové frakce s naméfenymi hodnotami v rozmezi
od 4,5 do asi 6 se pouZiti na izoelektrickou fokusaci v plochém loZi.

Amfolyty se odstrani zizoforem za pouZiti zafizeni Centrieluter (Amicon, Danvers,
Massachusetts, USA) a za pouziti zafizeni Centricon s vylu¢ovaci mezi molekulové hmotnosti
10 000 dalton (Amicon). Pfitom se pracuje za téchto podminek: 0,18 Tris—pufr o pH 8,8, 100 V,
25 az 30 mA, 3 hodiny. U izoforem se provede vyménu pufru (0,1M chlorid sodny) pomoci
gelové filtrace za pouziti naplné Sephadex G—25 (Pharmacia). Analyticka izoelektricka fokusace
5 vyslednych produkti ukazuje, Ze tyto produkty obsahuji izoformy 4, 5, 6, 7 a 8. Izoforma 4
pfechazi ve form& n&kolika pasi, coZ ukazuje, Ze u ni mohla prob&hnout v uréitém rozsahu
degradace.

Paty preparativni postup pro ziskani izoforem se modifikuje zafazenim prefokusaéniho stupné do
izoelektrického fokusaéniho postupu na plochém loZi. Pii této modifikaci se protein neptida ke
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smési amfolytu, mo€oviny a gelu pred elektroforézou, ale zavede se do izoelektrického fokusac-
niho zafizeni po vytvofeni gradientu pH v gelovém loZzi. Po provedeni prefokusace (75 ml, 1 500
Volt-hodin) se Gsek gelového loze v rozmezi od 2,25 do 4,25 cm od katody vyjme, smichd
s roztokem erythropoietinu a vrati zpét do gelového loze. Po izoelektrické fokusaci se z gelového
loZe izoluji izoformy 10, 11, 12, 13 a 14 a oddéli se od amfolytd ultrafiltraci za pouziti zafizeni
Centricon—10 (Amicon).

Modifikace prefokusaci se provadi z toho divodu, aby se charakteristiky ultrafialové absorbance
izoformovych ptipravki pFipodobnily charakteristikim vychoziho rekombinantniho erythro-
poietinu. Toto zlepSeni spektralni charakteristik je zfejmé z pomeéru absorbance izolovanych
izoforem pii 280 a 260 nm. Primérny pomér absorbance pfi 280 nm k absorbanci pfi 260 nm
(A2s0/Aseo) u izoforem z preparativnich postupti 2 a 3 (bez prefokusace) je 1,36 + 0,11, zatimco
pramémy pomér A,go/Azeo U preparativnich postupti 5 a 6 (s prefokusaci) je 1,68 + 0,20. Kdyz se
z vypoétu vyloudi izoforma ¢&. 14, doséhne se primémého pomé&ru Ag/As v pfipadé prepara-
tivnich postupli 5 a 6 hodnoty 1,74 + 0,09 (izoforma 14 ma moZna nejvice atypické spektrum,
pondvadz je pfitomna v nejmen$im mnoZstvi a je tedy nachylnéjsi k interferencim stopovymi
nedistotami sloZek amfolytu nebo z toho diivodu, Ze je nejblize elektrodé v pribéhu izoelektrické
fokusace na plochém loZi. Primémé hodnota poméru Ass/Asg pro rekombinantni erythropoietin
vyrobeny podle piikladu 2 vy3e uvedené publikace Lai et al. (za pouziti modifikace popsané
vyse, ktera spociva v tom, Ze se jako anoxové pryskyfice pouzije 0-Sepharose) je 1,91 + 0,04.

Jak jiz bylo uvedeno vyse, vychozim materidlem pro Sesty preparativni postup pro vyrobu
izoforem je rekombinantni erythropoietinovy pfipraven obsahujici izoformy 4 az 13. Amfolyty se
prefokusuji v zafizeni Rotofor tak, jako v pfipadé &tvrtého pfipravku. Frakce amfolytu
s namé&fenymi hodnotami pH v rozmezi 3,7 az 4,8 se podrobi izoelektrické fokusaci na plochém
lozi. Ploché loze se prefokusuje tak, jako v pfipadé¢ patého preparativniho postupu a po
ultrafiltraci (Centricon 10) pro odstranéni nosiovych amfolytl se ziskaji izoformy ¢. 9, 10, 11,
12 2 13. '

Priklad 2
Obsah kyseliny sialové v izoforméach rekombinatniho erythropoietinu

U izoforem izolovanych zpusobem popsanym v piikladu 1 a erythropoietinu purifikovaného
zplisoby popsanymi ve vy3e uvedené publikaci Lai et al. (smé&s izoforem 9 a 14) se provede
vyména pufru za pouziti 0,10 az 0,15M chloridu sodného a provede se analyza na obsah kyseliny
sialové za pouziti modifikovaného postupu popsaného v Jourdian et al., J. Biol. Chem. 246, 430
(1971). Zbytky kyseliny sialové se oditépi od glykoproteinti hydrolyzou pomoci 0,35M kyseliny
sirové (80 °C, 30 minut) a vzniklé roztoky se neutralizuji pfed analyzou hydroxidem sodnym. Za
t¢elem odhadu mnoZstvi pfitomného erythropoietinového proteinu se provede Bradfordovo
stanoveni proteinii (Bradford, Anal. Biochem. 72, 248 (1976) za pouziti rekombinantniho
erythropoietinu s aminokyselinovou sekvenci humanniho erythropoietinu, jako standardu.
Pouzije se zkouskovych &inidel a mikrometody Bio—Rad. Vysledky vyjadiené v mol kyseliny
sialové na mol erythropoietinu jsou ziejmé z tabulky 1. Izoformy se oznaci podle poctu zbytki
sialové kyseliny v molekule a vykazuji rozmezi od nejméné kyselych (izoforma 9) do nejkyse-
lejsich (izoforma 13).

Izoformy 9 aZ 13 jsou pfitomny v gelovych drahach 6 az 10 (viz obr. 1). MnoZstvi izoformy 14
neni dostate¢né pro piesné zméfeni obsahu kyseliny sialové. Obsah kyseliny sialové v této
izoformé se dedukuje na zikladé migrace této izoformy na IEF gelech vzhledem k ostatnim
izoformam. Obsah kyseliny sialové v izoformach 5 az 8 (pfipravek &. 4) nebyl méfen, ale
podobné se dedukuje na zakladé migrace na IEF gelech.
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Tabulka 1
Izoforma erythropoietinu Obsah kyseliny sialové [mol/mol erythropoietinu]
izoforma 13 12,9 +0,5
izoforma 12 11,8 £ 0,2
izoforma 11 11,0+ 0,2
izoforma 10 9,8+0,3
izoforma 9 89+0,6
smés izoforem (9 az 14) 11,3+0,2
Priklad 3

Ucinnost izoforem rekombinantniho erythropoietinu

Izoformy izolované zpisobem popsanym v pfikladu 1 se zkouseji postupem vyuZivajicim
absorbanci pti 280 nm, Bradfordovym stanovenim proteini a metodou RIA pro erythropoietin,
aby se zjistilo mnoZstvi pfitomného rekombinantniho erythropoietinu. Pro stanoveni relativni
biologické w&innosti in vivo se pouZije exhypoxického polycytohemického biostanoveni na
mySich (Cotes et al., Nature, 191, 1065 (1961)). Pii kvantitativnim stanoveni mnoZzstvi
pfitomného erythropoietinového proteinu za pouziti radioimunoeseje pro erythropoietin se
u nékterych izoforem naméfi vy3Si relativni specifické G¢innosti in vivo v disledku zjevn&
snizené imunoreaktivity imunoforem obsahujicich velké mnoZstvi kyseliny sialové, coz vede
k podhodnoceni koncentrace erythropoietinu, a tedy nadhodnoceni relativni specifické G&innosti
in vivo u vétSiny negativnich izoforem. Vysledky biostanoveni na mysich, vyjadiené
v jednotkach/ml, se déli odpovidajicimi koncentracemi proteinu, pfi€em2 se ziskaji specifické
GCinnosti in vivo vyjadfené v jednotkich/mg erythropoietinového polypeptidu. Hodnoty speci-

fické u€innosti jsou uvedeny v tabulce 2. v

V tabulce 2 znamené index ,,n* polet nezavislych izoformovych piipravkii jejichz vysledky
prispivaji k vysledné hodnoté specifické (i&¢innosti. Ve vét3iné pfipadd bylo s kazdym izoformo-
vym piipravkem provedeno nékolik stanoveni in vivo. Stejna data in vivo pfispivaji k vypo&tim
specifické GCinnosti ve vSech tf sloupcich. Obsah erythropoietinového polypeptidu
v jednotkach/mg se stanovi na ziklad& absorbance pfi 280 nm, na zakladé potence pfi radio-
imunoeseji nebo z vysledku Bradfordova stanoveni proteinu. Jako standardu pro Bradfordovo
stanoveni proteinli se pouZiva purifikovaného rekombinantniho erythropoietinu obsahujiciho
izoformy 9 az 14. Hodnota indexu ,n“ miZe byt u vypo&ti pofizenych za pouziti dat
z Bradfordova stanoveni proteinii nizdi, ponévadz nékteré pfipravky jiz v dob& provadéni
Bradfordova stanoveni nebyly k dispozici.

Jako standardu pro radioimunoeseje a pro stanoveni in vivo se pouziva erythropoietinu purifiko-

vaného zplisoby popsanymi v Lai et al. (vy$e uvedena publikace), ktery obsahuje smés izoforem
9az14.

Hodnoty relativni specifické a¢innosti, které jsou vyjadieny v jednotkach/mg (U/mg) erythro-
poietinového polypeptidu, je mozno prevést na jednotky/Ajs, vyndsobenim hodnotou 0,807 mg
erythropoietinového polypeptidu/A,g. Tento pievodni faktor se ziska vyndsobenim extink&niho
koeficientu pro erythropoietin (1,345 mg/A;5) obsahem proteinu v erythropoietinovém glyko-
proteinu (pfiblizné 60 % hmotnostnich, Davis et al., Biochemistry, 26, 2633 (1987)) a tim se
ziski hodnota vmg erythropoietinového polypeptidu/Az (tj. 1,345mg erythro-
poietinu/Azg x 0,60 mg polypeptidu/mg erythropoietinu = 0,807 mg polypeptidu/Ajg). Kromé
toho je mozno hodnoty specifické G€innosti vyjadfené v jednotkich/mg erythropoietinového
polypeptidu vynasobit faktorem 0,60 mg polypeptidu/mg erythropoietinového glykoproteinu,
atim se ziskaji hodnoty specifické G¢innosti vyjadiené v jednotkdch/mg erythropoietinového
glykoproteinu.
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Data uvedena v tabulce 2 jsou také zpracovana graficky na obr. 2A, 2B a 2C. Tato data ukazuji,
Ze relativni G¢innost erythropoietinu in vivo stoupé v zavislosti na obsahu kyseliny sialové az do
izoformy ¢. 11. Izoformy 11 az 14 vykazuji v podstat stejnou relativni biologickou tiginnost
invivo (to je nejzjevnéjsi, kdyz se koncentrace izoformy 14 vyjadii za pouZiti hodnoty
z Bradfordova stanoveni. Bradfordova hodnota miZe byt pro izoformu 14 ptesngj$i s ohledem na
obecné nizkou dosazenou koncentraci a v disledku toho na obtiZnost stanoveni A,g a nejzjevnéji
sniZzenou reaktivitu pfi RIA u velmi negativnich forem, viz vy$e uvedena diskuse.) Vys§i relativni
specifickd 0¢innost in vivo izoforem erythropoietinu s v&t3im mnoZstvim sialové kyseliny je
nejpravdépodobnéji zplisobena deldim polotasem Zivotnosti téchto forem v ob&hu. Izoformy
9 a 13 byly oznaceny radioaktivnim jodem (**’I) a byla zm&fena jejich rychlost clearance u krysy.
Pologas Zivotnosti v ob&hu je v ptipadé izoformy 13 podstatng deli neZ v ptipadé izoformy 9.

Priklad 4

Selekce smési izoforem rekombinantniho erythropoietinu chromatografii na Q-Sepharose

Média zpracovana buiikami produkujicimi rekombinantni erythropoietin (ziskana postupy popsa-
nymi ve vyse uvedené publikaci Lin) se zkoncentruji a diafiltruji proti 10mM Tris o pH 7,2.
Koncentrace proteinu se stanovi Bradfordovym proteinovym mikrostanovenim za pouZiti
hovéziho sérového albuminu jako standardu. K 19,6 ml roztoku obsahujicimu 40 mg celkového
proteinu se pfida siran méd'naty do koncentrace 20uM, roztok se piefiltruje pies filtr s vylu¢ovaci
mezi 0,45 um a nanese na sloupec (1,05 cm — vy3ka; 2,2 cm — priimér) obsahujici 4ml loZe
naplné O Sepharose Fast Flow (Pharmacia) ekvilibrované s 10mM Tris o pH 6,8 aZ 7,0 pii 4 °C.
Po naneseni vzorku se sloupec promyje dvéma objemy sloupce stejného pufru. Pritok sloupcem
je priblizné 1 ml/min. Pfi tomto postupu se pro selekci definovanych smési izoforem erythro-
poietinu pouzije 6 oddé&lenych kolon.

Kolony se promyji 6 az 9 objemy sloupce pufru s nizkym pH, ktery se v piipadé kolony 1 sklada
z 150mM kyseliny octové, ImM glycinu, 20uM siranu méd'natého a 6M mo&oviny, ptiéemz pH
Jje hydroxidem sodnym nastaveno na 4,7; v pfipadé kolony 2 z 200mM kyseliny octové, ImM
glycinu, 20pM siranu mé&d’natého a 6M modoviny, pfiemZ pH je hydroxidem sodnym nastaveno
na 4,7; v pfipadé kolony 3 z 250mM kyseliny octové, 1mM glycinu, 20uM siranu m&d’natého
a6M mocoviny, pficemz pH je hydroxidem sodnym nastaveno na 4,7; v ptipadé kolony
4 2300mM kyseliny octové, ImM glycinu, 20puM siranu mé&d’natého a 6M mo&oviny, pfi¢emz
pH je hydroxidem sodnym nastaveno na 4,7; v pfipadé kolony 5 z 150mM kyseliny octové, ImM
glycinu, 20pM siranu mé&d’natého a 6M mocoviny a v pfipad& kolony 6 z 300mM kyseliny
octové, ImM glycinu, 20uM siranu méd'natého a 6M moZoviny. Hodnota pH v kolonach se zvysi
na asi pH 7 promytim kazdé kolony 8 aZ 11 objemy sloupce 10mM Tris~HCIl, 55mM chloridu
sodného, 20uM siranu méd’natého o pH 7. Definované smési izoforem erythropoietinu se eluuji

ze sloupci promytim 10mM Tris—HCI, 140mM chloridem sodnym a 20uM siranem méd’natym
opH7,0.

Eluované izoformové produkty z kazdé kolony se zkoncentruji a rozpoustédlo se vyméni za vodu
za pouziti mikrokoncentratoru Centricon-10 (Amicon). Vysledky analytické izoelektrické
fokusace téchto zkoncentrovanych produktii jsou uvedeny na obr. 3. V gelovych drahich 1 az 6
jsou vuvedeném poradi obsaZeny definované smési izoforem erythropoietinu eluované ze
sloupci 1 az 6. Smés izoforem obsazena v gelové draze u levého okraje obr. 3 predstavuje
bunétné médium aplikované na sloupec Q-Sepharose popsany vyse, pfi¢emZ sloupec je promyt
SmM kyselinou octovou, ImM glycinem, 20uM siranem méd’natym, 6M mo&ovinou a smés
izoforem erythropoietinu je eluovina ze sloupce za pouZiti vy$e popsanych postupli. Tato
eluovana smés izoforem se déle purifikuje zpisoby popsanymi ve vySe citované publikaci Lai
et al. pfed provadénim analytické izoelektrické fokusace.
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Priklad 5

Frakcionace izoforem rekombinantniho erythropoietinu za pouZiti gradientu s nizkou hodnotou
pH na Q-Sepharose

Pti dal3im postupu se izoformy erythropoietinu déli za pouziti gradientu s klesajici hodnotou pH
a stoupajici iontovou silou. Koncentrované diafiltrované médium obsahujici erythropoietin se
nanese na sloupec Q-Sepharose v pfiblizném poméru 40 mg celkového proteinu na ml gelu.
Potom se sloupec promyje pfiblizn& 2 objemy sloupce 10mM Tris-HCl o pH 7,0 a nésledné
priblizng 10 objemy sloupce 2mM kyseliny octové/ImM glycinu/20pM siranu méd'natého/6M
mo&oviny (o pH piiblizné 4,8), aby se odstranily kontaminaéni proteiny a izoformy erythro-
poietinu obsahujici mén& neZ asi 7 zbytkl kyseliny sialové. Izoformy obsahujici pfiblizné 8 az
12 zbytkd kyseliny sialové se eluuji ze sloupce za pouZiti gradientu od pfiblizné 2mM kyseliny
octové v 6M mod&oving/1mM glycinu/20uM siranu méd'natém do 40mM kyseliny octové v 6M
modovin&/1mM glycinu/20uM siranu méd’natém (o pH pfiblizné 4). Celkovy objem gradientu je
priblizné 40 objemu sloupce a sbiraji se frakce o pfiblizném objemu jednoho sloupce do nadob
obsahujicich Tris pufr v objemu posta&ujici pro Gpravu pH na hodnotu v rozmezi od 6 do 8,5, aby
se zabranilo dlouhodobé expozici zachycenych frakci nizké hodnoté pH. Déleni se monitoruje
analytickou izoelektrickou fokusaci alikvotnich vzorku frakci. Na obr. 4 je znézornéno déleni
izoforem 8 az 11, které lze timto postupem provést. Izoformy 12 az 14, které zistanou po
skonéeni gradientova eluce vazany ke sloupci, se eluuji promytim pufrem obsahujicim 10mM
Tris-HCI, 140mM chlorid sodny a 20mM siran m&d'naty (o pH 7,0). Izoformy (oddélené
gradientovou eluci nebo eluované roztokem chloridu sodného) se zbavi kontamina¢nich proteini
chromatografii na obracenych fazich a naslednou gelovou chromatografii (viz pfiklad 2 vyse
uvedené publikace Lai et al.).

Priklad 6
Konstrukce analogi humanniho erythropoietinu
Existujici mist pripojeni uhlohydratovych zbytkii v aminokyselinové sekvenci humanniho

erythropoietinu jsou uvedena na obr. 5 (SEQ ID NO: 26). Postupy, kterymi se vytvafeji pfidavna

glykosyladni mista v erythropoietinu, jsou souhrnné uvedeny na obr. 6A az 6C a jsou popsany
dale.

Pro pouziti pfi in vitro mutagenezi se syntetizuji nasledujici oligonukleotidové primery.
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[Asn, serf] EPO: 5' CGCCCACCARACCTCAGCTGTGACAGECGA 3
{SEQ ID NO: 1)
[Asn?, Serll] EPO: 5' ATCTGTACAACCGAAGCCTGGAGAGGT 3
(SEQ ID. NO: 2) .
(Asn69] EPO: 5' GGGCCTGGCCAACCTGTCGGAAG 3' (SEQ ID. NO: 3)
[Asnl24} EPO: 5' TCCCCTCCAGATAATGCCTCAGCTGC 3' (SEQ ID. NO: 4)
[Asnl25, serl27) EPO: 5' CAGATGCGAACTCATCTGCTCCAC 3! '
(SEQ ID. NO: §)
(Asnl63, Serl65] EPO: 5' AGGCCTGCAGGAATGGGAGCAGATGACCAGGTG '
(SEQ ID. NO: 6)
(Thrl25) EPO: 5' TCCAGATGCGACCTCAGCTGCTC 3' (SEQ ID. NO: 7)
(Prol24, Thrl25) Epo: S' CCTCCAGATCCGACCTCAGCTGC 3
(SEQ ID. NO: 8)

Podtrzené kolony ukazuji chybn& parované oblasti, v nichz aminokyseliny uvedené v zavorkach
zahrnuji aminokyseliny divokého typu.

Produkt [Asn®, Ser’]EPO se zkonstruuje za u¢elem zavedeni pfidavného N-glykosylaéniho mista
do Asn 4. Produkt [Asn’, Ser''JEPO se konstruuje za GZelem zavedeni pfidavného
N-glykosylatniho mista do Asn 9. Produkt [Asn®]EPO se zkonstruuje za ttelem zavedeni
piidavného N—glykosylaéniho mista do Asn 69. Produkt [Astn'?, Ser'”']EPO se zkonstruuje za
Gcelem zavedeni pfidavného N-glykosylaéniho mista do Asn 125. Produkt [Thr'*’JEPO

a [Pro'*, Thr'”]EPO se zkonstruuji za U¢elem zavedeni pfidavného O-glykosylainiho mista do
Thr 125.

Pro poutZiti pfi in vitro mutagenezi se syntetizuji nasledujici oligonukleotidové primery.
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[Asn6%, Thr7l) EPO: 5' GGGCCTGGCCAACCTGACAGAAGCTGTC 3!
(SEQ ID. NO: 9)

[Ser68, Asn69, Thr7l] EPO: .
5' CAGGGCCTGICCAACCTGACAGAAGCTGTC 3'
(SEQ ID. NO: 10)

(Asnl25, Thrl27] EPO: 5' CAGATGCGAACTCAACGGCTCCAC 3
(SEQ ID. NO: 11)

[Asnl25, Thri27, Thril3l] EPO:
S'ATGCGAACTCAACGGCTCCACTCACAACAATCACT 3!
(SEQ ID. NO: 12)

[Prol24, Asnl2S, Seri2?] EPO:
5' CCAGATCCAAATTCAICTGCTCCACTC 3
(SEQ ID. NO: 13)

[Prol24, Asnl25, THrl27] EPO:
5' CCAGATCCAAATTCAACAGCTCCACTC 3!
(SEQ ID. NO: 14)

[Thrl25, Thrl26] EPQ: 5' CCAGATGCGACAACAGCTGCTCCA 3'
(SEQ ID. NO: 15)

(Prol24, Tnrl25, onrl26, Thrl3ljgpo

Pomoci [Pro'®, Thr'”’]JEPO cDNA, jako vychozi latky se oligonukleotidovy primer
5'-AGATCCGACCACCGTGCTCCAC 3' (SEQ ID. NO: 16) pievede na [Pro'*, Thr'Z,
Thr'?*JEPO. Oligonukleotidového primeru 5" TGCTCCACTCACAACAATCACTG 3’ (SEQ ID.
NO: 17) se potom pouzije pro vytvofeni [Pro'*, Thr'?, Thr'?, ThR"*']EPO.

Produkty [Asn®, Thr’']JEPO a [Ser®, Asn®, Thr''JEPO se zkonstruuji za Gdelem zavedeni
N-—glykosylaéniho mista do Asn 69 a pro zvySeni stupné N—glykosylace v tomto mist&. Produkty
[Asn'®, Thr'”]EPO, [Asn'?, Thr'¥ Thr'®'JEPO, [Pro'*, Asn'”, Ser'”EPO a [Pro'”, Asn'®,
Thr'* EPO se zkonstruuji za i¢elem zavedeni N-glykosyla¢niho mista do Asn 125 a pro zvy3eni
stupné glykosylace v tomto misté. Produkty [Thr'”’, Thr'”JEPO a [Pro'*, Thr'”’, Thr'*, Ser"']
EPO se zkonstruuji za ulelem zavedeni pfidavného O-glykosyla¢niho mista do Thr'” a za

uéelem zvyseni glykosylace v tomto misté.
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Zdrojem erythropoietinové DNA pro in vitro mutagenezi je plazmid Hul3, coZ je klon huménni
erythropoietinové ¢cDNA v pUC 8 (Law et al, Proc. Natl. Acad. Sci. 83, 6920 (1986)).
Plazmidova DNA ziskana z Hul3 se $t&pi restrikénimi enzymy BstEIl a Bglll, vzniklé fragmenty
DNA se podrobi elektroforéze na agarosovém gelu a fragment erythropoietinové DNA o délce
810 bazovych péari (bp) se izoluje zgelu za pouziti soupravy GeneClean®™ a postupi
poskytnutych vyrobcem (BIO 101, Inc.). Plazmid pBRgHuEPO obsahuje genomovy gen
erythropoietinu, jakozto fragment BamHI vloZeny do derivatu pBR322 (pouzity zplisob je popsan
ve vy3e citovaném patentu, plivodce Lin). pPBRgHUEPO se také §t&pi BstEIl a Gblll a izoluje se
vektorovy fragment o délce 6 517 bp. Ligaci t&chto dvou fragmentt se ziska IGT1. Pti konstrukci
pEC-1 se pDSVL (ktery je popsén ve vy3e uvedeném Linové patentu a ktery je znazornén na
obr. 5B) $tépi BamHI a liguje se do né&j izolovany 2.8kb fragment BamHI s IGT1 obsahujici
erythropoietinovou ¢cDNA.

Pro vytvofeni jednofetézcové DNA pro in vitro mutagenezi se pEC-1 3tépi BamHI a Bglll
a izoluje se 820pb fragment erythropoietinové cDNA. Tento fragment se liguje do mista BamHI
ml13mpl8 za vzniku m13-EC-1. Jednofetézcova DNA se ziska ze supernatantt E. coli kmene
RZ1032, ktery byl infikovan m13-EC-1 zpisobem popsanym v Kunkel et al., Methods
in Enzymol. 154, 367 (1987) a Messing, Methods in Enzymol 101, 20 (1983). Pro in vitro
mutagenezi se pfiblizné 1 pg jednofetézcové DNA a 0.2 pmol jednoho ze syntetickych primert
popsanych vyse smicha se 6 ul pufru (250mM Tris o pH 7,8, 50mM chlorid hofe¢naty a 50mM
dithiothreitol). Teplotni hybridizace primeru k templatu se provede tak, Ze se reakéni objem
doplni vodou do 10 pl, smés se 5 minut zahfiva na 65 °C a potom se neché zchladnout na teplotu
mistnosti. Prodluzovaci reakce se provede pridavkem vidy 2.5 pl dTTP, dATP, dGTP, dCTP
a ATP (vidy o koncentrace 10uM) a néslednym piidavkem 1 pl (1 jednotky) E. coli DNA
polymerazy (Klonowiiv fragment) a 1 pl (1 jednotky T4 DNA ligasy. Smés se inkubuje pfes noc
pfi 14 °C a poutZije se ji pro transformaci E. coli kmene JM109 (Yanisch—Perron et al., Gene 33,
103 (1985)) zplisobem popsanym ve vyse uvedené Messingové publikaci.

Pro identifikaci mutantnich kloni diferencialni hybridizaci se plaky na Zivném agaru prenesou na
filtry Gene Screen (New England Nuclear). Filtry se ususi pod infralampou a potom jednu hodinu
inkubuji v 6x SSC sobsahem 1% SDS pti 60 °C. Pro hybridizaci se vy3e uvedeny oligo-
nukleotidovy primer (8 pmol) oznaéi na konci T4 polynukleotid kindzou a gamma *’P—znatenym
ATP a inkubuje s filtry pfes noc v 6x SSC, 0,5% SDS a 100mg/ml DNA lososiho spermatu pfi
37 °C, za li¢elem mutace [Asn'?*), pfi 55 °C, za Gi¢elem mutace [Asn®, Ser®], pfi 65 °C za G&elem
mutaci [Thr'*] a [Pro'%, Thr'®] a pfi 70 °C za U&elem mutaci [Asn’, Ser''] a [Asn'®, Ser'®].
Nasledujici den se filtry tfikrat promyji 6x SSC pfi teploté mistnosti a provede se audiodiografie.
Je-li to zapotiebi, promyji se filtraty 6x SSC pfi postupné se zvySujici teploté, az jiz neni
pozorovana Zadnd, nebo je pozorovana jen maléd hybridizace k plakim se sekvenci erythro-
poietinové ¢cDNA divokého typu. Kolony poskytujici pozitivni hybridizaéni signaly za téchto
podminek se identifikuji a retransfekuji do JM109, za uéelem izolace gistého kolonu. Dideoxy—
analyza terminace fet€zcii ukazuje, Ze jsou pfitomny mutace na asparaginovy, serinovy,
threoninovy a prolinovy zbytek.

Vyvarovaci metodou (Holmes et al., Anal. Biochem. 117, 193 (1981)) se z transfekovanych
bungk JM109 ziskaji dvoutetézcové m13 EC-1 DNA obsahujici zmény [Asn®, Ser®], [Asn’,
Ser''], [Asn®], [Asn'*), [Asn'®], [Ser'?], [Asn'®, Ser'®], [Thr'®*] a [Pro'*, Thr'?*]. Tyto DNA
se §tépi BstEIl a Xholl a izoluji se 810bp fragmenty erythropoietinové DNA. pEC-~1 se $t&pi
BstEIl a potom ¢Caste¢né Bglll a 5'—konce vyslednych fragment se defosforyluji bakterialni
alkalickou fosfatdzou v 10mM Tris o pH 8 pti 60 °C v priibéhu 60 minut. Vektorovy fragment
o délce 7kb, ktery neobsahuje 810bp fragment BstEII-Bglll, se izoluje a liguje k erythro-
poietinovym fragmentim popsanym vy3e. Vysledné plazmidy (oznagené pEC-X, kde X je &islo
analogu) obsahuji DNA koédujici analogy erythropoietinu se zménénymi aminokyselinovymi
zbytky v uvedenych polohach.
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Alternativné se zkonstruuje analog erythropoietinu (pEC34) in vitro mutagenezi, pfi niz se
deletuji aminokyselinové zbytky 41 az 55. Ptitom vznikne mensi (775 bp) fragment BstEII-BglII
obsahujici EPO. Tento fragment se vy3e uvedenym zpusobem vlozi do pECl. Za ucelem
klonovéni analogi erythropoetinu se pEC34 §tépi BstEII, ¢astecné stépi Bglll, defosforyluje
a vektor se izoluje (tento zplisob je popsan vyse). Vektorovy fragment o délce 7 kb se potom
liguje k fragmentim erythropoietinu, jak je to popsano vySe. Klonovani s pEC34 umoziiuje
snadné rozlifeni mezi rekombinanty a jednoduchym novym uzavienim. Pouhym novym
uzavienim vznikd mensi fragment BstEII-BglIl nez jsou analogy, coZ lze snadno rozliSit na
agarosovém gelu.

Téchto obecnych postupti se pouzije pro konstrukci analog erythropoietinu, které jsou uvedeny
v tabulkach 3, 4 a 5. U kazdého analogu jsou uvedeny zmény sekvence DNA; jinak maji oligo-
nukleotidové primery pouZzité na mutagenezi sekvenci, ktera je komplementarni k humannimu
erythropoietinu.
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Tabulka

3

retézce
Analog Substituce Zmény

¢islo aminokyselin sekvenci
N1 AsniSer® CGC—AAC
ATC-AGC

N2 Asn9Serll AGC—-AAC
GTC—AGC

N3 Asnld9Thr2l GCC—AAC
GAG—ACG

N4 Asn30Thr32 GCT—AAT
CAC—-ACG

NS Asni2 CCA—AAT
N6 Ser42asn43Thrés CCA~TCA
GAC—AAC

ARA—ACA

N7 Ser49 TAT-TCT
N8 AsnS1ThrS3 TGG—AAT
AGG—ACG

N9 AsnS7ThrS9 GGG—AAC
CAG—ACG

N10 Asn69 CTG—AAC
N1l Asnb9Thr7l CTG—AAC
TCG—>ACA

N12 Ser68asn6IThr71 N1l plus
GCC—TCC

N13 Asn88Thr90 TGG—AAT
CCC-ACC

N14 Ser87Asnd87hr90 N13 plus
CCGTCG

N15 Ser87Asn88Thr20Thr92 N14 plus

-22-
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Tabulka 3 (pokracovani)

Analogy erythropoietinu s misty pro N-vazané uhlohydratové

retézce
Analog Substituce Zmény
¢islo aminokyselin v sekvenci
N16 Ser87Asn88Thr90A1al62 N14 plus
AGG-GCG
N17 AsndBserd0 TGG—AAT
CCC-TCC
N18 Val87Asn88Thr90 CCGGTG
TGG—AAT
CCC—ACC
N19 Ser87asnd8Gly89ThrS0 CCGHTCG
TGG—AAT
GAG—GGG
CCC-ACC
N20 Asn8971e90Thr9l GAG—AAC
CCC—ATC
CTG-ACG
N21 Ser87Asn89I1e%0Thr9l N20 plus
CCG—TCG
N22 Asnll3Thrlls GGA—AAC
CAG—ACG
N23 Asnllsyall2l GCC—AAC
CCTHGTT
N24 Asnl21Ser122Thrl23 CCT—ART
CCA-TCA
GAT-ACT
N25 Asnl24 GCG—AAT
N26 Serl2Zasnl24 CCA-TCA
GCG—AAC
N27 Asnl255erl2? GCC—ARC
GCT-TCT
N28 Asnl25Thrl2? GCC—AAC

GCT-ACG
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Tabulka 3 (pokracovani)

Analogy erythropoietinu s misty pro N-vdazané uhlohydratové

Yetézce
Analog Substituce Znény

éislo aminokyselin v sekvenci
N29 Leul2lSerl22asnl25Thri? N28 plus
CCT—CTT

CCA-TCA

N30 Thrl20Glyl221eul23asnl25Thrl2? N28 plus
TCC—-»ACC

CGCGGG

GAT—-CTC

N31 Asnl26Seri2s TCA—AAT
GCT—-TCT

N32 Asnl26Thri28ya1129 TCA—AAT
GCT—ACT

. CCA—-GTA

N33 Leul2lSerl22psnl26Thrl28ya]129 N32 plus
CCT-CTT

CCATCA

N34 Thrl21Glyl23Ser125asnl26Thr128vall2S N32 plus
CCT—ACG

GAT-GGG

GCC-TCC

N35 Serl29asn130 CCA—-AGC
CTC—AAC

N36 Asnl32 ACA—-AAC
N37 Asnl34Thrl3s6 ACT—AAT
GAC—-ACC

N38 Asnl3s GCT-AAT
N39 Asnl36Thr138 GAC—AAC
TTC—-ACC

N40 Asni3?Thrl39 ACT—AAT
CGC—ACC

N41 Asnl38Thr140 TTC—>ARC

AAR—ACA
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Tabulka 3 (pokracovani)

Analogy erythropoietinu s misty pro N-vidzané uhlohydratové

retézce
Analog Substituce Zmény
&islo aminokyselin v sekvenci
N42 Asnl44 GTC—AAC
N43 Serl43Thrl49vallso TTC—-TCC
CTC—ACC
CGG—GTG
N44 Glyl48Thr149 TTC—-GGC
CTC—ACC
N45S Asnlss CTG—AAT
N46 Asnl63Serl6s ACA—AAT
N47 Asn30Thr32val87Asn83Thr90 N4 a Ni8

N48 Asn69Thr71Ser87Asnd8Thr0 Nil a N14
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Tabulka 4

Analogy erythropoietinu s misty pro O-vazané uhlohydratové

retezce
Analog Substituce Zmény
¢islo aminokyselin v sekvenci
01 Serb ATC—=AGC
02 Ser7? TGT—TCC
03 Ser8 GAC—AGC
04 Serll GTC—TCT
Q5 Serl8 GAGHTCG
06 Ser23 GAG—TCG
07 Sar29 TGT—AGC
08 Ser29 TGT-TCT
09 Ser30 GCT-»TCT
010 Ser33 TGC—-TCA
011 Ser37 GAG—-TCG
012 Ser4d® TAT—TCT
013 Serbl GTASTCA
014 Ser63 GTC—HTCC
015 Ser67 CTG—HTCG
016 Sert8 GCCHTCC
017 Ser?0 CTG—TCG
018 Ser73 GCT->TCT
019 Ser74 GTC—TCT
020 Ser75 CTG—TCG
021 Ser79 GCC—TCC
022 Sersl TTG—TCG
023 Ser8é CAGHTCG
024 Ser87? CCG-TICG
025 Ser93 CTG-HTCG
026 Ser98 GCC-TCC
027 Ser99 GTC—TCC
028 Serl02 CTT—TCT

029 Serio3 CGC—AGT

-26 -



CZ 291343 B6

Tabulka 4 (pokracovani)

Analogy erythropoietinu s misty pro O-vdzané uhlohydratové

retézce
Analog Substituce Zmény
¢islo aminokyselin v sekvenci

030 Serl0s CTC—HAGC
031 Serl09 CTT—-TCT
032 Sarlil GCT-1TCT
033 Serll2 CTGHTCG
034 Seril4 GCC—-TCC
035 Seriz28 GCT—TCT
036 Serls9 TCG—GAG
037 Serlél TGC—TCC
038 Prol255erl2? GCC—-CCC

GCT—TCT
039 Thré2 GAA—ACA
040 Thr64 TGG—ACG
041 Thré5 CAG—ACG
042 Thr88 TGG—ACG
043 Thr90 CCC-»ACC
044 Thr92 CAG—ACG
045 Thrl00 AGT—ACT
046 Thrll0 CGG—ACG
047 Thrils CAG—ACG
048 Thrl23 GAT=-)ACT
049 Thrl24 GCG—ACG
050 Thrl25 GCC-ACC
051 Thrl25Serl2? GCC—ACC

GCT-TCT
052 Thril25Thr126 GCC—»ACA

TCA—ACA
053 Thrl26 _ TCA—ACC
054 Thrl2? GCT~ACT

055 Thrl30 ’ CTC—ACC
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Tabulka 4 (pokradovdni)

Analogy erythropoietinu s misty pro O-vdzané uhlohydratové

retézce
Analog Substituce Zmény
¢islo aminokyselin v sekvenci

056 Thril3l CGA—ACA
057 Thrl36 GAC~»ACC
058 Thrl40 AAA—ACA
059 Prol24Thrl2s GCG-CCG

GCC—ACC
060 Prol24Thrl25Thrl26 059 plus

TCA->ACC
061 Prol24Thrl25Thrl26Thri3l 060 plus

CGA—ACA
062 HGG C-terminalni prodlouZeni

Tabulka 5

Analogy erythropoietinu s misty pro N- a O-vé4zané uhlohydratové fetdzce

Analog &islo Substituce aminokyselin Zmény v sekvenci
NO1 Ser” Asn” Thr N14 a 062
HCG C~terminalni prodlouZeni
NO2 Asn™Thr?Val® Asn®*Thr” N47 a 062

HCG C-terminélni prodlouZeni

Plazmidy oznaCené pDEC-X (kde X piedstavuje &islo analogu) se zkonstruuji inserci erythro-
poietinové cDNA do pDECdelta, ktery je derivitem plazmidu pDSo2. Expresni vektor pDSa2 je
obecné popsin v mezinirodni pfihlasce PCT WO090/14363. pDECdelta se ziski zpDSo2

nasledujicim sledem stupiii:

1) Misto HindIIl v pDSa2 se deletuje $t&penim pDSa2 DNA Hindlll, na lepivé konce HindIIl
se plsobi E. coli DNA polymerazou (Klenowiv fragment) a jednotlivymi dNTP a provede se

religace vektoru s tupymi konci. Ziska se plazmid pDSo2deltaH.

2) pDSo2deltaH se rozitépi Sall a liguje se k nému synteticky oligonukleotid obsahujici
sestfizeny signdl SV40 s Sall linkerem pfipojenym k 3'—konci sesttizeného signalu. Synteticky

oligonukleotid ma nésledujici sekvence (SEQ ID. NO: 18):
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5' TCGAGGAACTGAAAAACCAGAAAGTTAACTGGTAAGTTTAGT

CTITTTTGTCTTITATTTCAGGTCCCGGATCCGGTGGTGGTGCARATCA

AAGAACTGCTCCTCAGTGGATGTTGCCTTTACTTCTAGGCCTGTACGG

AAGTGTTACTTCTGCTCTAAAAGCTGCTGCAACAAGCTGGTCGACC 3!

Vyslednym plazmidem je sestfih pDSalldeltaH.

3) Sesttih pDSalldeltaH se 5t&pi Sall a jeho konce se otupi tim, Ze se na lepivé konce plsobi
T4 DNA polymerazou a jednotlivymi dNTP. Stejnou metodou se otupi konce 820 bp fragmentu
BamHI-BglIl erythropoietinové ¢cDNA a provede se ligace k plazmidu. Ziskd se plazmid
pDEC-1.

4) Plazmid pDEC se rozit&¢pi Kpnl a Pvull a jeho konce se otupi tim, Ze se na lepivé konce
piisobi nukleasou z bobu ,,Mung®. Plazmid se religuje za u¢elem delece vystipnutého fragmentu
Kpnl-Pvull, ¢imZ vnikne plazmid pDECdelta.

Plazmidy pDEC-X se ziskaji z pDECdelta Gplnym rozit€penim BstEIl a potom &asteCnym
rozstépenim GblIl. Vektorovy fragment neobsahujici erythropoietinové kodujici sekvence se
izoluje a liguje k 810bp fragmentd BstEIl — BglII obsahujicim poZzadovany plazmid.

Podrobnosti konstrukce néktervch analogli obsahujicich nékolik aminokyselinovych zmén jsou
popsany dale.

Konstrukce pDEC(N47) a pDEC(N48)

pDEC(N47), ktery obsahuje mutace Asn30 Thr32 Vall87 Asn88 a Thr90 se zkonstruuje
z pDEC(N18) a pDEC(N4). pDEC(N18) se rozitépi HindII a BglII a izoluje se 445bp fragment.
pDEc(N4) se rozstépi BstEl a HindlIl a izoluje se 377bp fragment. Tyto dva fragmenty se liguji
po pDECdelta rozitépeného BstEIl a BglII zptisobem popsanym vySe za vzniku pDEC(N47).

pDEC(N48), ktery obsahuje mutace Asn69 Thr71 Ser87 Asn88 a Thr90 se zkonstruuje
z pDEC(N14) a pDEC(N11). pDEC(N14) se rozitépi HindlI a BgllI a izoluje se 445bp fragment.
pDEc (N11) se rozitépi BstEIl a HIndIIl a izoluje se 377bp fragment. Tyto dva fragmenty se
liguji po pDECdelta rozitépeného BstEIl a Bglll zpisobem popsanym vySe za vzniku
pDEC(N48).

Konstrukce pDEC(062) (fize HCG—erythropoietin)

pDEC (062) se slozi z pECI a 107bp Stul-Bglll linkeru ze syntetické DNA, ktery obsahuje
28 karboxy-terminélnich aminokyselin z humanniho chorionického gonatropinu (Ser—Ser—Ser—
Ser-Lys—Ala—Pro-Pro—Pro—Ser-Leu-Pro—Ser—Pro—Ser—Arg-Leu—Pro—-Gly-Pro—Ser—Asp-Thr—
Pro-Ile-Leu—Pro—GIn) (SEQ ID. NO: 25) (Pierce et al. Ann. Rew, Biochem. 50, 465 (1981)).
Tento linker ma nasledujici sekvenci
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5'CCTGTAGGACAGGGGACAGATCCTCTTCCTCAAAGGCCCCTCCCCCCAGCCTTC
3'GGACATCCTGTCCCCTGTCTAGGAGAAGGAGTTTCCGGGGAGGGGGGTCGGAAG-

5 ' CAAGTCCATCCCGACTCCCGRGECCCTCGGACACCCCGATCCTCCCACAATGA
(SEQ ID. NO: 19) |

3! GTTCAGGTAGGGCTGAGGGCCCCGGGAGCCTGTGGGGCTAGGAGGGTGTTACTCTAG
(SEQ ID. NO: 20)

PECI se roz3tépi Stul a GblII a izoluje se 610 bp fragment DNA. Tento synteticky linker se
fosforyluje ATP a polynukleotidkinazou a liguje s fragmentem pECI do pDECdelta pfed tim
rozstépencho BstEIl a Easteéné rozstépeného Bglll zpisobem popsanym vyse.

Konstrukce pPDEC(NO1)

pDEC(NOI) se zkonstruuje slozenim pDEC(062) (HCG-EPQ) a pDEC(N14) (Ser’’ Asn®*Thr*).
pDEC177 se rozitépi Stul a B%III a pomoci GeneClean® se izoluje 610bp fragment DNA
obsahujici mutace Ser® Asn®*Thr™. pDEC(062) se roz3tépi Stul a Gblll a izoluje se fragment o
délce 107 bp. Tyto dva fragmenty DNA se liguji do pDECdelta predtim rozitépeného BstEIl
a CasteCné rozStépeného Bgllll zpisobem popsanym vyse.

Konstrukce pDEC(NO2)

pDEC(NO2) se zkonstruuje slozenim pDEC(062) (HCG-EPO) a pDEC(N47)
(Asn”’l‘hr”Va187Asn88Thr9°). pDEC(N47) se rozit&pi Stul a Bglll a pomoci GeneClean™ se
izoluje 610bp fragment DNA obsahujici mutace Asn’’Thr’Val*’ Asn®Thr”®. pDEC(062) se
rozstépi Stul a Gblll a izoluje se fragment o délce 107 bp. Tyto dva fragmenty DNA se liguji do
pDECdelta pfedtim rozstépeného BstEIl a &astetn& rozitépeného Bglll zplsobem popsanym
vyse.

Konstrukce pDEC(NO16) Ser®” Asn®*ThrAla'®

pDEC(N16) se zkonstruuje slozenim pDEC(N14) (Ser”Asn®Thr’®) a pDEC258 (Ala'®).
pDEC258 se zkonstruuje za pouziti vySe popsanych zpiisobt mutageneze in vitro a v poloze 162
se kodon AGG vyméni za kodon GCG. pDEC(N14) se rozstépi Stul a GbIll a pomoci
GeneClean® se izoluje 610bp fragment DNA obsahujici mutace Ser” Asn®**Thr™. pDEC(258) se
rozst€pi Stul a Gblll a izoluje se fragment o délce 210 bp. Tyto dva fragmenty DNA se liguji do
pDECdelta pfedtim rozSt€peného BstEIl a Castené roz§tépeného Bglll zpiisobem popsanym
vyse.

Konstrukce pDEC(R1), (R2) a (R3)

Pro odstranéni glykosyla¢nich mist zpDEC(N14) se m13-EPO(N14) obsahujici mutace Ser87,
Asn88 a Thr90 podrobi in vitro mutagenezi popsané vyse za pouziti nasledujicich primert
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5' GGAGGCCGAGCAGATCACGACGG3 ' GLN24
(SEQ ID. NO: 21)

5'CTTGAATGAGCAGATCACTGTCC3! GLN38§
(SEQ ID. NO: 22)
5'CTGTTGGTCCAGTCTTCCCAGS GLN83

(SEQ ID. NO: 23)

Vysledné  plazmidy se ozna&i pDEC(R1)  (GIn*Ser, Asn®Thr’’, pDEC(R2)
(GIn**Ser® Asn®*Thr”®) a pDEC(R3) (GIn®Ser® Asn**Thr’®). m13EC-1 se také podrobi in vitro

. mutagenezi za pouziti vy$e uvedenych oligonukleotidovych primerti, a ziskaji se tak pEC10

(Gln**) a pEC8 (GIn®®). pEC9 (GIn®) se zkonstruuje za pouZiti nasledujiciho primeru.

5'CCTGTTGGTCCAGTCTTCCCAGCS' GLN83
(SEQ ID. NO: 24)

Klony ¢cDNA humanniho erythropoietinu a analogy odpovidajici [Asn®, Ser®]EPO, [Asr?’,
Ser''JEPO, [Asn®]EPO, [Asn'*]EPO, [Asn'Z Ser'”|EPO, [Asn'®, Ser'®JEPO, [Thr'*]EPO
a [Pro'*,Thr'”]EPO a klony cDNA analogi popsanych v tabulkich 3, 4 a 5 se elektroporaci
prenesou do bunék COS-1 (ATCC &. CRL-1650). Buiiky COS-1 se sklidi z semi-konfluentnich
misek, promyji médiem (Dulbeccovo modifikované esencidlni médium obsahujici 5 % fetalniho
teleciho séra a 1% l-glutaminu/penicilinu/streptomycinu (Irvine Scientific) a resuspenduji na
koncentraci 4 x 10° bunék/ml. Jeden ml bunék se prenese do elektroporaéni kyvety (Bio-Rad).
Elektroporace se provadi pomoci zafizeni Bio-Rad Gene Pulser pii kapacité 25 uF a napéti
1600 V za ptitomnosti 100 az 200 pg nosi¢ové DNA a 2 aZ 2 pg plazmidové DNA kédujici
erythropoietinovy analog. Elektroporové buiiky se prenesou do misek v mnoZzstvi 2 x 10° bunék
na misku pro kultivaci tkani o priméru 60 mm s 5 ml média. 2 aZz 4 hodiny po pieneseni do
misek se médium nahradi 5 ml &erstvého média. Médium upravené buiikami se oddéli 3 az 5 dni
po elektroporaci.

Piiklad 7
Charakterizace analogii erythropoietinu
A. Stanoveni adice uhlohydratu

Objem supernatantu obsahujici 5 az 21 jednotka z bunék COS transfekovanych jednotlivymi
cDNA erythropoietinovych analogh popsanymi v piikladu 6 se pfes noc pfi teploté mistnosti
imunoprecipituje krali¢i protierythropoietinovou polyklondlni protilatkou. 20 az 80 ul 1 : 1
Protein A-Sepharose v fosfitem pufrovaném roztoku chloridu sodného (PBS) se pfida
k imunoprecipitatu a smés se 1 hodinu inkubuje pfi teplot& mistnosti. Vzorky se odstiedi, promyji
PBS a tam, kde je to uvedeno, se peleta zpracuje N—glykanazou, aby se odstranily N-vazané
uhlohydratové fetézce. Vzorky se analyzuji elektroforézou na 15% SDS-polyakrylamidovém
gelu, provede se prenos na nitrocelulézu a analyza Western popsana v Burnette et al., Anal.
Biochem. 112, 195 az 203 (1981) a Elliott et al., Gene 79, 167 az 180 (1989) za pouZiti smési
mysich anti-erythropoietinovych monoklonalnich protilatek. Jedna z takovych protilatek, 9G8A,
je popsana v Elliott et al. (1979) Bood 74, Supp. 1, A. 1228.
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Analyza supernatantdi bung¢k COS transfekovanych [Asn®]EPO c¢DNA a [Asn'? Ser'”’]EPO
cDNA ukazuje, Ze proteiny maji v&t3i velikost neZ erythropoietin s humanni sekvenci. Tato
zvétSena velikost ukazuje na piitomnost pridavného N-vazaného uhlohydratového Fetézce
(obr. 7). Zpracovéni supernatantd bun&k COS transfekovanych ¢cDNA [Thr'*]JEPO a ¢DNA
[Pro'®, Thr'*]EPO N-glykandzou ukazuje, Ze proteiny maji v&t3i velikost ve srovnani
s erythropoietinem s huménni sekvenci. Tato zvétSena velikost ukazuje, Ze je pfitomen ptidavny

O-vézany uhlohydritovy fetézec (obr. 8). Analyza Western blot jinych vybranych analogd je
uvedena na obr. 10.

Pro stanoveni poétu N-vazanych uhlohydratovych fetézcd, které jsou pripojeny k EPO, se
provede &astené roz$tépeni N-glykandzou. Analogy rHUEPO se exprimuji v buiikich CHO
aoddéli se zpracované médium neobsahujici sérum. Zkumavky obsahuji 40 jednotek EPO
(objem je nastaven vodou na 15 ul). Do kazdé zkumavky se pfida 10 ul 0,5% SDS a vzorky se
3 hodiny vati. Potom se ke kazdému vzorku pridaji tyto slozky: 10,8 ul 0,5M fosfore¢nanu
sodného o pH 8,6, 5 pl 7,5= Nonidetu P40 a 1,5 pl roztoku N—glykanazy (Genzyme) o koncen-
traci 250 jednotek/ml. Vzorky se inkubuji uvedenou dobu pti 37 °C. Reakce se zastavi pridavkem
vzorkového pufru SDS-PAGE (voz vyse) a potom podrobi analyze Western na SDS-PAGE
(10 % akrylamidu) za pouZiti anti-EPO polyklondlni protilitky a anti—kraliéi soustavy
Wewstastain® (Vector Laboratories) a 4—chlornaftolu, jako substratu. Analyza N-vazanych

fet€zcl za pouZiti této metody je pro huménni erythropoietin a analog N14 znazornéna na obr.
11.

B. Stanoveni G¢innosti analogli erythropoietinu

Provedou se radioimunoeseje (RIA) zpiisobem popsanym ve vy3e uvedené publikaci Egrie et al.
Stanoveni EIA se provadgji za pouziti soupravy EIA Clinigen™ (Systémy R a D), pritemz se
pracuje podle postupli dodanych vyrobcem. Biologick4 G&innost in vivo analogd erythropoietinu )
se stanovuje na supernatantech ziskanych z bunék CHO exprimujicich analog erythropoietinu
nebo na purifikovaném erythropoietinu ziskaném z média zpracovaného buiikami CHO zpiiso- -
bem popsanym déle za pouziti exhypoxického polycythemického mysiho biologického stanoveni -
(Cotes et al., vySe uvedena citace).

Utinnost erythropoietinu in vitro se stanovi zkouskou tvorby erythroidni kolonie, kterou popsali
Iscove et al,, J. Cell. Physiol. 83, 309 az 320 (1974); zkouska je modifikovana. Mononukleované
buiiky z buné¢k humanni kostni dfeng se &asteéné purifikuji na ,,ficoll-pague cushion, promyji se
Iscoveho médiem, aby se odstranily ulp&né buiiky, a potom se nanesou na misky. Kultivadni
médium obsahuje 0,9 % methylcelulzy a neobsahuje Zddny hovézi sérovy albumin. Eryhtroidni
kolonie se zjist'uji po 8 az 10 dnech kultivace.

Analogy erythropoietinu transfekované a exprimované v buikkdch COS zpiisobem popsanym
v piikladu 6 se analyzuji v surovych supernatantech bunék COS za pouziti RIA, EIA a stanoveni
s tvorbou erythroidni kolonie. Purifikovany erythropoietin s huméanni sekvenci vykazuje in vitro
ucinnost, kterd je srovnatelnd s u&innosti podle RIA stanovenou pfi vySe uvedenych zkougkach.
Analogy [Asn®]EPO, [Thr'”]EPO a [Pro', Thr'”]EPO vykazuji in vitro G&innost, ktera je
srovnatelnd s G€innosti podle RIA a poskytuji ditkaz, Ze obsahuji ptidavné uhlohydratové fetézce
(podle stanoveni uvedeného v &4sti A). [Thr'”’JEPO a analogy N4, N11, N14, N16, N18, N47,
N48, 062, NO1 a NO2 se déle analyzuji tak, Ze se klon cDNA kédujici analog erythropoietinu
transfekuje do bun¢k CHO a supernatanty bunék CHO se podrobi stanoveni RIA nebo EIA
a biologickému stanoveni in vivo. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 6. Uginnost in vivo analogii
R1, R2 a R3 exprimovanych v supernatantech bungk CHO jsou uvedeny v tabulce 7.
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Tabulka

Analogy erythropoietinu obsahujici pridavné uhlohydréatové

6

retézce
U&innost
N-vazané  O-vézané in vivo
Sekvence EPO Fetézcea Fetdzce RIA nebo EIA
3¢ 1d 0,6
Asn307hr32 3 az 4¢ n.t. 1,1
AsnSlThr53 4 n.t. n.t.
AsnS7ThrS59 4 n.t. n.t.
Asnb9 4 sniz.mn.® n.t.
Asn63Thr71 4 n.t. 0,25-0,7
Ser68asn69Thr71 4 n.t. n.t.
val87Asn887he80 4¢ n.t. 1,8
Ser87Asn88Thr90 3 a% 4© normAln{ 1,0
5e:37Asn88Gly99Thr9° 4 n.t. n.t.
Ser87Asn88ThrS0Tnr92 a sniz.mn.®  n.c.
Asn8911e90Thr91 4 n.t. n.t.
Ser87a3n8911e90Thr 31 4 n.t. n.t.
ser87asnB81nr90a1a162 4 n.t. 1,8
Asnl36rhr138 3a% 4 n.t. n.t.
Asnl38Tnrl40 3a7 4 n.t. n.t.
2sn69Thr71ser87Asn80Thr 90 4g% 5 n.t. 0,025-0,25
asn30Thr32va187asn88Th 90 4 g% 5° norméln{ 1,8
Thrl23 3 1a 2f n.t.
Thri25 3 1a 2f 0,7
Prol24rhrl125S 3 1a 2f n.t.
HCG C~ terminélni prodlouéeni 3 glespon 39  1,0-1,3
Ser87asn88rnr90 .
HcG prodlouZeni 4 alespon 39 1,5
Asn30Thr32va187asn88Thr 90 .
HCG prodlouZent 4 g% 5 alespon 39 0,8
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Poznamky k tabulce 6:

*Potet pfidavnych N-vazanych fetézclh se odhaduje na zékladé mobility peptidovych analogi
v SDS gelech zpusobem popsanym v piikladu 7A.

®Pomér G&innosti analogu in vivo k mnoZstvi analogu erythropoietinu. Méfeni G¢innosti se
provad€ji na supernatantech buntk CHO sanalogy za pouiti mysiho polycythemického
biologického stanoveni. MnoZstvi analogu erythropoietinu v supernatantech bunék CHO se
stanovuje zkouskou RIA nebo EIA popsanou v textu.

‘Podet piidavnych uhlohydratovych fetézch se potvrdi zkouskou migrace glvkoproteinu
v SDS-gelech po ¢astedném rozstépeni N—glykanizou zplisobem popsanym v ptikladu 7A.

. N W 26 - v’ , ’ (]
%O—vézany fetézec v Ser'® Je pritomen na 70 % molekul humanniho erythropoietinu.

‘Analogy se snizenym stupném O-glykosylace, které obsahuji uhlohydratovy fetszec v Ser'”® na
méné nez 70 % molekul.

Thr'”EPO obsahuje dva O-vazané fetézce na vice nez 60 % molekul. Thr'’EPO obsahuje dva
O-vézané fetdzce na priblizné 40 % molekul. Pro'**Thr'”’EPO obsahuje dva O-vazané fetézce na

vice nez 80 % molekul.

!Tyto analogy obsahuji alespon tfi O-vazané fetézce a mohou mit i &tyFi nebo pét Fetézcil.
O samotném HCG je znamo, Ze obsahuje &tyfi O—vazané fetézce.

n.t. znamen4, Ze zkouSeni nebylo provadéno.

Tabulka 7

Utinnost humanniho erythropoietinu a analogii obsahujicich pfesmyky uhlohydratovych mist

Sekvence EPO N-vézané fetézce Uginnost in vivo RIA nebo EIA
3 0,69

GIn* 2 0,16

Gln* 2 0,16

GIn® 2 0,23

GIn™Ser® Asn®*Thr” (R1) 3 0,69

GIn**Ser” Asn®*Thr® (R2) 3 0,41

GIn®Ser® Asn®*Thr” (R3) 3 0,50

Ser’ Asn®*Thr™ 3az4 1,48

Pomér Gcinnosti in vivo k RIA nebo EIA se stanovuje zpiisobem popsanym v poznimce
k tabulce 6.

C. Vyroba izomorfnich smési ziskanych z analogii erythropoietinu

[Thr'?]EPO (EPO 050)

Analog erythropoietinu, [Thr'>*JEPO, se zkonstruuje zpiisobem popsanym v &asti A. pfikladu 6.
810bp fragment erythropoietinové ¢cDNA nesouci [THR'”|mutaci se izoluje rozstépenim

plazmidu pEC obsahujici [Thr'®’] mutaci pomoci BstEll a Bglll a ligaci vzniklého fragmentu
k pDECdelta (derivat pDSa2) (viz ptiklad 6).
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Plazmid pDECdelta obsahujici [Thr'®] erythropoietinovon cDNA se transfekuje do
DHFR~deficientnich bungk CHO. 770 ml média zpracovaného butikami CHO se zkoncentruje za
pouziti membrany s vyludovaci mezi molekulové hmotnosti 10 000 dalton a diafiltruje proti
10mM Tris-HCI o pH 8,6 do dosaZeni kone&ného objemu 34 ml. Alikvot vzniklého koncentratu
o objemu 17 ml se nanese na sloupec Q—Sepharose s rychlym pritokem (objem loZe 5 ml), ktery
je ekvilibrovan ve stejném pufru. Eluce se provadi linedrnim gradientem od 0 do 250mM
chloridu sodného v 10mM Tris—-HCI o pH 8,6. Alikvoty frakei eluovanych ze sloupce, bud’
neupravené. nebo 3tépené N—glykanazou se analyzuji SDS-PAGE neb IEF a spoji se pfislu$né
frakce podle obsahu izoforem a/nebo uhlohydratu, pfi¢emz vzniklé smési se oznai Cisly 2,3 a 4.
Kazda smés se nanese na sloupec Vydac C4 (214TPB 2030; primér 1 cm; objem loZe 1,8 az
2,5 ml; pritok 0,34 ml/min). Sloupec se promyje vzdy 2 objemy sloupce 20% ethanolu v 10mM
Tris—HCl o pH 7,0. Sloupce se eluuji linedrnimi gradienty 20 az 94% ethanolu v 10mM Tris-HCl
o pH 7,0. Vyrobi se smési 2, 3 a 4, tyto smé&si se zfedi 1mM Tris—HCl o pH 7,0 a nanesou na
sloupce Q-Sepharose s rychlym pritokem. Po promyti 10mM Tris—HCI o pH 7,0 se vzorky
eluuji 20mM citranem sodnym/250mM chloridem sodnym o pH 7,0. Purifikované [Thr'?] smési

se analyzuji vy$e uvedenym zpiisobem (Cotes et al.) na biologickou u¢innost. Vysledky jsou
uvedeny v tabulce 8.

[Ser® Asn®*Thr’*]EPO (EPO N14)

Preparativni postup 1

Analog EPO N14 se purifikuje tfistupfiovym postupem, ktery zahrnuje ionexovou chromato-
grafii, chromatografii na obracenych fazich a gelovou filtraéni chromatografii. Béhem stupné
ionexové chromatografie se spoji vhodné frakce za ielem ziskani smési izoforem s vysokym
obsahem kyseliny sialové. Dvé dalsi smési se vyrobi pfi chromatografii na obracenych fazich
s obsahem analogu s agregitem nebo bez n&ho. Podrobnosti tohoto purifikacniho stupn€ jsou
uvedeny dale.

1. Médium upravené buitkami CHO exprimujicimi analog EPO N14 se sklidi a pfiblizné
2,5nasobné zkoncentruje za pouziti michané kyvety s membranou YM10 (Amicon) a diafiltruje
proti 10mM Tris o pH 8,5.

2. Zkoncentrované médium se nanese pfi asi 12 Agso/ml pryskyfice na sloupec Q-Sepharose FF
(Pharmacia) ekvilibrovany v 10mM Tris o pH 8,5 pfi priitoku 0,2 cm/min.

3.  Po naneseni média se sloupec promyje tiemi objemy sloupce 10mM Tris o pH 8,5 a eluuje
50 objemy sloupce gradientu od 0 do 0,5M chloridu sodného v 10mM Tris o pH 8,5. Sbiraji se
frakce, jejichz objem odpovida objemu sloupce.

4. Vzorek kazdé frakce se zkousi na IEF gelu pfi pH 3 az 5. Na zaklad& rozd&leni izoforem
zjisténého metodou IEF se spoji takové frakce, aby vznikla sm&s obsahovala prevazn€ izoformy
11 az 18. K této smési se pfida EDTA do 1mM vysledné koncentrace.

5. Smés izoforem se nanese pfi asi 5 Ajgy/ml pryskyfice na sloupec s obracenymi fazemi C4
(Vydac) ekvilibrovany ve 20% ethanolu v 10mM Tris o pH 7,0 pfi pritokové rychlosti
2,5 cm/mim. Sloupec se promyje jednim objemem sloupce 20% ethanolu v 10mT Tris o pH 7,0
aeluuje 30 objemy sloupce gradientu od 20 do 94% ethanolu v 10mM Tris o pH 7,0 pfi
pritokové rychlosti 1 cm/mi. Sbiraji se frakce o objemu odpovidajicim 0,2 objemu sloupce.

6. Vzorek kazdé frakce se analyzuje pomoci neredukujiciho 12% DDS-PAGE. Na zékladé

pfitomnosti agregitu pozorovaného na SDS-gelu se vytvoii dvé oddélené smési. Smés &. 1
obsahuje analog EPO, ale z4dny agregat, a smés &. 2 obsahuje jak analog EPO, tak agregat.
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7. Smés €. 1 se priblizné¢ 65nasobné zkoncentruje a smés & 2 se pfiblizng 250nasobné
zkoncentruje za pouZiti zafizeni Centricon 10 (Amicon). U kazdé smési se provede vyména pufru
za 20mM citran sodny/100mM chlorid sodny o pH 7,0.

8. Kazdéd smés se individualni purifikuje na sloupci HPLC BioSil SEC-250 (BioRad)
ekvilibrované ve 20mM citranu sodném/100mM chloridu sodného o pH 7,0. Smési se nanesou
pfi teplot€ niz$i nez 6 Ajso/ml pryskyfice pii pritokové rychlosti 2,26 cm/min. P¥i kazdé zkougce
se sbiraji pikové frakce odpovidajici monomernim analogiim.

9. Zméfi se absorbance kazdé smési a ¢ast kazdé smési se zkoncentruje pro analyzu gelu
SDS-PAGE a IEF. Smés &. 1 obsahuje izoformy 15 a% 17 a pouzije se ji pro farmakokinetické
studie a studie vazby k receptoru.

Preparativni postup 2

Podobné se purifikuje analog EPO N14 tfistupiiovym postupem, ktery zahrnuje ionexovou
chromatografii, vysoce Gginnou chromatografii na obracenych fazich a chromatografii na
hydroxylapatitu. B&hem stupné ionexové chromatografie se analog rozdéli do tii smési obsahu-
jicich podle obsahu izoforem. Podrobnosti tohoto purifikaéniho stupné jsou uvedeny dale.

1. Supernatant bunék CHO exprimujicich analog EPO NI14 se oddéli a pfiblizng 10x
zkoncentruje za pouziti zafizeni Filtron MiniUltrasette s tangencilnim tokem a potom diafiltruje
proti 10mM Tris o pH 8,5.

2. Zkoncentrované médium se nanese pfi asi 10 A,go/ml pryskyfice na sloupec Q-Sepharose FF
(Pharmacia) ekvilibrovany v 10mM Tris o pH 8,5 pti priitoku 0,2 cm/min.

3. Po naneseni média na sloupec promyje tfemi objemy slupce 10mM Tris o pH 8,5 a eluuje
50 objemy sloupce gradientu od 0 do 0,5M chloridu sodného v 10mM Tris o pH 8,5. Sbiraji se
frakce, jejich objem odpovida objemu sloupce.

4. Vzorek kazdé frakce se zkousi na IEF gelu pii pH 3 az 5. Na zéklad& rozdéleni izoforem
zjist&ného metodou EIF se jednotlivé frakce rozdéli do tii smési. Smés oznatena nazvem ,,nizké
izoformy"“ obsahuje izoformy 4 az 12, sm&s oznalend nazvem ,stiedni izoformy“ obsahuje
izoformy 5 aZ 15 a smés oznalena nazvem ,,vysoké izoformy* obsahuje izoformy 6 a7 18.

5. Kazda smés izoforem se individualng purifikuje na sloupci pro HPLC s obracenymi fazemi
C4 (Vydac). Sloupec se vyviji gradientem od 0,1% kyseliny trifluoroctové ve vodé do 0,1%

kyseliny trifuoroctové v acetonitrilu, pfiemz zvySovani koncentrace acetonitrilu probih4
rychlosti 1 %/min.

6. Pikova frakce analogu z kazdé smési se shromazdi a zfedi 4 objemy 80mM Tris-HC1/20mM
Tris-baze a potom zkoncentruje. Provede se vyména pufru za 10 mM Tris o pH 7,2 za pouiti
zatizeni Centricon 3, ktera jsou odolna proti rozpoust&dlim.

7. Kazdy vzorek se zfedi na hodnotu 2 Ajs/ml v 10mM Tris o pH 7,2 a pfida se stejny objem
4M hydrochloridu quanidinu (GuHCl, 10mM CHAMPS, 10mM Tris o pH 7,2 do koncentrace
vysledného vzorku 1 Ajg/ml). Kazdy vzorek se nanmese na hydroxylapatitovy minisloupec
ekvilibrovany 2M GuHCI, SmM CHAPS, 10mM Tris o pH 7,2. Sloupec se promyje ekvilibrag-
nim pufrem a shromazd'uji se frakce o objemu jednoho sloupce.

8. Zméfi se absorbance frakei, vyrobi se smési a provede se vyména pufru za 10mM Tris o pH
7,2 za poutziti zafizeni Centricon 10. Zmé&Fi se absorbance kazdé smési.
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Vysledné smési se analyzuji na SDS-PAGE a IEF gelech. IEF gely jsou znizornény na obr. 12.
Zkousky RIA a zkouky u&innosti in vivo se provadéji zplsoby popsanym v prikladu 7A.
Uginnost vyslednych smési izoforem in vivo je uvedena v tabulce 8. Smési izoforem s vysokym
obsahem kyseliny sialové se pouzije pfi experimentech zaméfenych na zjiSténi zvySeni
hematokritu u mysi.

Tabulka 8

Utinnost izoforem analogii erythropoietinu

Sekvence EPO Smés izoforem Utinnost in vivo (U/mg peptidu)®
Thr'™ izoformy 8 az 12 147 000°
izoformy 9 az 12 215 000°
izoformy 13 az 15 111 000°
Ser” Asn®Thr* izoformy 7 az 12 132 000 + 17 000
izoformy 10 az 14 233 000 + 39 000
izoformy 12 az 12 272 000 + 14 000

MnozZstvi erythropoietinového peptidu v mg se vypoditd z hodnoty Ajg smési izoforem
Ser’’ Asn®*Thr®°EPO s pouzitim extinkéniho koeficientu 0,93 pro 1 mg/ml roztoku.

Smérodatnd odchylka u smési izoforem Thr'*EPO neni uvedena, pon&vadZ stanoveni
ucinnosti bylo provadéno jednou nebo dvakrat.

Priklad 8
Biologicke vlastnosti analogu EPON14

Utinnost smési izoforem analogu EPO N14, rekombinantniho humanniho erythropoietinu
(rHuEPO) a izolované izoformy rHUEPO 14 se srovnavaji pfi i.v. farmakokinetickych zkouskéch,
zkouskach vazby kreceptoru a studiich hematokritu. Smési izoforem EPO N14 se vyrobi
zplisobem popsanym v piikladu 7C. rHUEPO se vyrobi zpisobem popsanym ve vyse uvedené
publikaci Lei et al. Izoforma 14 rHuEPO se purifikuje nasledujicim zpiisobem: rHuEPO, ktery se
sklada ze smési izoforem 10, 11, 12, 13, 14 a 15 se nanese na sloupec Q-Sepharose s rychlym
pritokem (primér 2,2 cm, vyska 3,4 cm) ekvilibrovany v 10mM Tris o pH 7,2. Sloupec
s THUEPO se ekvilibruje s 2mM kyselinou octovou/6mM mocovinou (pufr A) a potom se
provede eluce vicefazovym gradientem navrzenym pro optimalni purifikaci izoforem 13 a 14.
Gradient zahrnuje 0 az 7,3 % 800mM kyseliny octové/6M mocoviny (pufr B) v 750 ml, 7,3 aZ
11,4 % pufru B v 750 ml, 11,4 az 26,8 pufru B ve 1250 ml, 26,8 az 62,4 % pufru B ve 1 250 ml
a potom 62,4 az 100 % pufru B v 700 ml. Sbiraji se frakce o objemu 12,5 ml. Frakce se
neutralizuji hydroxidem amonnym a zkousi izoelektrickou fokusaci na polykrylamidovych
gelech. Frakce obsahujici &istou izoformu 14 se spoji, zkoncentruji v michané kyveté Amicon
vybavené membranou YM-10 a potom se provede vyména pufru za vodu.

A. iv. farmakokinetické studie

Provedou se dvé oddélené studie pro srovnani farmakokinetickych parametrt analogu EPO N14
(izoformy 15 az 17) a izolované izoformy 14 s rtHuEPO.

Pfi kazdé studii se 1 uCi bud’ 1 _izolované izoformy 14, analogu IB_EPO N14, analogu
1IZL_EPO N14, nebo 'I-rekombinantniho humanniho erythropoietinu (Amersham) intravenosng
vstiikne do kanyly zavedené do kréni tepny samce krysy Sprague—Dawley o hmotnosti v rozmezi
od 310 do 378 g. V riznych dobach po podani se odebiraji krevni vzorky o objemu 0,3 ml, které
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se centrifugaci zpracuji na sérum. Kazdy vzorek séra o objemu 0,1 ml se inkubuje pfes noc pri
4 °C z 90% ethanolem a potom se v ném stanovi koncentrace '*I-EPO (bud’ rekombinantniho
humanniho erythropoietinu, izolované izoformy 14, nebo analogu EPO N14). Ethanolem
vystazeny '®I-EPO v kazdém vzorku séra se spocita v potita¢i gamma-rozpadi. Vysledné
farmakokinetické kiivky jsou uvedeny na obr. 13. Pro kazdou krysu se stanovi farmakokinetické
parametry za pouZiti nelineirni regresni analyzy PCNONLIN 4.0 Statistical Consultants, 1992
avysledky pro kazdou skupinu s zprim&ruji. Vysledky farmakokinetickych studii ziskané za
pouZiti analogu EPO N14 a izolované izoformy 14 jsou souhmng uvedeny v tabulce 9.

Jak je zfejmé z tabulky 9, existuje podstatny rozdil mezi hodnotou sérové clearance analogu EPO
N14 a hodnotou vypottenou pro rekombinantni humanni erythropoietin. Rekombinantni huméanni
erythropoietin vykazuje nejrychlejsi beta pologas 3,10 hodiny ve srovnéni s 3,97 hodiny pro
izolovanou izoformu 14 a 4,36 hodiny pro analog EPO N14. Skupina s rekombinantnim humén-
nim erythropoietinem vykazuje také nejrychlej$i pologas clearance 1,78 hodiny ve srovnani se
2,40 hodiny pro izolovanou izoformu 14 a 3,03 hodiny pro analog EPO N14.
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B. Stanoveni vazby k receptoru

Interakce analogu EPO N14 (izoformy 15 aZz 17) sreceptorem erythropoietinu se studuji
vytésitovaci zkouSkou za chladu za poutZiti erythroleukemickych bunék OCIM1 (Papayanno-
poulou et al., Blood 64 (supp. 1), 116a (1984)). Zvysujici se koncentrace neznadeného EPO N14
se inkubuji s buiikami OCIM1 spolu s konstantni koncentraci '®I-rHuEPO, za t&elem stanoveni
mnozstvi EPO N14 potfebného pro soutéz s '*’I rHUEPO o vazbu k receptoru. Pro srovnéni se
necha s konstantni koncentraci 'I-rHUEPO sout&zit také postupné se zvySujici koncentrace
neznaceného rHuEPO.

Neznafeny EPO N14 se ziedi zkouskovym pufrem a ptida se mnoZstvi 0,03 ng, 0,1 ng, 0,3 ng,
1,0 ng, 3,0 ng, 10,0 ng a 30,0 ng (vztaZeno na hmotnost peptidu). Do viech zkumavek se p¥ida
0,5 ng 'Pl-rekombinantniho huméanniho EPO a potom se pfid4 vzdy piiblizné 0,5 x 10° bungk
OCIM1. Zkumavky se inkubuji pfi 37 °C ve tfepané vodni lazni po dobu 2 hodiny. Po inkubaci
se roztoky odstfedi pres dibutylftalatovy/biftalatovy olejovy roztok, aby se oddélil nenavazany
"IrHuEPO od '*’I-rHuEPO vézaného k buitkim OCIMI1. Tzoluji se bun&éné pelety a mnoZstvi
"IrHUEPO vazaného k buitkdm se stanovi spoCitinim gamma-rozpad. Vypolitd se 0daj
charakterizujici specifickou vazbu k buitkdm a line4rni regresni analyzou se stanovi koncentrace
neznaleného proteinu, které je zapotfebi pro to, aby bylo 50 % '*I-rHuEPO vazaného za
nepfitomnosti kompetitoru vyfazeno ze soutéze.

Z vysledki tfi zkouSek vyplyva, Ze v prib&hu je zapotiebi 2,67 + 0,73 ng neznateného peptidu
EPO N14 pro snizeni vazby '“I-rHUEPO k buikim OCIM1 o 50 %. Pfi stejnych trech
zkouSkach je zapotiebi v priméru 0,51 + 0,15 ng nezna¢eného rHUEPO pro soutdZ s vazbou
0,5 ng "PI-rHUEPO. Na zakladg téchto vysledkii je zapotebi 5,25-nasobného nadbytku EPO
N14 pro sout&Z s vazbou '*’I-rHuEPO k receptoru EPO ve srovnani s neznadenym rHuEPO
(p <0,01).

Také se provede pfidavna experiment pfimého srovnani vazby analogu EPO N14, izolované
izoformy 14 a rekombinantniho erythropoietinu k receptoru erythropoietinu. Vysledky tohoto
experimentu ukazuji, ze analog EPO N14 ma4 k receptoru niz3i afinitu neZ izolovana izoforma 14.
Ve srovnani s nezna&enou izoformou 14 je pfi soutéZi s '“I-rHUEPO o vazbu k receptoru
zapotfebi pfiblizn¢ dvojnasobného nadbytku analogu EPO N14 (obr. 14).

C. Studie hematokritu

Provede se in vivo studie pro srovnani schopnosti vysokych a nizkych izoforem EPO N14
(z preparativniho postupu 2 popsaného v piikladu 7C), izolované izoformy 14 a
rekombinantniho humanniho EPO zvysit hematokrit o3etfenych my3i. Rozd&leni izoforem ve
smésich izoforem EPO N14 oznadenych nazvy ,,vysoké izoformy* a ,,nizké izoformy*, které se
pouziva pfi této studii, je uvedeno na obr. 12.

Mysim CD1 (o hmotnosti asi 30 g) se po dobu celkem 6 tydnii 3 x za tyden intraperitonealng
injikuje jeden z vySe uvedenych pfipravkd v 0,25% mysim sérovém albuminu nebo placebo (PBS
s 0,25% mySim sérovym albuminem). Déavkovani erythropoietinovych pfipravki je vztazeno na
hmotnost peptidu a je upraveno tak, aby 30g mys obdrzela 0,071 pg peptidu/davka, a to bud’
vysokych frakci EPO N14, nizkych frakci EPO N14, izoformy 14, nebo standardniho rHuEPO.
Pfi zkouSeni vysokych frakci EPO N14 a izoformy N14 se pouZije téz pridavné skupiny, které se
podava 0,036 pg peptidu/davka. Hematokrity vSech mysi se stanovi pfed zahdjenim pokusu
a potom se zjist'uji dvakrat tydné retroorbitalnim odb&rem krve. Na zavér pokusu se shroméazdi
sérum viech zvifat a zkousi se na protilatky proti vstiiknutému produktu. Dat ziskanych u zvifat,
kterd jsou charakterizovéna jako negativni s ohledem na neutralizaci protilatek, se pouZije pii
nasledné analyze.
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Jak ukazuje obr. 15, zvifata, kterym byly podany vysoké izoformy EPO N14, vykazuji nejvyssi
priimérnou hodnotu hematokritu ve skuping ve srovnani se zvifaty kterym bylo podany ostatni
ptipravky. Izoforma 14, rekombinantniho humanniho EPO a nizké izoformy EPO N14 zvy3uji
hematokrit v mensim rozsahu.

Za ucelem porovnani riiznych erythropoietinovych pfipravkii kvantitativngj§im zpisobem se
vypotita priméma potatetni rychlost vzristu hematokritu (0 aZ 11 dni), zméfi se plocha pod
k¥ivkou (0 aZ 39 dnii) a vypo&ita se celkové zvySeni hematokritu (tabulka 10). At jiz se pouZije
kteréhokoliv z t&chto kriterii, zda se byt smé&s ,,vysoké izoformy“ EPO N14 (&inné&jsi (vztaZeno
na hmotnost peptidu) nez kterykoliv z ostatnich zkouSenych piipravki. Jak smés ,vysoké
izoformy“ EPO N14, tak izoforma 14 je Gginn&j3i neZ rekombinantni huménni EPO. Smés ,,nizké
izoformy“ EPO N14 vykazuje nejniz3i G&innost pfi srovnavani za pouziti kterékoliv z t€chto
analyz.
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Vynélez byl sice popsan za pouziti pfednostnich provedeni, odbornikiim v tomto oboru je v3ak
ziejmé, Ze jej lze riznym zpisobem obméfiovat a modifikovat, pfi¢emZ vSechny takové variace
spadaji do rozsahu tohoto vynalezu, pokud jsou kryty nasledujicimi patentovymi néroky. Tyto
patentové naroky je tfeba vykladat na podkladé ekvivalenti.

SEZNAM SEKVENCI

(1) OBECNE INFORMACE:

(i) PRIHLASOVATEL: Elliott, Steven G.
Byme, Thomas E.

(i) NAZEV VYNALEZU: Analogy erythropoietinu
(iii) POCET SEKVENCI: 26
(iv) ADRESA PRO KORESPONDENCI:

(A) ADRESAT:  Amgen Inc., U.S. Patent
Operations/tbw

(B) ULICE: 1840 DeHavilland Drive
(C) MESTO: Thousand Oaks

(D) STAT: Kalifornie

(E) ZEME: USA

(F) PSC: 913201789 (ZIP)

(v) STROJINE CITELNA FORMA:
(A) TYP MEDIA: Disketa
(B) POCITAC:  IBM PC kompatibilni
(C) OPERACNI SYSTEM: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0, verze #1.25
(vi) DATA VZTAHUJICI SE K TETO PRIHLASCE:
(A) CISLO PRIHLASKY:  US 08/108, 016
(B) DATUM PODANL:  17. srpna 1993
(C) ZATRIDENI:
(2) INFORMACE O SEQ ID NO: 1:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 30 bazovych pari
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) RETEZCOVOST: jeden fetézec
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY: cDNA
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CZ 291343 B6

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO: 1:

CGCCCACCAA ACCTCAGCTG TGACAGCCGA

INFORMACE O SEQ ID NO: 2:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 27 bazovych parti
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) RETEZCOVOST: jeden fetézec
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY: cDNA

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO: 2:

ATCTGTACAA CCGAAGCCTG GAGAGGT

INFORMACE O SEQ ID NO: 3:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 23 bézovych péri
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) RETEZCOVOST: jeden fetézec
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY: ¢cDNA

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO: 3:

GGGCCTGGCC AACCTGTCGG AAG

INFORMACE O SEQ ID NO: 4:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 26 bazovych para
(B) '{YP:vnukleové kyselina
(C) RETEZCOVOST: jeden fetézec
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY: cDNA

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO: 4:

TCCCCTCCAG ATAATGCCTC AGCTGC
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INFORMACE O SEQ ID NO: §:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 24 bazovych pard
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) RETEZCOVOST: jeden fetézec
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY: cDNA"

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ IDNO: 5:

CAGATGCGAA CTCATCTGCT CCAG

INFORMACE O SEQ ID NO: 6:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 33 bazovych pari
(B) "VI"YP:vnukleové kyselina
(C) RETEZCOVOST: jeden fetézec
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY: ¢cDNA

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO: 6:

AGGCCTGCAG GAATGGGAGC AGATGACCAG GTG

INFORMACE O SEQ ID NO: 7:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 23 bazovych pard
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) RETEZCOVOST: jeden fetézec
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(i) TYP MOLEKULY: ¢cDNA

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO: 7:

TCCAGATGCG ACCTCAGCTG CTC

INFORMACE O SEQ ID NO: 8:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 23 bazovych péri
(B) TYP: nukleova kyselina
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(C) RETEZCOVOST: jeden fetézec
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY: cDNA
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO: 8:

CCTCCAGATC CGACCTCAGC TGC

INFORMACE O SEQ ID NO: 9:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 28 bazovych pér
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) RETEZCOVOST: jeden fetézec
(D) TOPOLOGIE: lineérni

(i) TYP MOLEKULY: cDNA

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO: 9:

GGGCCTGGCC AACCTGACAG AAGCTGTC

INFORMACE O SEQ ID NO: 10:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 30 bazovych part
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) RETEZCOVOST: jeden fet&zec
(D) TOPOLOGIE: linearni

(ii) TYP MOLEKULY: ¢cDNA

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO: 10:

CAGGGCCTGT CCAACCTGAC AGAAGCTGTC

INFORMACE O SEQID NO: 11:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 24 bazovych pari
(B) TYP: nukleové kyselina
(C) RETEZCOVOST: jeden fetézec
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY: cDNA
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CZ 291343 B6

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ IDNO: 11:

CAGATGCGAA CTCAACGGCT CCAC

INFORMACE O SEQ ID NO: 12:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 35 bazovych pard
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) RETEZCOVOST: jeden fetézec
(D) TOPOLOGIE: linearni

(ii) TYP MOLEKULY: cDNA

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO: 12:

ATGCGAACTC AACGGCTCCA CTCACAACAA TCACT

INFORMACE O SEQ ID NO: 13:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 27 bazovych pért
(B) '!"YP:vnukleové kyselina
(C) RETEZCOVOST: jeden fetézec
(D) TOPOLOGIE: linearni

(ii) TYP MOLEKULY: ¢cDNA

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO: 13:

CCAGATCCAA ATTCATCTGC TCCACTC

INFORMACE O SEQ ID NO: 14:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 27 bazovych pard
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) RETEZCOVOST: jeden fetézec
(D) TOPOLOGIE: linearni

(ii) TYP MOLEKULY: cDNA

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO: 14:

CCAGATCCAA ATTCAACAGC TCCACTC
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INFORMACE O SEQ ID NO: 15:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 24 bazovych pért
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) RETEZCOVOST: jeden fetézec
(D) TOPOLOGIE: line4rni

(ii) TYP MOLEKULY: cDNA

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO: 15:

CCAGATGCGA CAACAGCTGC TCCA

INFORMACE O SEQ ID NO: 16:

() CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 23 bazovych pardi
(B) TYP: nukleov kyselina
(C) RETEZCOVOST: jeden fetézec
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY: cDNA

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO: 16:

AGATCCGACC ACCGCTGCTC CAC

INFORMACE O SEQ ID NO: 17:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 23 bazovych pari
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) RETEZCOVOST: jeden fetézec
(D) TOPOLOGIE: linearni

(ii)) TYP MOLEKULY: cDNA

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO: 17:

TGCTCCACTC ACAACAATCA CTG

INFORMACE O SEQ ID NO: 18:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 184 bazovych pard
(B) TYP: nukleova kyselina
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(C) RETEZCOVOST: jeden fetézec
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY: cDNA

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO: 18:
TCGAGGAACT GAAAAACCAG AAAGTTAACT GGTAAGTTTA GICTITITGT CTTITAIIIC
AGGTCCCGGA TCCGGTGGTG GTGCAAATCA AAGAACTGCT CCTCAGTGGA TGITGCCTTT

ACTTCTAGGC CTGTACGGAA GTGTTACTTC TGCTCTAAAA GCTGCTGCAA CAAGCIGGIC

GACC

(2) INFORMACE O SEQ ID NO: 19:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 107 bazovych pari
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) RETEZCOVOST: jeden fetézec
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY: cDNA

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO: 19:

CCTGTAGGAC AGGGGACAGA TCCTCTTCCT CARAGGCCCC TCCCCCCAGC CTTCCAAGTC

CATCCCGACT CCCGGGGCCC TCGGACACCC CGATCCTCCC ACAATGA

(2) INFORMACE O SEQ ID NO: 20:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 108 bazovych part
(B) TYP:vnukleové kyselina
(C) RETEZCOVOST: jeden feté€zec
(D) TOPOLOGIE: linearni
(ii) TYP MOLEKULY: cDNA

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO: 20:

GATCTCATTG TGGGAGGATC GGGGTGTCCG AGGGCCCCGG GAGTCGGGAT GGACTTGGAA

GGCTIGGGGEG AGGGGCCGAG GAAGAGGATC TGTCCCCIGT CCTACAGG
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INFORMACE O SEQ ID NO: 21:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 23 bazovych part
(B) TYP: nukleov4 kyselina
(C) RETEZCOVOST: jeden fetézec
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY: ¢cDNA

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO: 21:

GGAGGCCGAG CAGATCACGA CGG

INFORMACE O SEQ ID NO: 22:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 23 bazovych pari
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) RETEZCOVOST: jeden Fetézec
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i)) TYP MOLEKULY: ¢cDNA

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO: 22:

CTTGAATGAG CAGATCACTG TCC

INFORMACE O SEQ ID NO: 23:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 21 bazovych parii
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) RETEZCOVOST: jeden ietézec
(D) TOPOLOGIE: linearni

(ii) TYP MOLEKULY: cDNA

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO: 23:

CTGTTGGTCC AGTCTTCCCA G

INFORMACE O SEQ ID NO: 24:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 23 bazovych péar
(B) TYP: nukleova kyselina
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(C) RETEZCOVOST: jeden fetézec
(D) TOPOLOGIE: linearni

(iy TYP MOLEKULY: cDNA
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO: 24:

CCTGTTGGTC CAGTCTTCCC AGC

INFORMACE O SEQ ID NO: 25:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 28 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C) RETEZCOVOST: jeden fetézec
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY: protein

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO: 25:

Ser Ser Ser Ser Lys Ala Pro Pro Pro Ser Leu Pro Ser Pro Ser Arg
1 S 10 15

Leu Pro Gly Pro Ser Asp Thr Pro Ile Leu Pro Gln
20 25

INFORMACE O SEQ ID NO: 26:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 193 aminokyselin
(B) TYP:vaminokyselina
(C) RETEZCOVOST: jeden fetézec
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY: protein

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO: 26:
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Met Gly
Leu Ser
Ile Cys
Ala Glu

50

Asn Ile
65

Met Glu
Leu Ser
Gln Pro
Leu Arg

130

Ala Ile
145

Thr Ala

Arg Gly

Arg

Val

Len

Asp

35

Asn

Thr

val

Glu

Tzrp
118
Ser

Ser

Asp

Lys

His
Pro
20

Ser
Ile
Val
Gly
Ala

100

Glu

Pro

Thr

Leu
180

Glu

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

85

Val

Pro

Thr

Pro

Phe
165

Lys

Cys

Gly

val

Thr

Asp

Gln

Leu

Leu

Thr

Asp
150

Arg

Leu

Cz

Pro

Leu

Gly
55

Thr
Ala
Arg
Gln
Leu

135

Ala

Lys

Tyr

291343 B6

Ala Trp
Pro Val
25

Glu Arg

40

Lys Val

val Glu

Gly Gla

105

Leu His
120

Leu Arg

Ala Ser

Leu Phe
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Leu Trp
10

Leu Gly

Tyr Leu

Glu His
Asn Phe
75
Val Trp
Ala Leu
Val Asp

Ala Leu

Ala Ala
158

Arg Val
170

y Glu Ala

Leu

Ala

Leu

Cys

60

Tyr

Gln

Leu

Lys

Gly

140

Pro

Tyrx

Cys

Pro

Glu

45

Ser

Ala

Gly

vVal

Ala
125

Ala

Leu

Pro

30

aAla

Leu

e

Leu

Asn

10

val

Gln

Azg

-Asn

Thx
190

Ser
15

Arg
Lys
Asn
Lys
Ala
85

Ser

Ser

Phe
175

Gly

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

Leu

Gly

Glu

Ile
160

Leu

Asp
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PATENTOVE NAROKY

1. Analog humanniho erythropoietinu, zahrnujici adici jedné nebo vice aminokyselin ke
karboxylovému konci erythropoietinu, pfi¢emz v adovanych aminokyselinich je obsaZeno
alespoii jedno misto pro glykosylaci.

2. Analog huménniho erythropoietinu podle néroku 1 zahrnujici adici peptidového fragmentu
ziskaného z karboxyterminalni ¢4sti humanniho chorionického gonadotropinu, pfiemZ tento
fragment je pripojen ke karboxylovému konci erythropoietinu.

3. Analog humanniho erythropoietinu podle naroku 2 zvoleny ze souboru sestavajiciho z

a) huméanniho erythropoietinu, k jehoZ karboxylovému konci je pfipojena aminokyselinova
sekvence Ser—Ser—Ser—Ser-Lys—Ala~Pro—Pro—Pro—Ser-Leu—Pro—Ser—Pro-Ser-Arg-Leu~Pro—
Gly-Pro-Ser—Asp—Thr—Pro—Ile-Leu-Pro-Gln;

b) analogu charakterizovaného v odstavci a), ktery dale obsahuje Ser® Asn®*Thr®EPO; a

c) analogu charakterizovaného v odstavci a), ktery déle obsahuje Asn® Thr*Val® Asn®Thr”-
EPO.

4. Sekvence DNA kédujici analog huménniho erythropoietinu podle naroku 1.
5. Sekvence DNA kédujici analog humanniho erythropoietinu podle néroku 3.

6. Eukaryontni hostitelska buiika transfekovana sekvenci DNA podle naroku 4 zpisobem
umoziiujicim hostitelské bufice exprimovat analog humanniho erythropoietinu.

7. Farmaceuticky prostfedek, vyzna&ujici se tim, Ze obsahuje terapeuticky i¢inné
mnozstvi analogu erythropoietinu podle nékterého z narokii 1 az 3 spolu s farmaceuticky vhod-

nym fedidlem, adjuvantem nebo nosi¢em.

8. Pouiti terapeuticky i¢inného mnoZstvi analogu erythropoietinu podle n€kterého z narokii 1
az 4 pro vyrobu farmaceutického prostfedku pro zvySovani hematokritu u pacienta.

19 vykresu
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Obr. 8
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Obr. 9
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Podet rozpadi za minutu v 0,1 ml séra
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Obr.13

—A— (HUEPO -~ ISOF14 -4~ EPON14
n=6 n=4 =4

20000

i‘ . L3 (3 b4 .
10000 A\ Geometricky prumér skupiny

1000

100 1 1 1 1 t 1 ) 1 1 | 1 1 1 ] I

Doba po i.v. injekei (h)

-70 -



inutu

maximéalni hodnoty po&tu

vézan$ch rozpadl za m

%

CZ 291343 B6

Obr.14
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