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Jsou popsany isoformy erythropoietinu, majici specificky
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isoforzy erythropoietinu

vké isoforem erythropoietinu
L

ravy specifickych isoforen
% kyen pripravk?, kterd tyto

ptsobu lédeni za po-

Dosavadni stav techniky

brythreopoietin je gly“
pri zrini erythrcidrich pro
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cyty.aé podstatny vyznas piil resulzaci hladin Zervenych
s

xrvinek v ob%hu., Prirozeng se vy

atsledek re-=
podtozeni, piscbiciho snizenl grodukee erythropoie=-
tiau v ledvinden. C rekxombtinaninic orethrepoietinu, pro-

v

] P
vi, zatraugiciml
r

exures’ proteinového produktu hostitelskyzi bunkaznil trans-
formovanysl genem kodujicim erythropoieiin byio zjist¥no, Ze

I3

i
nu pro terapeutické vyu
{3



takové mote rovndiz &ini tento zdroj nepraktickyme. Purifi-
kxace lidského urinérniho erythrepoietinu podle Miyakeho
a spol, J.Biol.vhem., 252, 5558 (1977), pouZivé jako vy-

chozi material mod od osob s rl stickou anemii.

Identifikace, klonovéni 2 exprese gent, kodujicich eryth-
ropeietin je popséna v US patentu &. 4703008 Linnem., Po=
S

pis purifikace rekombinsntniho erythiropoietinu 2z bun#&g-
néhs wedia, podporujifciho rist asviich bun¥k, obszhujicich

o

kxombinantni erythropoietinovsa nlusmidy je nap¥. zahrnu-
US patentu 3. 4657016 ssie @ sonl.. fxprese a ziskéni

by

cky ak¥ti-niho rekombinantnino erythropoietinu ze

‘1

~ -.a.
O

titelskyer buntk, obsehujicich ervthropoietino=-
nv rekombinﬂntnlm plasmiiu, poskytule v prvni Pudd
ednd mnor-tvi ervthropoietinu vhoinéno pro torapeu-
acgli¥nce., Ddle znnlost genové sekvence 4 dostupnost
b znoistvi purifikovordno proteinu unoinuje lepdi

’,

beni toroto proteinn.

o
(2]
-
2
e
)
]
[y
3
>
1951
v

siologictd sktivita proteinu jo zévisld ne jero struk-
ture. ce’ména primédrni strukiura proteinu (Lj. Jeho an tino-
kys linovéd sekyenee) poskviuje informaci, Xteréd wzcinuje
(nao¥. @k -helix nebdo /b -list) a ter-
jrozmérné p¥ehyby) struktury polypeptidu behem
taze. Prerudeni vlastnich sekundérnich s ter-
cidrnich atrukiur zavedenim nu cei nobo chemickYm nebo

’

atse vést ke sniZeni biclogické

V prokaryetnich orasnismech jsou biologické nktivity
protein® z velké gésti ovidddny vyde uvedenymi strukturani.
Na rozdll oi nroteinl® z prokaryotnich buntk je mnoho bunil-
n¥ch povreht ovundeh proteind predukovanych v eukaryot-
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nicr bunkdch modifike
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skupinami. Tato wmodii'ikace oznadovand jako glrkosylace
nt¥%e vy¥raznd oviivhit fyzik#lni vliastnosti protein® = mize
také b7t 2'lezité pro stabilitu proteinu, sekreci a sub-

7

celulérni lokaligaci., Viastni glywoesvlace miZe mit zéklad-

ni véznaw pro bicloszickou aktivitu., dokteréd geny z eukaryot-

nich ~rxoniss®, wWdva Jsou exprimovény v bakteriich (napt.

E.z0li), kterdé postradaii celuldranl procesy pro glykosy-
in®, poskytuji proteiny, kieré maji malou nebo

Glykonsylace se uskutednuje pri specifickyeh zmistech
0131 polypectidového hlavnito Petézece a Jje obvykle dvou
ARG oligosschuridy jsou spojené se serinovymi ne-

rymi zovtky, zatimco Hevdzané oligosacharidy

sou pPipejeny ¥ saparacinovia zbytkfm, jestlide jsou tyto
¢éetl sekvence asn-X=Zer/Thr, kde £ miZe byt jakxdékoliv ami-
nekyeelinag s vijiakeu peelinu. ~trukiury Nevdzanych a O=vé-
gandch olizosacharii®™ a cukrovyeh zoytkd nelezend v kaZdim
tvpu, Jscu rozdiinég. Jeden typ cukru Je obv,klc nzlezen
na obou, Jje jin Heaceiylncurazinové kyselina (ddle ngzyvené

1 3
Jako sinlové kvselina). Siacové Kvselina i@ obvykle termi-
n 3 at
t

néini zbytek -bou N-vézanveh s C-véganych oligosacharid
a diky evénmu negativonimu ndvoil udﬁluje glykoproteinu kyse-
1¥ charakter.

Jdok lidsky z wr-le zickany erythrcpoietin i r

ni ervthransietin (exprirsvony v savdich bunkéch), maiici
aninokyrelinovou sekvenci 1 = 1565 thropolietinug,
obsahuji tii Nevizand a jeden Teviézany oligosacharidovy Fe=-

t3zez, Xle tvio Petfzee tvoPi asi 40 - celkovéh molekulovs

14N

hmotrniostl glykonroteinu, N=viéz:n& glykosylace probihd na

asparaginovich zbytcich, uaistinych v po.chdca 24, 3¢ a
83, zatimeo DO-vézund clvkosylace probihé na serinovem bytl-

ku umietiinéw v poloze 176 (Lai a spol., J.Bdol.lhem. 261,



3116 (1986); Broudy s spol. Arch.Biochec.Biophyse 209,
329 (13£8). C1ligosacharidové fetdzce mohou byt modifiko
vény terminélnizi zbytky cimlové kveeliny. -nzymatické
zpracovéni zilvkosylovaného crythropoietinu pro cdstran®ni
zbytk? sialovd kyseliny vede ke ztr&t? in vivo aktivity,

ale nepfsobi ztrétu arztivity in vitroe (Lowy a spol., ovatu-

re 185, 102 (1360); Goldwasser = spol., J.Bicl.Chen. 249,
4232 (1974)). Yotn crovéni miZe byt vyusito pii rychlém

J

dstranunﬂagﬂq lgerythropoietinu 2z s>b¥hu po interakei s
nepatickyx proteinems, ktery véize asizloglykoprotein (Morrell
s spol. J.Biol.Chem. 243, 155 (1968); Briggs = spol. Am.
J.vhisiol. 727, 1385 (1374); ash.ell a spol., Hethods rn-=

o, PET (1978)). Trythroppetin tak vyks zuje in vivo

gickou uUdinnost pouze vdy: je sialslovén » Je tex za=-

o)

jet.o vazb?® hepatickym vizacim proteineil.

G oh: jingeh ciof ¥ v olignse acheridevyer Fet¥zeich neni
definovéns Acstatedni. Bylo z3ist¥no, Ze neglykosylovany
ervthrnroietin ré velmi snizensu in vivo aktivitu ve srove

néni 8 glykosylovancu o s1e udriuje si 2ktivitu in

)
=
O
c

4
vitre (Dordsl 2 ¢p2l. Tndcerinology 116, 2293 (19€5); Lialv
patent vide). V daisi studii nicuéné odstrandni N-vézanych
nebo O-vézengeh olipgosach arilovyeh Yetdzcl Jedr ot iivd nebo
spolednd mutag -enesi asparaginovych nebo serinovych zbytkl,
xteré jsou glykosylainimi amisty, vI ‘rezné spifuje in vitro

~

a¥tivitu © I.*’ﬁéného er thropoiectinu, ktery je produkovén v

’

savéich bunkéch (Dube a spol. J.8i0l.Chem. 763, 17516 (19yes8)).
Glykopraoteiny jiko jo eryth opoietin mohou byt sepa=
rovény na rizn® nabltc Lformy zu pousiti technik jux<o Je
isnelektrické fokusace (I2F). Jscu uvéddiny IvY studie suro-
ihioje dstelné purifikovanych erythropo sietinovych pripravkd
0 959 (1372); Shel

; fuhr a spol. Bicehem. BiophySe

(DUKOWSKV a spol., J.Bi
Biochern. ed. 12, 45 (1375

Lon 2 spol.
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ervthropoietinovier molekul, majicich viee nez nebo alter-
nativn® mén¥ ned preleterainovany poZet siamlovych kyselin
na molekulu, ktery zakrnuje zprscovéni materidlu, obsahu-
jieinho ervthropoistin fontov/minnou chrozatografii, ried-
o

- .

mhten vyndlezu je také zpTsob pripruvy sm3si erythropoietino-

vich molezul, majizick poret sialovych kvselin na molekulu
y y

m* mendi neZ Jje predeterninoviny po-

p I N ST S
i zpracovinl materidlu obanhujic
~

ino erythro-

rauie mnsiscy 1i7skshe ecvihrorietinu,
E

wcfv““ﬂyovhko

(...‘

S<
. PN
007Nl far

. 2% AT e m e 179 24 ., 125
/Asn’ "7, CZer T , /Tap /LEC, A /Pro © Thr' T7/IPO,

b k)

s s . . a0
crythropeletin, Jjako je /asn’ /PO,
e

sahujici apfs isoforen Y- 30 také

Cbr.? preistavuic veztsr meni poltez sislovyceh ¥lin na
erythropoietinoveu igoforsu a QpﬁﬂlfWC’O#tlv'tu

Ade

in vivo kaxdé isoformy, vyiddiencu jimko AOLky na

v s .o 2 [ o ™
mg erythropeietineveéhe polypepildu. *a ¢ 2A, bylu

£

L e M 3 O | nyv oot
veogentares ¥aidd ervivnropoiectiaove jsofY fléno-

vena Bralfordoveu proteinoveun ziouivou, 00T. 2B,

b 54) ry

bvla koncentrace gsianovena abaorbsanci '+ VY nm, na

obr.2C, bvis koncertrace stanovenz por 14,



Obr.3 predstavulie analyticky jsoelektrofolusadnil gel defi-

,

ov npch smEsi rekombinantuich erythropoietinovvch

5

Y, “y

jsofcrem phipravenlch aniontovyiudnnou erpomutografid
oimi 6 predstusvuji
erthropoietinové isoforny elunvend pii vysocesolnén
omvvanl Q-sephurosové kolony 150 md kKy-
(nepufrovand)., 200 mil kyselincu octovoewr, pil 4,7,
250 w4 kyselinou o.lovou, pltod,7, 3u0 o kyselinou
,7 nebo 3dv mi xvselinou octovou (ne=
%335tany rekombinantni erythropol ictin,
za pousiti postupl
préice wale a susc., supra, &
(v rozl ilcr, Se DEAF=1.-8r020VE ch:ozatografie Jje

nahrIzens shroTotorrafiiong (=cenharose, Je zné=-

P
L

BT B - T oy - . P £ -

vindu 2 préce Laie & spol.suprs, S tim

dze tohot> g lu.

Cbr.» phedstavuje arinckveelinovou sekvenci lidského erythro-
poietinu. Ytveredky oznaduji aspuraginovi zbytiy, ke
wtervim jeou phipojeny/threo oninovs

I
karbory lpatove TFetauce a rvéndi &ky oznaduji
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nodifikovand karbohydrdtem. Dals8i glykosylelni mista
oskytnutéd v anzlozich z prikladu 6 Jscu indikovéna
nutacemi usparaginu, serinu a threoninu.

A, 68 a 6C preistavuii serie stupnt Xionoveéni pri
generovéni plasmidd pre¢ konstrukci 2 analyzu analogl
1idsksho eryvihropoietinu., Tyto araslogy =m:zji amino-
kyseliny zx3n®né jak je uvedeno na obr. 5, které
poskytuji dalidi glykosylalni mista.

Sbr.7 pPedstavuje analyzy Western blot COS bun&inych super-

Obr.& pPeistavujes vWestern blot analyzu COS bunelr

natant® sekvenci lidského elvtqr0301€L3nu 3! 11d1go-

vanych CthhT“FOZCTllOV;Vh snzlogt. Ansiogy /As
a1l A, oy I 5 d 24
Ser' '/EPO, /Asn®7/Lpd, Jhsn , Ser EPY /Lro )
'»‘mw‘l 2") BAES I A 3 el = o 00D T -
Lhr /EPD jsou Kt nquUOthy jak je pepséno v pPi
1. 2 . 125 L YET e 126 128
iu 6. anzlogy /Pro , thr "'/z¢pC, /Asn , Ser °7/
Uy N SR ] :‘?"— 4 ﬂ RS TA) - I'4 bt - u L
PG a /Yhr ), 7/; PO, kterd neobsahujl dalsi

karbeohydrdtov. Petfzce Jjsou zhe uvelenr pro srovnani.

AN

2

ny¥ch super-
atant® sexvenci lidského erythropoietinu a indikova-
nicr erythropoietinovich anslogl po zpracovénl s Ne-giy-

. 125 /. n : 129 -
kanasou. Analogy /Thr ‘5/Lr9 a /rrold4, Thr '5/hr0

Js-u kﬁn:t"uové”v ja¥ je popsano v pidkladu 6. Ana-
o 5, serolS4ric, sProteY Teo, /1 127
lozy /V.1 / PO, /Pro T¥C, /Pro /TP2, /rthr /

s 125 1 2T /v 65 w125 127 4.,
ERO, /iro “7, Ser “l/1p0 a /ihe ), Zer ‘7’_Pu jsecu

pPeistavuie isc J%fetrof.dusaéni gel poold 2,3 a 4

zistanycer chromatogrct’il na O-lepharose a C4 reverzni
fézi zpracovéniz buniindho media, které podporuje

-’

CHO bunik transfextovanvch erythropoietinovou cDNA,
2h

<

I3

Joutaci. Cistény rekombinantni eryth-

—



ropoietin, obsahujici smés

pouziti positupd, popsanyel

a spel., suprs, s Lio reozdilex,

1
chromalozrafie je nanprazzena chrcmatografii na QeSephi=-

tyte

P 4 . Fyn % 4t Y
pravych draréch

rose, rvithropoietiny jsou uvedeny v levich a

FeilU.

10dle predloZendhs vyrdle isctfor=

ny erythropolietinu, as1d
pr-oteiny no zékladd nd

g prschenir elekxtrickdho

beiu, ve Kterdm nenniy nébol sité n ZﬁftéVQﬁi na tortc mist®,
Inots ju is elek z bod (pl) proteinu., K=23Y Je netlivy

nruh o
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rodnym, wigruje jako jediny

r

Jov:.m geiu S dodecylsulféten

<

s

irur (tj. prunh). Jestlize se &i3tday erythrcpoictin podro-

TN

vi ILF, jswu v gelu zPajeé nésobné pruhy, které indixuii,

v

Je jeou piitomny rCzn® nabité formy glykoproteinu.

Oylo nalezeno, Ze
ho ervthrf'f:ﬂuﬂﬁu, maiici amin

éno Lids-cho erytrhropoietinu odpovidajl erythrcopoie=
1

z an
tiuo7ym merVuléw aaifcim od 1 do 14 sislovych kyselin
d

34 iscforca piitomné v Cisténém rekombinantnin erythro=
snu mé& in viveo artivitu, kterd oé vztah K podtu sialovych
forey . VYriaz "erythropoietin”, jak je zde pouZit,
skany erythropoietin, 2z mode ziskany
% i nepbirczen® se vyskviuji=
ci acinokyselinovou sekvenci a glyko-
vni s pPirczené se yyekytuji-
cim ervihropoietinem pro siskéni in vivo biolcgickyeh vlast-

nosti takovyer, Ze dunky kostni Arend zvysuji produ kci re
\/

Curove prip kxy erythropoictinu ma i mnono isoforen,
sle materisdl 2i5t¥ny napl ¢ ol. supra piiklad

2, obsahuje plevéin® se g

1a detegovéna neimén® jedna an13{ icoforma vydsl kyselosti

pri pouZiti chromatografickych poetuph popsanych v prikla=

du 4. \Tato vice kyselé forwa, migrujici prl > Sia@OVych
kxyselindch na IZF gelu at%e obsuhovat negativri néboje ne-

a.ové kyvseliny Jar J8 z¥ejmé z odolnosti vodi Stépeni sia-
lidasou). +yto isofuriy se sd sebe 1i31i obsahen siniove ky-
S crikladech, je totc doloZeno igo-

-

v
tah dsoferem pri preparatival 1IRF a stznovenim

’

abenkhu si..ové kyseliny u pdti z rich. 2 isoforem zkoude-
nych r2 obsah sislove kyseliiny bylo zjl is.%no, Ze piét isoforenm
ocbesahuje bud ¥,10, 11, 1¢ neno 13 zbytkd sialove kyseliny.



el sl

lte

S

pol

-11~

a

inu

tah mez
iet

!

o

]

Q0

uie vz
"l;

-+~
“

18

.“X'i

tivitou eryt

éd-

i ) 4 ! [ ]
[>T | ST W.rl o O 54 i M I [&
—~ QO 1~ E = B 6] [ NMoe, O -~ Q [ad]
] S < I & [O RS, 1~ O ¢ W [ Ry, «2 02
R AR =T I s MR RRT) B - B VI I L > R S @ [ - O w o
v, W w3 o S ™o, LD ) PR TR ¢ TR S S o e I
ot e PR+ TR o B S NG S ke W o 3 .l Wy O o 3
S U O D S~ IR W R = 5 T . NIV S R SR S o
R+ SR 2] e 3 [ N R S - > e I S A A
3 P SO & S P ISR CCRE S S, - Soo» 0 N YT D W
PG B SRS BV o S o TGRS T T N e ol s
P SR~ N SN A B RAIE & TR e T S = S R &N 3T 3
At - OGO W P ) e Ot Lol [ s B
N P DA D L W N o N . Tt
R SR (& A L R O A B N
— et e e= S M e e ~ M < [ N I [ TG S A= T e
— @ s N - I B R R - B 4+ [ Y R Lom
[ S | (T Y B N © A LY . SRR S B ST R & R
O P~ TR S = N N < G -~ o e ra M oad 5@ O
o I OONMI fu YU e et 2R een D wie T S TR = I SRR S O -
F N « RO AR P A Sl S O SIS N A (o N by
DA LY I ot LT DG e+ Ry LI (PR a0 Ga O =L £+
9] >~ B30 o e © D b M [RR—— b 420 T e
| S N ot P A RN TO TN S R & i PR S T RV I /5oL ¢ PR
A S S S O i R I o»! VTR & I N+ Ao L e (S
o C = 4 Cooay s e [ v+ O FOT S - -~ d
Qe [ BRI B o B TR € 42 M s T e i ~ L e et 1T A
Gq WM W [T < Ll KW e [ L Gy 43 G SoNed
Ot (o C O O~ A o4 @m0 .y P o R N
i v R I S R & & Y - ' F N o S T U S PR Y
o — P L o T T " I A VR VIR ¢ Lot et =T I (Y [T S A R
P R S PO 5 T s R 1 ¥ VSRRV B, o B .oo> - D> L oM OO O
aa I +3 s [ NI TR SN ~ + [ PO S o B S
O a2 by oem 2w X EH sl % — 0 R S e €4
Nt T e IR I VU= N+ - o S S Ut ept 0) erd ~ e
o T S R o] S TN S e N S e (O IS B B B
B T o T =R S TR S NG B (S Lo B > N I S R R L
ori L R R G R B A s A [ by Moot >0 e W b D
S T S+ ST B CU e G e T G el SO s [SIRE] QO e U3 A
¢« £ 9w oS G T Y I =BT P S S R G T 2N
RN S AR SO B AR A = [T A = LD B A N+
(O] I IR TS B B R | O & i e o er4  ord PO (&)
[E R .« A RIS o N st O TGV @ T GRS O a2 N o [N NS 1S
oo~ 0 0 N @ e L B % TR S TR TR o (ORI G R © S ) e
[ N B BT 5 (s} (] o o~ 0 OO e e RS B N S I S
S0 9 b @ e @0 [ JEECo BT ) B NS S S woOoe D T O ~y
+2 et T3S TR L O g e e G 1 P [ N TR
e P NS B! G e TN s Sy [ SR O [ T~ PG O
bR o S { LI ¢ o B o R T g > e w N K B EELI - L R
WO et T O w5 @~ U 2 IS B R SR T o B o B/ S R O
Cc W S N & O e I S I I S
@ . Moo Oowm S M0 e AL ~. I P A ~ O w
~— 7S C S G ot g O e e [T 2 + 3 £ [ T 1 e
o gy > QB O O 84 [Q N i e DX 4 i3 [T R SR -~
Moo LD e [\FR 41 AL - : DI S Qv B by e
[ I S |- S S AT o - 42 PO s T B R o SEEN7) BEEE O AL | TS
P et <40 fon TS SO GRS B OO S o ] ¢ 20N LD
C ©C 84 £ Dy M O R D g eri oot N UL oem W TR B I L B o M)
14 @ et B> O OF MG e R e e 5% erd T AR G & N DI S8
. .

£~
Tor-

\

-
2

adnotu
1€

.

v souladu

A
11t

inove

.

e

o Y
i
Pl e

wwopoint
21

1
4
U

vy A
e eryl
.

0

un;

i

&

+
A

\’DI

7
SR T
ARV ARRY

«

ar

-

ohe

~
>

MRS Ej

o~y

PRES

odnnts
T

~

NN

I

)
.



\ e |
4 1 be 2]
~ 1 s ) o] Q, ‘™
(9} O] > v &~ ) ! ] « LI | L}
Nl T o 4 o g = S8 N ¢ g > Q O e
) T > D o o 30 e~ M o A {1 —~ & U
@b 42 0 N e T - 6 B w M > o - MIOoSoo
[y o BN VRN S I 2 » L. o L4 3 ¢ o030 . -w U SRS Y 2]
- 30y C i O Teoow A AT s G e - g o W RO
e 0O 3 vy O : < =S e S, & C 2L o fa er
om0 U O S g e e ™ C M o o4 G4 e vy Ed [FE]
“om ey Oy RO S MR O R S R e S oo 1 M g T4 O e e Ul i [av]
< s Jas} SIS T TR = B SRT S [AH S S o I o B + RV !
—~ o N, W Vs [ e I R ~ VN B TS BT oy Q 4 o ©C
o B N VR 5 SR o RN < PR SR € o] o e . [o Y N e o vy W
u L A SIS T S B O SIS BT P I Gt 41 e
A W TN T e o (SIS I B o S e O G [o T
[N B - Qo = 8 o L W T e e (o ST o o S
ST o+ R T L ~q e fw T e Y - S AN O B
o [ M Lo 3 A o D S U R - S ¢ ¥ ey B
0 N - & S T & o RS TN SR e oo~ ROl )
oo 3 ~ > 4 W R I I TR S - : Kol U [} €
P TR ST A e 4 TS SN S G N B BN, e NGO HoOE AT > B
T N S B R I T o T B¢ FCE S > [
w2 2 oW Ty Hr [0 R & BT B e« LU - ot O o 0N
o w 2 2 4 s} [ NS s o B @] £) e erd 39} S, v ¢ IR iad |
O o+ e @ K [o VR & T (AL s IS LSS BN S O B i G4 T ¥
OV R & Ka G4 [SRE N S T ST [T ve td - T B o 8
(o [ ] [ [} - A > 3 54 < &5 o - IR T e -
L Co© — R T N 5 N . A~ G - a3 3
S0 5w fa v (@ TP S BT S TS B PR S B I ) -~ 4 N W
a2 O RS B 2 R R R B S T S i o L I ALar T o1 oK C
N = SR & B A o faoow [ ) .. o I KSR S A
O o R A I = . NG o3 ow o owog &R o fy G Dy e RO P ]
Q = D ~ i Yy G O o oM™ A O e ] > M O
S I S . Ny O o G M e [ WL VPR ) ¢ — i & R
e [ SR S [P @ BT o] G e e O FJIERCS B BRTS YR] -~ o) N Do >
A oL e - D e (5] o ¢ (&) NG S W B
Yo o 4 ® D SRS B /2 B 5 B /P R [ W TR T TR B | L ard 4
S IR YIS S (@] RS @ T ori [STRLET S 5 o [ -
; o] LA 0D T N S o B s B A X o GO 23 o L Hl
R e RS S I = S B 4 e 3 O e oo O Low kA > . SRS IR )]
~— 4 £ e SR P B O i [ S . U ¥ SRRE SRR /) B s B B a ™M wioowm R
NI o B SRR SRe B O R 3G ~ DRERVS I 5 wn G 1 b o 0 O % T -1 - o o
N A g e I T i @ o T e M T B @ n g o 0, 30 4y
= nn O i+ 3 e~ 3 Y o T N B Q@ n O H O w L S B A > N O
> om o Sd s ow S e} R S - " S TS o B L5 - O PR jar} %]
o oW e > 0 foun e L T I SR RTINS T B S = ¢ Gy e - 4 @ e
E @ Q [ SN T [, I S e WA 1o 8y At [T )
oy e © @ oo - P [ PR O L oI N e - > b O e O N = S
o4 0 H 4 el B ®© N O 8] [AVEE GRS LI ~ ST o B SEEDI RN e 42 Q
“w w O ¢ Y o - - E2) joN i T T S T S B O Tie Py o
i O B OB o A e D e 42 @ > Jrood [T © N v B /7 B [ @I -
4 SN “ IS BT B VR e I Qe Y @ A Lo om0
4 ;0N S e @ oA et [ SO [OF R TR o S PR G o B N < N G
e ST o B .= R R I art @ 3 0, o 0w e e D S,
[ 2 > D W o > . I 0 ~ > ] @ <
Ha W E et B0 N o o oL W M s @ o oty @ 3 1 ¢ S Q@
(o TN e O L6 TR SR e fh N9 ry O N £ -~ e
(S o TR TR O N < N ¢ - G0 e O @ O O Moo 3w o [ o WO
R T N T T - = SR B oM O, G Lo Mo R 0 £ [ PE— FEREN )




prede-
(klad

i
>

Al
naptri

N
2 31C1
vau

mn

K

Al
a

31

Lis

ESA R

-
i
r

.
[BH1NR

Y7
Ve
,
<
<

-

i

T
t

o ta
0

ks
S

isofare
ne

3
-

A
usace

ey

2z
< 4

trick

™ «©
] O [ ] =2 ] ]
o} £ PR YR O £ «
£y i RN ot 7] o S ¢ o 1 oy 8
i~ 4] [ o > O W o | e > o+ w o 57 O
(] ti 1@ o € L o<t £ e By QO o w e A I BT B o
> 3oept et} C i IS R R . o »m 73 O 0 g ¢ A M
oM AN & XD HE TR o T SO s P S  BE 2 B B [ S R O s O o+ ©
£ e [CHEN <SRN ORI S I TR SR S 30 - o 0 Coe MoWw o~
& oo o. 9 o R S ol om &2 oo . PSR- SRR S
SIS C o00o@ MU A T e e T 3 a0 K K w Woert S MO0
£ 0 2 © ¢: > 4 O o xyo¢g Gy 3 oV« VN 3 R @SS SR & S N & )
s W Sy A4 O & o4 M e 3 2 O o W r4 et . 2O ML L
R . D A @ TR BT TS S R ! R oI T SR T B B A
o @ R = N S R A O T s - > S OB A B — @G + ¢ O @
5 O D N N 4 PO RS R S S 6B S [N (2 foo SN R @S R
& o+ C RO R R P - o [¢] +3 RO S N s I I
[P o] 3 SRR TR UL > SRS BN e TR S PR S o PR I3 TR R B VR Byoern W
o 42 MU 42t N e o Lo W@ el i > O E: o TR s B~
o T O N S SO < S R Ny 2 Q ¥ -~ oot tiond eed r
3. by R R I & S & N G RS S B o ST ) [SEEE > X FEE S S g [ Bl
(VI S <k} o 0wt O N MG A e i O G N N e 8O e
Lo o M AA e epd ert p T (O R Y P P ] [T PO R Y T R (R
[T I o G @ O EE I ¢ P2 S B oo U PR 7 B e R S fof [« ¢ BV A 5 TS B RO
s G QO oo 0 . G 0 a ’ T= e TS S R T S S T
oo Th I R A R G S v B S B « L& .5 [SEE R T S & v L0
= =k SR I oI SR S A QO M [STR " N SV N & S S BT 2 MmO e @
[ [ [T ST« I S I SN D W (@] [ I R /) B - Lu Mg W
ori . ] 4+ O ~~ [T [ o - e -3 [o% 171 Ny O i S sl L0, O
TOWw e [ oI = B KT ST O OO Mty 3w 0 [T 03 B B S SRR S g o
¢ 0 G ISP« T o T ol @ PR & BN R A fas SR\ TR & TR =2 Ul Qg et e M @ O O e
s (O Pl o R T o T G O B A YR L3 1 [ g 2
T GRS [V e T o N o PR ST P Y ST S O o b (P Y A0 M) [, ©
o i L0k W o5 0 e G oed o O T TR G T A o
KGR 9 O 3 B o ¢ 2 QO 42 O 3 ts TARET TR o S @ R C S IR # © o o~
[ @] 0 3 [ L1 e o] — 4+ 5% PO N I &
@G G e AV Y ST P 7 S B Y B B NS o N R VT S/ T S VY OJ,
+ C O [ o T S S O LA R O £ 00 ISR CTURN & PR S B I G S - 4 > S Y
+  ° o3 0w @ £4 00 Lu [ S SR S T SR [ I S
ST T & G S T DT S S R S A N B > T S T S~ 01 <
[T B %] o s O BN [SIEATS IS I . ~ w1 O M ©
vy O 2 oy et e D PECEEE C o o a NIFEN® D= T S R o S-S S SR
[P P oo oo MO > e FEW e b S B /7R S S oo o A e M PR S
[ I SR » I T T N © B SR o T3 ers O MU G ory S D oeen fa e [T G R
L N L TR T - e B o B AR S T3 RS - B S TN S « B £ B
[t 4 e O U3 C A o e o2 O > e Y ] PR S @ T & E 1
2 C O ~ O = “ = > O g o = B o0 U 43 e 42
el PYET & W € it oo T 3 +2 b] o JS- I e~ §y 0 o xbe by
~ 0 > o [ & e $40 Cx oM D By K4 £y 00 @ o+ 5w A > e O
— oo - ey ¢ N FORNEN [ RS R S S I T N & N (S o (IS T & N2
— ¢ YT S S @ M Y [ (S S S T SR R o B S | My S 2 By b, [ATNE S I |
© 3 € Pz s 3 W e B> e G O [ < O C N O i > %y o
Y e O & S oy G+ 0 [T A B RS © G D e} =R SYRET "ERNPEE I SR R B &
¢ Gy (VIR SR « R A ST S R [ 53w 0w — O N (R B R
[ o B O G TG o dfa em M ON U e w5 C £ e N e T O
f« N [ S ¢ o~ e~ O« €3 G v e e T { DI . 3N ey S 42 O
(S oo~ M WO s 0 3 0 =l e @ O A $Soow M b M
mooC 3 N ol e B RS T =2 Sl s SRS T 30 [T = B~ T — M N
w0 HE- »n o oy O 30 44 M N v 4
- K W @ o Sy N e B0 @ o] e Sow U N ST B <V IR ORI B T
|29 T e O £ 4 80 g QA wmono~ D T U ) w0 o4 > U 8T R N



-14-

pojovacich mistech, mohou obvykle pripojovat nejvySe dv& ne-
bo t»i sialov$ kyseliny. C=Vézané olizosacharidy obvykle
poskytuji ivé nista p:o piipojeni sialové kyseiiny. ~rythro-=

poietinové molekuly tax wmohou sicomodovat celkem 14 zbytkd

<

sialové kyeseliny ¢ tim, Ze viechny 1#i Nevézuné oligosa-

¢

charidy jsou tetraantenndeni.lultury saveich bunik Jsou
prohledéviny na Ly vunky, které majl prednostne piipojeny
tetraantennérni Petézce k rekoubinsninimu ervihropoietinu,

a tedy maximslizovany poéet nist pro pripojeni simiové
kyseliny.

Nevédzand oligosacharidy ervthropoietinu z mole obsa=

~

huji sislovou kvselinu na obou spojenict % 2,3 a & 2,06

L

ke galaktoze (Takeuchil epol., J.Biol.Chem. 203, 3857 (1988)).

Typicky Jje sialové kyselina v A e 3 w03e i pripojena ke
galalltoze % 1,06 rozvétveniu mznozy a sl tové kyselina ve

Je piipojena xs galakxuoze A 1,3 rozveivenic

(I'J
U
e .:
P\

R £,0
C& nozy. Enzymy, ﬁieré piipogjulii tyto sialove Kyseliny (/b-
galaktonid el & 3 s*“]vlt"arr*€“;za 2 (h -gzlaktosid (A £,0 sia-
vitransferédza) Jjsou nejucinnéjss pii pPipojovéni sisliové

\
H

1s
kyseliny k runoze « 1,6 a neinoze < 1,3 vitve enle

Dihydrofolét reduktsza (D:FR) postradajici bunxy ovarysd
&{nského kPelka {(C0) se obvykles pouZivajl jako hostitelské
bunky pro produkei rekombinantnich glykoproteini vietn® re-
Kombfnjntﬂlko ervthropoietinu. ~yte bunky neexorimuji enzym

ID -galaktosidaza o ¢,6-sialy vitransferdzu a proto nepri-
devaji sialoveou kyselinu k 2,0 spojeni N-vézeného oligo-

Y £

charidu glykoprcteint pr oduﬁxv.ujch v téchto bunkdch. (Mut-
r

w
0

smers a €pol. rur.d.3iochem. 150, oY1 {1yto); Takeuchi a
) ?

epcl. J.ohromatogr. 490, ST (1sE87)). hésledker toho rekombi-

naatni erythropoictld produkovany @HO bunkari postréadd sia=-
lov-u kyseliru na spojenich 2,06 ke galaxtoze (b>asaki a spol.,
c

{1;87), supra; iaxeucri a spol., (1sL7), supra)e. V dalsim
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provedeni vynélezu Jje erythropoietin pouZit pro produkeci

isoforem pripravovén v CHO bunkéch, které jsou trasnsfekto=
vény funkinim (b -calaktosid 2,6=sialyltransferdzovyn
senen pro ziskéni inkorporece sialovd kyseliny do o 2

vazby ke galaktoze. Viz Lee a spol. J.Biol

-
- ]

.
Ca
jn g
)]
B
-
™~
ON
o>

(198%), préce je zd~ uvelerna jako odkaz pro pop
o c

pro ziskéni moiifikovanch ZH0 bunfk nebo Jiny saviich
hogtitelskyeh bunsk,
D5 vrpdlozu foou rovntl zanrnuty ndxteré uns.ogy lidské-
(¥ i &

no ervikropoistinu. Poulity viraz

eryivropnietin 3
zevzvenct 1idswdbo eryinrepeisiinu, cei
el Zon wiipedsni sinlovd kvseliny.
: S0 K
y ;Ls:ielrizeuau nutagenezl, zu=-

cpy Lasl veusi polet kﬁrboh"Jr tovych

' M . A S o X ~ Lo ic N o R e P I 1
Jedich onllogy Zogesa on3enou cicloglexou axtivitu

4 T , - 1, S - N

Jrouw M.oustiuoviny zvyaovéniT oLsaau £1ailve Kyfe.iny vV omo-

thyevcictinu. snancry woJjlcel obssh slwlové kKyse-
liny vy33i nef bylec nai-gceno u lidesgeho erythroposietinu jscu

-

- ’ 29

vény pridéviri glviseyladnich mist, kter& nebudou

at vekunidérrl nebo itercifdrai konformaci potfebnou
holn® anaiog Lidského erethrop ie-
tiru w2 1,7 nebe 3 piidevaé gists pro hReglykosylsci nebo
O=slyeveyiaci. SepPikiad Leucin v poloze 63 Je nahruzen

o5, 2vueirey za vealvu welvence sen-Leu=ler, které siouzi Jja=
Ko Stvitd mistec peo L-plysosyisci. ifakové zmina miiZe ohvykie

R

phsrytacut ar StyPi dslsi siel-vé kyseliny na molekulu. PPRI-
e = nebo C-glyrosy=

~ ey H ~ . e e [ > - . S
sou sl.niny v pelchech 107y & 127 na gspacragin
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Priklady provedeni

rrikled 1
Izolace isofcrem rekombinantniho erythropoietinu

fexombinantni erythropoietin je produkovén jak je po-
pséno *“inem, supr:. fekombinantni erythropoietin pouZity
jako vychozi materiél pro jzolace prvni a tPeti isoformy
je %i3tén podle postupu popsaného v prikladu 2 prece Laje a
spol., supra. Vychozi materidl pro izclaci druhé a p&até
isoformy je &i8tén podle Laie a spol., supra za pouZiti
modifikace Q-epharosové chromatografie. “yto pripravky
obsahuji smnés isoforem rekombinantnihc erythropoietinu maji-
cich stejné aminokyselinové sekvence jako lidsky erythro=-
poietin ziskany z lidské mode a obsahuji pFevéin isofor-
ny ¥ a% 14. Vychozi materigl pro pripravu ¢tvrté isoforay
je materiél, ktery je eluovén béhem % mM kyselinua octové/
1 mM glycin/6¥ mo&ovinového promyvéni aniontovyménné ko-
lony v prikladu ? préce Laie a spoll. Tato frakce obsahuje
isoformy s mén& neZ nebo obsahujici 9 sialovych kyselin a
byla ddle &i3téna gelovou f£iltradni chromatcgrafii Jjak Je
popséno v pPikladu 2 préce iLaje a spol. pPed pouzitim v
preparativnin isoelektrickém fokusaldnim postupu. sfiprava
Sesté isoformy pouZivé Jjako vychozﬂmateriél gigtény pripravek
rekombirantniho eryt ropoietinu majici od 4 do 13 sialovych
zbytk®. Tento materidl byl gi3tdn j'k Jje popséno v pPfikladu
2 Laie a spol. s vyjimkou pro rodifikaci iontovymé&nné kolo-
ny (eluce rekombinantniho erythropoietinu gradientem chlo-
ridu sodnsého pri pH 8,4 a vypuSténi promyvéni kyselinou
octovou/modovinou), které vede k retenci nejvice isoforem,
pFitomnyeh ve vychozim materiédlu.

Sest rtznych pripravkt individuélnich isoforem bylo
zpracovéno preparativni isoelektrickou fokusac{ na granu-
lovanér gelu (Ultrodex, LKB) v podstatd jako LKB Applica-
tion Note 198. Pnarmalyte (Pharmacia) 2,9-5 amfolyty (FPhar-
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macia) Jsou pouZivény a gelové loZe obsahuje 5 ¥ moloviny.

V prvni pfipravé se na gel aplikuje pPribliZné 20 mg
rekombinantniho erythropoietinu v 6,8 ml 20 mM citrétu sod-
nér/107 mM chloridu sodném, pHd 7,0 a zpraccvévé fokusaci
pri 8 wattwch po pribliZng 16 hodin. Po ispelektrické
fokusaci se proufxy isoforem v gelu vizualizuji pritisknu-
tin papiru ke gelovému lozi. Vyrobi se otisk a pak se
fixuje namoSenim ve tiech provedenich (pridii%n# 10 minut,
teplota mistnosti) do firadniho roztoku (40% nethanol/10%
kyseiinu octové/10% TCA/3,5% sulfosaliecylové kyse-ina),
podrobi dal3i zm®n® (aci 10 minut) - 40% nethanol/10% ky-
selina octov: (30 aZ 60 oC), barvi se 15 zinut pfi 60 °c
v 0,125% Coomasiie Blue R-250/40% methanol/10% kyselina
octové & pak se odbarvi v 7,5% methanold/10% kyselind octo-
vé pro vizualizasci odd&lenych isoforenm. “Yblast granulovaného
- gelového lo¥e, obsahujici isoformy ( w50 % pryskyfice)
se odebere, piridé se voda (n 16 ml) a kade se nalije na
nisku 5,9 x 24,5 " a odpaPfi na asi 40 g &isté hmotnosti. Ten-
to pripravek se zpracuje fokussci podruhé a otisk gelového
lode se pripravi juk bylo vy3e uvedeno. (ést gelu, obsa-
hujici kaZzdou ze 3esti rozli3itelnych isoforen se odebere
z gelového loZe.

Za USelem eluce isoforem z geiu, se pPid4 ke kazdé
isoform® roztok, obsehujici 10 mil Tris-HCl, pH 7,0/ 5 mid
Chaps pro pripravu kale. Kade se umisti do malych kolon a
promy ji Tris-Chaps pufrem. Vjytok kolonou byl odebrén a apli-
kovén odddlend na malé kolony (oteviené uspoiddéni kolony),
obsahujici Vydac C4 pryskyifici s reverzni fézi ekvilibro-
vanou ve 20% ethylonu/10 mM¥ Tris-HC1l, pH 7,0. Kolony se postup-
n& vyvijeji 20% ethanolem/10 mM Tric-HEl, pH 7,0, 35% etha-
nolem/10 mM Iris-HC1l, pH 7,0, a 65% ethanolem/10 mM Tris-
HCl, pH 7,0. Frakce euované 65% ethanolem/10 mM Tpis se
z¥edi 1:1 10 mi Tris-HCl, pH 7,0 a zshusti{ a pak se pufr
nahradi 10 mM Tris-HCl, pH 7,0 za pouZiti Centricon-10
(Amicon) mikrokoncentrdtoru. Analytickd isoelektrickéd foku
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sace tohoto pFipravku se provede v podstaté jak Jje popséno
v LKB technickd poznémka 250 za pouZiti Servalyte 3-5
smpholind (Serva) v polyakrylazidovém gelu, obsahujicim

5 M moloviny.

Ve druhé priprav® se na gel aplikuje asi 26 mg rekom=
binantniho erythropoietinu v 6,5 ml deionizované vody a
fokusuje se pfi 2,5 "attech po 35 minut a 10 ¥attech asi 17
hodin. Prouiky fokusovaného proteinu, které Jsou viditelné
v gelovém lozi se odeberou jako 11 rilznych skupin. Kazdd
skupina se prevede do asi 7,5 ml deionizované vody a 20
ml kazdého z vy¥slednych supernatantd z t#chto skupin se pod-
robi analytické isoelektrické fokusaci jak je popséno vy3e.
Ke kazdé ze skupin se pridd 5 mll 1,5 M Tris-HC1l, pH &,8
o kade se unisti kszd4 do malé kolony a poneché se vytéei
kapalnd féze, fryskybice se promyje piribliZné tPemi objemy
0,5 M Tris-#Cl, pi 7 a promyvaci roztok se spoji s proteklou
kapalinou. Eluované roztoky se zahusti a pufr se vynéni za
50 mM citrétu soiného/100 mM chloridu sodného, pH 7,0 2za
pouziti Amicon ultrafiltra®niho za¥izeni kajiciho prinik
10000 daltont mol.hmotnosti. Koncentrované roztoky (asi
0,5 ml) pak prochézeji 0,22 mikrometrovym filtrem z aceté-
tu celulozy. Vzhledem k analytické isoelektrické fokusaci
bylo nalezeno p&t skupin, obsahujicich pFevéiné jednotlivé
isoforay 10, 11, 12, 13 a 14,

Ve tfeti pripravd se na gel aplikuje asi 30 mg rekom-
binantniho erythropoietinu ve 21,8 ml destiiované vody a fo-
kusuje se pPi 2 Wattech po 25 minut, p¥i 10 “attech po 20
hodin a 15 ®attech 15 minut. ProuZky proteinu, odpovidaji-
ci individudlnim isoformém jsou pozorovény vizuéln& a odeb-
rény z szelovéhc loze., K isoformém izolovanym z gelu se pPi-
d4 desti.ovand voda, piipravi se ka3e a vzniklé supernatan-
ty se analyzuji analytickou isoelektrickou fokusaci. Ke
ka’dé ke3i se pridé stejny objem 1 M Tris-HC1, pH 7,2., sus-



senze se umisti do oddélenych maiych kolon a kapa.néd fdze
se nechd vytéci z kolony pro eluci isoforem. Kazdy vytok

se zahusti a pufr se vyméni za 20 mik sodny cltrét/100 mM
chlorid sodny, pH 7,0 za pouzitfi Amicon zaPizeni pro ultra-
filtraci s d%lenim 10000 dalton mol. hmotnosti. Analytic-
Xy isoleketrofokusalni gel informuje o tom, Ze byly ziské-
ny skupiny, obsshujici zejména jednotlivé isoformy ¥, 10,
11, 12, 13 a 14.

Etvrté priprava isoformy pouZ?ivd jako vychozi materidl
erythropoietin, obsahujici isoformy 3 - 9 (pPipravensg vyde).
Pred preparativni isoelektrickou fokusaci provedenou v pod-
stat® jak bylo popséno vyS8e pro piipravu 1 aZ 3, byly ampho-
lyty (Fharmalyte 2,5-5) prefrakcionovdny v Rotofor (Bio=-
Rad, Richmond, CA) bunce pro isoelektrickou fokusaci s ka-
palnou fézi, pro ziskéni ampholytt shodn&j8ich pro niisi
isocelektrické body vychoziho materidlu. Pr:frakcionace se
provéddi smiseniz 6,7 ml Pharmalytu 2,5-5 s 15 g moloviny
a pridénim vody na objem 50 ml. Sm&s se frakcionuje v Kotoio-
ru pri 10 wattech, 1°C po 5 1/2 hodiny za pouzitf 0,1M kyse-
liny fosforeiné a VU,1 i hydroxidu sodrného jasko enolytu a
katolytu. amfolytové frakce, majici zjidt&né pd mezi 4,5 a
gsi 6 byly pou%ity pro isocelektrickou fckusaci plochého
loze.

Amfolyty byly ziskény z isoforem za pouZiti Centrielute-
ru (Amicon, Danvers, ia) a 10300 ¥ Centriconu (Amicon) za
pouZiti nédsledujicich parametrG: 0,18 Tris pufr 8,8, 100
Volt, 25=30 mA, po 3 hodiny. isoformy byly pak pufrem pFeve-
deny doc C,1 M chloridu sodného gelovou filtraci za pcuZiti
Cephadexu G-29 (Fharmacia). Analytickd isoelektrickd foku-
sace p&ti vyslednych ppold prokdzala, Ze obsahuji isoformy
4,5,6,7 a 8. Iscforma 4 vykazuje ndkolik prouZkd coz indi=-
kuje, Ze prodla urlitcu degradaci.
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Priprava pété isoformy byls modifikovéna pridavkem
prefokusadniho stupné& k postupu haocelektrické fokusace na
plochém loZi. V této modifikaci nebyl pridén protein
ke sm¥si amfolyt/molovina/gel pied elektroforézou; ale byl
pfidén do isoelektrického fokusadniho zarizen{ s ndsledu-
Jicim vyvojem gradientu pH v gelovém loZi. Yo prefokusaci po
75 minut (1500 volt/h) byly sekce gelového lo¥e ve vzdf-
lenosti 2,7% -4,25% cm od katody odebrény, smiseny s roztokem
erythropoietinu @ pridény zpét ke gelovému lozi. Po iso-
elektrické fokusaci byly isoformy 10, 11, 12, 13 a 14 eluo-
vény z gelového lo%e a oddéleny od amfolytd ultrafiltrac{
za pouZziti zarizeni Centrdcon-10 (&Amicon).

crefokusalni modifikace byly uskutedn&ny pro to, aby
charakteristiky ultrafialové absorbdance pripravkd, obsahu-
Jicim isoformy byly podobnéjsi témto charskteristikim vycho-
21Bo rekombinantniho erythropcietinu. &lep3eni ve spektirél-
nich charakteristikéch miZe byt zPejmé z pom&ru absorbance
pri 280 & 260 nm u izolovanych isoforem. frimérny pomér
absorbance pri 280 nm k absorbanci pri 260 nm (4280/A260)
pro iscformy z prizravkl 2 & 3 (ne-prefokusované) je 1,36 +
vy11, zatimco prim¥rny pomdr 4280/A260 pro ptipravky 5 a 6
(pre-foxusované) je 1,68+ 0,20, Yestlize je isoforma &. 14
vyloudena z propoltl, primérng A280/A260 pomdry jsou 1,39 +
Y,11 a 1,74 + 0,09 pro pripravky 2 a 3 a 5 a 6. (Isoforme
14 miZe mit nejatypidtéj3i spektrum, protcZe je pritomna
v nejmen3ich wnoZstvich & je tak mEgvice nédchylnd k inter-
ferencim stopovou kontaminaci amfolytovymi komponentami nebo
protoZze Jje nejbliZ3{i elektrod® b%hem prov#ddni isoelektrické
fokusace na pliochém loZi.). +rrémd&rny A280/A260 pomér pro
rekombinuntni erythropoietin pfipraveny podle prikladu 2
Laie a spol.(mecdifikcvany jak bylo popséno pousitim &=Sepha-
rosy jako anicntovymdnné pryskyfice) je 1,91 + 0,04,
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JYak je popséno vyse, vycnozl materidl pro pripravu
isoformy &.6 byl rekombinantini erythropoietinovy pripravek
obsahujici iseformy 4-13. Amfolyly byly pre-~fokusovény v
sepizeni Rotofor jako ve &tvrté piripravé. Pro iscelektrickou
fokusaci na piochém loZi byly pouzity amfolytové frakce,
majici pil mezi 3,7 & 4,8. Floché loZe bylo prefokusovéno
postuper Jjako v pripravé &. 5 a isoformy 9, 10, 11, 12 &

13 byly ziskaény po ultrafiliraci (Centricon=-10) pro odstra-
néni amfolytl.

Priklad 2
Obsah sialové kyseliny v isoforméch rekombinantniho erythro-
poietinu

+goformy izolované jak bylo popséno v prikladu 1 a eryth-

ropoietin &istény posiupy popsanymi Laiem a spol., supra (
(smds isoforem ¥ aZ 14) Jjsou pufrenm prevedeny do 0,10 = 0,15
4 chlori-iu sodného a analyzovany na obsah sialové kyseliny
rodifikaci postupu podle Jourdiana a spol., J.Biol.Chem. 246,
430 (1971).4bytky sialové kyseliny jsou od3tépeny od glyko-
prot~ind hydrolyzou 0,35 M kyselinou sirovou pri 80 °C po
30 minut @ roztoky jsou neutralizovény hydroxidem sodnym pred
an:lyzou. 2a ulelen vyhodnoceni mnozstvi pritomného erythro-
poietinového proteinu se provede stanoveni proteinu podxe
Bradforda (Bradford Anal. Biochem. 72, 248 (1976)) za pouZitl
rekombinantniho eryttropoietinu, majiciho aminokyselinovou
sekvenci iidského erythropoietinu jako standard za pouziti
zkusebnich reagencii a mikrozisobu podle Bio-Rad, Vysledky,
vy jédPené jako moly sialové kyse.iny na mol erythropoieti-
nu, jsou uvedeny v tabulce 1. “soformy Jjsou oznaleny podle
podtu sialovych kyselin na molekulu @ rozsshu od mélo kyse-
lych (isoforma 9) do ne jkyselejdich (isoforma 13). 4soformy
y=13 jsou uvedeny v gelovych drahéch 6-10 obr. 1. 4noZzstvi
isoformy 14 jsou nedostatelné k presnému m#feni obsahu sialo-
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vé kyse.iny. Ybsah sialové kyseliny v této isofornd Je
cdradnut z Jjejf migrace na IEF gelech vzhledex k daldinm iso-
formém. Obsah sialové kyseliny iscforem 5-8 (pfipravek

&.4) nebyl méten, alc je pravddpodcbné pdhadnut z jejich
migraci na ILF gelech.

Tabulka 1

lgoforma molykialové kyseliny/
erythrcpoietinu zol erythropoietinu
isoformwa 13 12,9 + 0,5

isoforma 12 11,8 + 0,2

isoforma 11 11,0 + 0,2

iscforma 10 2,8 + 0,3

isoforma 9 8,9 + 0,6

sm&s isoforem (y-14) 11,3 +0,2

fr{klad 3

Aktivita isoforem rekombinantniho erythropoietinu

isoformy izolovuné jak bylio popséno v pPikladu 1
byly h-dnoceny podle absorbaace p#i 280 nm, Bradfordovou
proteinovou zkoudkou a pomoci RIA pro erythropoietin pro
stancveni mnoZstvi pritomného rekombinantniho erythropoie-
tinu. Exhypoxickd polycythemickd biostadie na myifch (Co-
tes a spol., Nature 191, 1065 (1961) se pou?ije pro steno-
veni in vivo biologické aktivita. Kvantifikace mnoistvi
erythropoietinovcho proteinu pfitomného podle radioimuno-
zkoudky pro erythropoietin poskytuje vysledky mgjici vy3si
relativnl in vivo specifickou aktivitu pro ndkteré isofora_y
protcZe zjevnd& sni%end imunoreaktivita isoforem, obsahuji-
cich velké mnoZstvi sialové'kyseliny vede k podhodnoc:ni
koncentrace erythropoietinu a tak k nadhodnoceni in vivo
specifické aktivity pro nejvice negativni isoformy. Stanove-
ni z biostudie na my3ich, vyjédrend jako Jednotky/ml, jsou
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jsou d&leny koncentracemi odpovidajicich proteinl pro
z{skén{ in vivo specifickyeh aktivit vyjédfenych jako jed-
notky/ug erythropcietinového polypeptidu. “yto specifické
aktivity jsou uvedeny v tabulce 2.

V atbulce 2, je "n" polet nezévislych pripravkd iso-
forem, kter¥ spoluptsobi hodnotu specifické aktivity.
V nejvice pripadech byly provedeny in vivo studie pro kazZ-
dy pPipravek isoformy. yidkteré in vivo udaje pomdhaji pti
vypodtech specif’cké aktivity ve v8ech tfech sloupcich,
Yednotky/mg erythropocietinového polypeptidu byly stianove-
ny z absorbance pPi P&V nm, z hodnot radioimunozkoulky
nebo z vysledk® Bradfordovy proteinové zkoudky. (idtény
rekombinantni erytvrcpoietin, obsshujici isoformy 9«14 byl
pouzit jzko stsndard v Pradfordové proteinové gkoudce. "n"
ntZe byt men3i pro vypocty provedené za pouziti “radfordo-
vy proteinovd zkouSky, protoze nikteré pPipravky nebyly
v deb® provadini Bradfordovy zkougky dostupné.

Erythropoietin &ist3ny podle postup® popsanyecn Lalem
a spol., supra a obsanujici su&s isoforem 9 aZ 14 hyl po-
utit jako standard ve zkouSkéch Rla a in vivo.

Lelativni specifické aktivity vyjédrené jako jednotky /
ng erythropoietinového polypeptidu wohou byt pfevedlena na
jednotky/A28o nésobenim 0,807 mg erythropoietinového po-
lypeptidu/AZSO. fPepoiitévaci faktor je ziskén nésobenim
extinkdniho kxoeficientu erythropoietinu (1,345 mg/AQSO)
obsaher proteinu v erythrcpoietinovém glykoproteinu (asi
60 % hmotnostnich, Davis a spol., biochemistry 26, 2633 (1987))
pro vyjédreni mg erythropoietinuvého polypeptidu/A280 (tj.
1,345 mg erythropoietinu/A,pq X U,60 mg polypeptidu/mg
erythropoietinu = C,807 ng polypeptidu/AZSo). Déle specific=-
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ké sktivity vyjédrené jako jednotky/mg erythropoietinového
polypeptidu mohou byt nésobeny faktorem 0,60 mg polypep-
tidu/mg erythropoietinovsého glykoproteinu pro ziskéni spe-
cificrych aktivit vyjddfenyeh jzko jednotky/mg erythrc-
poietinového glvkoproteinu.
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Udaje = tabulky 2 jsou také zndzorniny na obr. 2A,
8 a 2C. Iyto tdaje ukazuii, ¥%e relativni in vivo akti-
vita crytrropoietinu se zvy3uje jako funkce obsahu sialo=-
vé xyseliny ai do isoformy &. 11. Iscforay &. 11-14 majd
v podstatd stejn-u relativni in vivo bicaktivitu.(Toto je
nejzjevn®j3i, jestliZze Je koncentrace isoformy 14 vyJjédiena
pouZiti hodnoty z Bradfordovy zkousky. ©radfordova hodnoty
atZe byt pro isoformu 14 pfesn®jd8i, protoZe Jsou obecn?
ziskény niZ31 rodnoty a to vede k obtiZim pPi staroveni

ponmoci A280 a nejzfejmn#jdimu sniZeni reaktivity v RIA pro

velmi negativni formy, jak bylo uvedeno drive). Vy33i in

vivo specifické aktivita erythropoietinovych isoforem,

»

za’{cich vice sialoevych kyselin je nejpravddpodobnZ®ji zpl-

(Y]
sobena del3im pribfhem polofasu Zivotnosti tichto forem.
isoformy 9 & 13 jsou znaleny radioaktivanim jodem (1251)
s byls stanovena rychlost jejich #t¥reni u krys. fololas
zivotnosti v cbihu byl v¥raznd deldi pro isoformu 13 nei

pro isoforzu Y.

ririklad 4
Z¢leni smési isofurew rekonvinantniho erythropoietinu
chroratografii{ na (-Sepharose

Bun2&né kondiciovand media z produkce rekombingntniho
erythropcietinu podle pestupt popsanyen linem, supra, se
koncentruji a disfiltrujdi proti 10 mi Tris, pd 7,2. Xon-
centrace proteinu se stanovi Bradfordovou alkroproteinovou
zxoudkou za pouZiti hoviziho serovdéhe albuminu jako stan-
dariu. 13,6 ml roztoku, obsshujiciko 40 mg celkoveho pro-
teinu se pPipravi ve 20 /uM CusQ s, filtruje pres 0,45 mikro-
metrovy filtr a vicZi na 4zl kolonu (1,05 cm vyska x 2,2
cm primir) plnXnou nédplni J Sepharose fast Flow (Phsrmacia),
terd byla ekvilibrovéna 10 =i Tris, pi 6,8 az 7,0 pri 4 °c.

-+



Po aplikaci vzorku se kolona promyje dvs objemy kolony pufru.
Fratok kolonou je asi 1 ml/min. fro d8lenf sm¥s{ isoforem
erythropoietinu se pouZije Sest oddZlenych kolon.

Kolony se promyjf 6 az 9 objemy pufru o nizkém pH: kolo-
na €. 1, 150 mil kxyselina octovéd, 1 it glycin, 20 /uM uuq04,
6 M mofovina, upraveno na p{ 4,7 NaQH, kolona &, 2, 200 mM
octovéd kyselina, 1 m¥ glycin, 20 /uM CuDO4, 6 ¥ modovina,
upraveno na pi 4,7 NaOd, kolona &. 3, ?50 ml octovd kyseli-
na, 1 mi glycin, 20 /uM CuSO4, 6 i molovina upraveno na
pH 4,7 ¥alH, kolona &. 4, 307 mM kyselina octova, 1 mi gly-
cin, 20 /uM CuSO4, 6 M molovina upravenc na pH 4,7 pomoeci
NaOH, kolona &. 5, 150 mik kyselina octove, 1 md glycin,

20 yuid Vusoi, & 4 mofovina, kolona &. 6, 300 mi kyselina
octovéd, 1 mi¥ glycin, 20 /um CuSO4, 5 ¥ molovina,pil kolon se
zvyiuje na asi pil 7 promyvénim kazdé kolony &€ aZ 11 objeny
kolony 10 mi Tris-HCl, 55 =mi Nall, 20 /uM CuSO4, pH 7.

Yefinované erythropristinovd isoformové smdsi Jscu z kolon
eluovény promyvénim 10 i Tris-HCl, 140 mi vaCl, 20 /uM
uu04, pid 7,0,

Eluované isoformové ponly z ka%dé kolony se zahusti
& rozp-udt®dlo se vyméni vodou zaz pouiiti Amico Centricon=-
10 mikrokoncentrétoru. Vysledky analytické isoelektrické
fokusace t2chto koncentrovanych poold jsou uvedeny na obr.3.
Gelové drdhy 1-6 predstavuji definovanéd sm3si erythropoieti-
novych isofcorex sluovanyeh z kolon 1=6, "Isoformovd sm3s"
uvedené v posladni pravé dréze gelu na obr. 3 predstavuje
bun&Zné medium, které je splikovino na kolonu Q-Sepharosy jak
Jje p:.psédno vy3e, kolona se promyje 5 mi kyseliny octové,
1 m¥ glycinu, 20 il CuSO4, 6% moloviny a sm&s isoforem
erythropoietinu se eluuje z kolony za pouZiti vy3e popsa=-
nych postuptt. Tato eluovand sm&s iscoforem se déle &istg
podle postupld popsanych v préeci Laie a spol., supra, pred
analytickou isoelektrickou fokusaci.
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Priklad 5
Frakcionace isoforen rekombinantniho erythropoietinu za
pouzit{ nizkého pil gradientu na Q-Sepharose

V daldim postupu jsou isoformy erythropoietinu sepa-
rovény za pouziti gradientu sni¥ovdni pH a zvy3ovéri ionto-
vé sily. Koncentrované diafiltrované, erythropoietin obsa-
bujici medium se vnese na kolonu G=-“epharosy v pomdru asi
4C mg celkového proteinu/ml gelu. Kolona se pak promyje
asi dvéra objemy kolony 10 i Tris 1iC1, pH 7,0 2 pak msi
10 objemy kolony ? ml kyseliny octové/1 mM glyeinu/20 /uM
CuSO4/6 i moloviny (p!l p ibliiin¥ 4,8) pro odstran¥ni kont:=-
minujicich proteint a erythropoietinovych iscforern, obsa-
hujicich mén?® neZ asi 7 zbytk® sialové kyseliny. isoformy,
obsahujici od pfibliznd & 3¢ priblizns 12 sislovych kyse-
lin Jsou z kolony elucvény zsu pouziti gradientu od podld=-
tedniko 2, mi kyseliny octové v & M mofoviny/1 m¥ glycinu/

20 /uM CuSO4 a do az 40 mM kyseliny octové/€ M modoviny/

1 m¥ glycinu/20 /uM CuSO4 (pll pfibliin3 4). Celkovy objem
gradientu je pribliZn¥ 49 objemd kolony a frakce pribliZng
Jednoro objemu kolony se odebiraji do nédob, obsahujicich
objem Tris pufru dostadujici k uvedeni pH do rozmezi 6 =

8,5 proto, aby se zabrénilo dlounodobému vystaveni odeb-
ranych frakci nizkému pH. Podily frakei se podrobi analytické
isoelektrické fokusaci pro sledovéni separace. Obr.4 ukezu-
Je separaci isoforem 8-11, které mi%e byt dosafeno timto
postupem. isoformy 12 - 14, kterd z8stsvejii vizény na ko-
lon& p¥i konci gradientu, Jscu eluovény promyvénic pufrem,
obsahujicim 1C¢ mk Tris-iCl, 140 w¥ Nall, 20 it CuSO4
(pH 7,0). Isofermy (separované ptsobenim gradientu nebo
eluované roztckenm chloridu soiného) jsou prosté kontazinu-
Jicich proteinl pri chromzatografii ms reverzni fézi, né-
siedované filtrasni gelovou chromutografii jak je popséno
v pPikladu 2 v prédci Laie a spol..
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Priklad 6
Analogy lidského eryti ropoietinu, majic{ dal3i glykosy-
1a&ni nista

A, Konstrukce analogl lidského erythropoietinu

Umist3n{ existujicich a navrienych mist pro pripojent
karbohydrsétu v erythropoietinovd aminckyselinové sekvenci
jsou uvedena na obr. 2 a postup pfipravy tichto daldich
glykosyladnich mist Jje shrnut na obrézcich 6A-C a je
popsé&n déle.

Za pouziti in vitro xutasenese byly syntetizovény
nésledujici oiigonukleotidové primery:
/asn?t, ser®/EPO: 5°CGCCCACCAAS AACCTCAGCTGTGACAGCCGA 3°

/asn?, Ser''/ EPO: 5°ATCTGTACAACCGAAGCCTGGAGAGGT 3°

/asn®?/EPO: 5 °G0GCCTGACCAASCTOTCGGAAC 3°
/asn' 24 /8p0: 5
2

/t.xSI'l1 22 ]

I 4

TCCCCTCCAGATAATCCCTCAGSTGE 37

L4

7/8p0: 534 GATGCGALACTCATCTGCTCCAL 3

/asn' %3, ser'®5/Eic: 5°AGGCCTOCAGGAATGGGAGCAGATGACCAGGTTG

, Ser

/Thr! %2 /EP0: 5ACCAGATGCGACCTCAGSTGOTC 37

24 onp'?5/2P0: 5°CCTCCAGATCCGACCTCAGETGE 3°

/Fro
Podtriené kodcny predstavuji nevhodn® spojené oblasti,

kde arinokyseliny uvedené v zévorkéch nshrazuji divoky

typ aminokyselin.

/Asn4, 5er6/EPO byl konstruovén pifidénim Neglykosylade
niho mista u Asn 4. /Asny, Ser“/EPO byl konstruovén pfi-
dénim N-glykosyla&niho mista k Asn 9. /Asn®9/EP0 byl kone
struovén pridénim N-glykosyladniho mista ¥ Asn 69. /Asnw5
aer'27/EPO byl konstruovédn pridénim N-glykosylaéniho mista
k Asn 125. /Thr'°°/EPO a /Pro'?4, Thr'??/EPO byly konstruo-
vény pridénim C-glykosyladniho mista u Thr 125.



Lgsleduijtcy oligonuklectidov s pPrimérg jsou syntetizo-
vény 22 poulit{ in vitro sutagenese;
69 i 71 TN . leletala aTa¥al falaln e m ] ’
y thr' /EPS: 5 (’u\,b\/TGu v uulG_&b GAAGCTGTC 3

S—— pre-s

/Asn

/Ser68, Asnég, Thr71/EPﬂ'
‘CAGRGCCT TGICCAACCTGACACAAGCTCIC 3

4

/isn'?? ) 7hp127 /ppo. 5 CAGATGCCAACTCAACGGCTGCAC 3 °

/Asn125, Thr127, Thr‘Bl/EPO:
5'ATGCGAACTCAACGGCTCCACTCACAACAATCACT 3°

/Pro'?4) asn'@5  conl?T 500,
5CCACATICAMATTCATC TGCTCCACTC 3°

o] 3 2
/frol“4, Asn])b, Thr1“7/EPO:

5 “CCAGATCCAAA TTCAACAGOTCCAS ¢ 3¢

126

/Tar' 22 10126 /400: 5200 AGATOCGARAACAGE CTGCTCCA 37

/eeo' P4 !5 g p 126 gy 13100

Uleonukleotliovy primer 5 AuATubG CCACCGCTGCTCCAC 37
Je pouZit pro pPripravu /Pro124 Th 1?5, Thr‘QG/EPO Za pouZie
ti /Prolp4, Thr le/EPP ¢DNA jako vychozi létky, Cligonukleo-
tidovy prizer 5°T3oT A“TCACAA"AAT“A”T" 3° Je pz¥% pou’it pro

bFipravu /Pro]q4, 1 5, Thr]?6, 1hr'31/EPO.

), Thr /LPO a /Ser 8, Asn69, 71/ﬁd’) Jsou k%on-

Struovény priddnim N N-gly¥osylaniho mista ¥ Asn €7 3 zvyleninm
N-glykosyl - ce na tomto misti, /nsn105, Thr1 7/LF0 /Asn1?5
Ine' 27 mar'31ppo, sipe! 24, 250’ 2er'?T/ip & /ppo ) 24
Asn125, Thr I 7’1PO Jjsou konutruovany pridénim h—gldkosylaé-

/Aen

’



niho mista na ®sn 1725 a zvySeninm glykosylace na tomto mise
t&. /Thr' 2%, The'26/5p0 @ /ppot?4, The' 22 Tnrt28 cop131 500
Jjscu konstruovény pridénim O-glykosylséniho zista ke Thr

125 a zvySenim glykesylace na tomto misté,

cdrojes ecythropoietinové DNA pro in vitro mutagenesi
byl plasmid #ul3, klonxkx cDNA lidského erythropoietinu v
pUC & (Law a spol. Proc katl.icad.Scil €3, 6920 (1986)).
Flasmidové DNA odvozensd od Hul3 byle Stdpena BstEII a bglIl
restriknimi enzymy, vysledné frugmenty DHA byly podrobe-
ny elektroforéze na agarosovem gelu a z gelu byl izolovén
810 bp fragment er trropoiectinové DNA za pouziti GeneCleanTM
kitu a postupy deporutenymi vyrobecer (2I0 131, Inc.). Plas-
zid pBRgHuEPO obsahuje erythropoietinovy genocovy gen Jjako
famHI fregment inzertovany do derivitu pBR322, jek je po-
pséno ve zvefeininém psientu “ins, supra. pBRgHUEPO byl
také ZtZpen pcmoei BetRII = Bg1II a byl ziskén vektorovy
fragment 5317 bp. Ligace t3chto dveu fragment® vede k IQTH,
Fro konstrukei ptC-1, byl pDIVL (popsany ve zvele jnénénm pa-
tentu Lina, supra) 3tépen BamiI a ¥ nému byl lirovén izolova-
ny Baxll fragment velikosti 2,8 kilobdzi (kb) z IGT1, obsa-
hujic{ erythropoietinocou cDNA.

vy Jednofetfsccvé DA pro mutagenesi
in vitro, byl piC-1 3t&pen BaniI a Bgl1II a byl izolovén
fragment €70 bp erythropoietinové cDNA. Byl ligovén k BanHI
mistu m13mpl€ ze vaniku mi13-EC-1. “ednofetZzcovd DNA byla
ziskféna ze cupernatantd L.coli kmen FZ1032, infikovaného
m13-7C-1 Jak prpsal sunkel 2 spol. Methods in fnzymol. 154,
367 (19€7) a kessing, Wethods in inzywol. 1u1, 272G (1983).
Pro nutzgensi in vitro bylo smiseno priblizinX 1 /UE Jedno-
FetXzcové DNA 2 0,2 prol jednoho ze syntetickych primerd
popsanych vise se 6 zl pufru (750 pil Tris pHd 7,8, 50 mX



mcvlz a 5% z1 dithiothresitoiu). Fro c¥ipojeni primeru X
terplétu byl objem reskiéni smisi upraven na 19 /ul vodcu,
sm%s byla zohdivénz ns 05 3 po dobu 5 minut a p=k nechéna

shislnout na teslotu misztnosti. £ro prodluzovaci reakci by-

N
Q

i
~¥idsno 2,5 =21 477F, dATP, 407TP a AT? (v3echny s 10 /uM),
d&le 1 /ul (1 jednotka)

zent) a 1 /ul {1 j2 notka

!

olyaerdzy (Klenowdw frag-

e
.
&
O
—
pde
w
e

»y

‘
3
S

74 DA lizézy. Sads pak byla in-
u

™

kuhovina pies noc pPil 14 sita pro trunsforzovéni T,

§)
c5li Ji 1233 (Yanisch-Perron a spol., Gene 53, 193 (1585))

frn identifikaci cutantnizh klond rozlidovaci hybr

zicl,byly plaky na nutrideic soaru plenaseny na Jene S

“iitey (¥aw znziund Muclesr). Piltry uyly sudeny pod t
1

-~y 2 3 - 1 ey aeyetw sy Y E
nou lamcou a pag inkubovdny po 10DU erind hodix

obsanuiicin
v 6x ©

mutace a ,
cpi3t1 den byiy filtry tiikrét promyty 6x S8C pri teplotd
mistnosti s podrobeny autoradicgrafii, Je=11i to nutné byly

sk filtry promyty &3 SIC pli  2zv nych teplotéct, dokud

§ hreridizece u plak®, maji-

N¢
Oy
[0
o]
"

+

rebyla “etegivéna miulé nebo
cich erytrropoietircvou ¢I¥a sexvenci dikokého typu. blony,
Yterd zu tich

4ly byly identifikovény a retrensfekiovény do JX10Y k izo-

Vs s e y N PR . .

ionu. Sideoxy tetfzcevé terminedni sexzvendni

<

o podminex ddvaji p.oziilivni hyoridizadni sig-
nt

analfza dokl1édd, Ze Jsou piitoiny nuisce U asparag -inovgho
serinovsho, threoninov:ho u proeiinového zbyiku.

Dvojtetfzcové ml3 wi-l J A nesoucl /«’xsn4 Qer6/,
Jusnd, ser''/, /asn®9/, /asn'?Y/, sasn!'?/, /ser! 21/, /asn' 63,
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cer'®, yrpp!2%, o /Pro‘24, Thr' 2%/ zniny byly ziskény z
JE13G transfektovanieh bun’k varnou metodou (Holmes a spol.,
nal.Biochem 117, 193 {(1,81)). Dua byly 3tépeny pomoci
ostEII a XhoIl a byl izolovény 810 bp fragmenty erythropoie-
tinové DNA. pEC-1 byly 5t5peny Bst&Il s nésledujicim par-
ciéliin Stépenim Bz1II a 5 kence visiednych fragment® se de=-
forfolylatuii bakteridlni akalickou fosfatdzou v 16 ml:
iris, pH & pri 60 °¢
torovy fragment postrédajici &10 bp BstLII-Bg1II a ligovén

1~

< erythropoietinovym fra ment®m uvedenvag vyS8e. Visledné

v

plzsmidy (oz~alené pEC-X, kde X znamens parcidlni mutaci)

obsakbuii lidsky srythropoietin se znénfnymi eninckyselino-
vyzi zbytky v cznalenyehr vozicich.

cINA Xklony sekverce Lids%kéro erythropoietinu a anelo-
. : , : 11 ¢
cu odiovidajiicier /Aqn4 SerY/, /ASny, Ser '/, /As 09/

ry-

/Asn1241, /A3q]£7, Ser “7/ /Asn163 16b/ /The! ¢ 5/ a

y
. 24 4 2 .
/rro1 4, Ir 1 b/ erythropoiet novych cDNA klont byly trans-
Tektovény de I7S-1 bunik ( T2 2. CHL=1650) elektrokorpora-

ci. 2021 bunkJ tyly z polotekut ch diskd odebrény, promyty
medien {(molifikovend Dulbec zéklaedni medium, obsshujici
5> % fetélninho teleciho sers . 1 ¥ L-glutaminu/penicilinu/
streptomyciru {Irvine Scientific) a resuspenduji{ na 4 x 106
bun&k/ml.Jeden mililitr bundk se pfenese do elektroporaini
kyvety (Bio-Rad) a elektroporuje Bio-Rad Gene Pulserem™M
p*i 25 /uFaradech a 1600 voltech za pritomnosti 100 a% 200
/U8 noside DNA a 2 g% 20 /ug plasmidové DNA kodujiici erythe
ropoietinovy =nalog. blektroporovans buﬁky se umisti v kon-
centraci ? x 10° bunék na 60 mz misku pro tkdnovou kulturu
v 5 ml media. Po dvou a% &tyrech hodinéch po umisténi se me-
dium nakradf 5 ml &erstvého meiia. Kondiciované medium se
0d331f 3 a%z 5 dn® po elektroporaci.



A. Zkou3ka aktivity erythropcietinového snalogu

RIA hvly provedeny podle Egrie a spol., supra. Iin vivo
biolngickd aktivita erythropoietinovich analogl byla stano=-
vena exhypoxickou polycythemickou biostudii na my3ich (Co-
tes a spol., supra).

In vitro ervthropoietinovd aktivita byla stanovena
zkousikou tvorby erythroidnizh kolonii jak je popsdno lscoven
a spol., J.Cell Physiol. £3, 309-320 (1974) s modifikaceni.
Jednojaderné bunky z hun%k 1idské kostni 3dfend byly &Edstednd
¢i3t3ny na "ficol-pacue" vloZce 2 promyty Iscovym mediem pred
unist#nim na plotnu pro odstranini adherentnich bun®dk. Kulti-
vaind medium obsanuje 0,9 ¥ methylcelulozy a neobsszhuje
jakvk:liv hovezi serovy slbumin. Erythrodni koionie byly
snodteny po 8 22 10 dnech kultivace.

srythropoietinové anzlogy transfektované s exprimované

B

]

/

1
v
05 bunk

oy

c

[N

je popsédno v sekei A, byly analyzovény

2

\'4

4

v cur~v’ch supernatantech COS bunék pomoci RIA & zkouSkou
tvorby erytnroidnich kolonif., Lidskd erythropoietinové sek=-
vence né in vitro axtivitu srovnatelnou s RIA aktivitou
Stanovenou ve viSe uvedeném pokusu. Anslogy /Asnsg/EPO,
/Asn'??, Ser'?T/p0, /Tnr!?2/EPO a /Pro'24, Thr'22/RPO vyku-
zujl in vitro aktivitu srovnatelnou s RIA aktivitou a
poskytuje 2%kaz o dalS8ich karbohydrétovych Pet¥zcich (Jjek

je stansveno v sekei C). Tyto nnalogy Jjscu ddle analyzovény

”

transfekei c¢DMA klonen koduiicim erytrropoietinovy analog

i
nin erythrop

a4

do JHO bundk, 2ist oietinového anslogu 8 mibe-

nim in vive UiOlO‘iCké &ktintf ¢i3t2néko analogu.
2 &
C. Analjza Western Blot

Ybjem suspernatantu, obsahujici 5=20 jednotek z COS bu-
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n&k transfektovsnyeh chHNA erythropoietinsvyeh analogt jak Je
popséno v sekei A, byl inmunoprecipitovin pres noc i tepe
lote mistnesti s kr4lidf antierythropoietinovou polyklo-
n&lni protildtkou. K iwmunoprecipitétu bylo priddno 20 az

80 ,ul 1:1 proteinu aA-Pepharosy v salinickém roztolku pufro-
vanén fosfaten (FBS) a ponechéno inkubovat jednu hcdinu

pFi teplot® mistnosti. Vzorky byly odstiedény, promyty PBS

2 kde je to indikovéno, bylg peleta zpraccvéna 8 N-glyke-
nézcou pro odstirznini l-vézansdho kartohydrdtového Yetdzce. V
Vzorky byly anzlyzovény elektroforézou na 5% SDS-polyak=
rylamnidovem gelu, pfeneseny na nitrocelulozu a podrobeny
Aesternovs znalyze Jjak Je popsdno (Burnette a srol., Anal.
Biochem 112, 195-203 (1921); Elliot a spol. Gene 79, 167-180
(15€5}) za pouiit{ sm¥si mylick antierythropietinevych mo-
rnoki~rrdlnich protildtek. Jedna z tekovych protildtek, 4YGBA,
opsdna Elliotea = spol., (1589) Rlood 74, Tupp.l, A,

Analyzs supernatuntd 07 bundk trarsfektovanych /Asnsg/

TP a /4 sn1 25 qer1“7/u90 cDNA joklad& zvi3eni velikosti
proteinu ve srovrnéni se sekvenci lids¥ého erythrcepoietinu,
ZvySend velikost svd&1i o pfitomnosti dal3iho N=vézaného
karbohydrétového fetdzce (obr.7). Apracovani supernatantﬁ
z 308 bunik transfektovanych /Lnr 5/EPO a /rro “4, rhrl‘5/
ErC eDN& ¢ N-glykanézou 1okl&déd zv&tdenou velikost proteinu
ve srovnéni se sekvencl 1idsxkdiho erythropoietinu. Tato

zvit3erd velikost svEdgi o D¥Ltowtnuui dzlS1ikro Cevizandho
karbokydritového Fet®zce (obr.8).

D. Izolace isoforem erythropoietinovych analogd
- 2 3 22l 1 25 - -~
ovy enalecg /Thr “7/TPC byl konstruo-

n

vdn jak Je popséno v sekei A. £10 bp fragmert erythropcieti-
2 e PSR . .

noveé cLNA nescueci /Thr /rutaci byl izolovan St&penim plas-



125,

zidu prl obsahuificiho /Thr “?/ mutaci pomoci BstEII a BgiII
a ligac{ fragmentu % pDECA ,derivitu poS K 2. pDS A2 Je
obacn® popsén v US pagentové prin_d3ce &. 501 904, Xterd

Je zde uvelesna pro Uplnost. pDECA byl pripraven z pDS« 2
nésledujicimi kroky:

1) HindIIT zfsto pdF (2 bylo deletovéno 3t3peninm PS¢ 2
DNA poroeci HindITI, zprac niz nindIII %ohszivnich konet

s

i ment) a ANTP,a reli-
gocl tup® zukonXendho volktoru. V;,fsle'n:,? plasmid je pDS 4 2 AH.
2) t oci ©all a synteticky olizonukle-
ctid ma2jici SV40 "splice" sigmél s

e s e

£ e SalI linkerem p¥ipo-
. . » . FN . . ™
Jenym Ke 3 ¥onci "splice" signdlu byl k a%nu ligovan. Synte=-
ticky oligonuklectid m¥l néslelujiici sekvenck:

5 GGAACTGAAAAACCAGAAAGTTAACTAGTAAGTTTAGT

c CTTTTATTTCAGGTC ST GGATCCGGTGCTCOTGCAAATCA
AAGAACTGCTICTCAGTGCGATGTTECCTTTACTTCTASGCCTGTALGE
AAGTGTTACTTICTGCTCTAAALGCTCOTGCAACAAGITGCTOGATS 3

[ 4

V¥sledny plasmid byl pDTX24AH spoj.

a kKonce zpracovény na tupo
T4 DNA polyumerdzou a 4ANTP,
ragment BamWI-Bg]II lidské ertyhropoietinové cDNA byl
na koncich natupo zpracovén stejnyn postupen o lipgovén k
plaszidu. Vyslednd p;asmiﬂ byl pDTC,

3) pPS®A2 A spoj byl 3t¥pen Sall
ovéniz 8 kohezivnimi koneil

[}

0
o
S
o
o
Fh

4) pIEC byl %itXpen 5 XpnI a3 2vull a nu kocich zpracovén

i

na tupo zpracovénim s kohecivnimi konei "mung bean" nuklczézou.
£laszid byl religovén % deletuvandzu excisovardmu {pnI-Pyull
fraguﬂntu zd vzniku plasmidu pITC A .
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. . - . e 125 . L.
Finsmid poic A | obsahuifci /Tur 22/ erythrogoietinovou

o
¢cONA byl trﬁnsfektovan do DHRR~devicientnich CHO bunik. 770

o]
{1
H-
2
TS
o
<}
(O\
O
—
=
o0
:44
Q"

CHO bundx byl zakoncenirovén za pou-

-

0

d#lici menbrdny 15300 dalion® molekxulové hmotnosti a

lirovin proti 10 mil Trie-HCl, pH 8,6 na celkovy objem
i1

»

koncentrdtu byl nonesen na Q=-Sepharosovou

(&4}

kelonu s rychligz critokez (5 aml objea néplnd) ekvilibrova-
nou stejnyz pufrem a eluovir. linedrnim gradientenm 0-250 mM
Nall v 1

nezsprecované nebo 3tipenéd N-zlyxandzou, byly analyzovany
o)

2

O md Tris-dli, plf 8,6. Podily frakei z kolony, bud

~

Do ILF a puoly (oznalend 2,3 a 4) byly piipra-
isaforsy =/nebo karbohyirétového sloZeni frake
1. HaZziy pool byl nanesen na Vydac C4 kolonu (2147PB 2030,
ry, 1,8-2,5 ml objer népln®, 7,34 zl/zin) a promyt
dviaa obiemy kolony U etreznolu v 10 =k Trig- HCl, pd 7,0
hnlony byly eluovény lineérmimi -riilenty 20=94% ethanolu,
12 md Tris, pi 7,0. Pooly byly pis praveny, nafedZny 4o 10
i Iris-TC1, pil 7,0 a naneseny na G-Sepharosovi kolony s
rychlya pr tokewn, Ndsliedujiciz promyvéniz 10 mil Tris-HC1,

3 zorky eluovény v mh cit-dtem sodnym, 250 m¥
Nall, p¥ 7,0. Jisténé /mnr 5/ pcoly byly enalyzovdny IEF
¢Sou uveieny na obr. y. EPF analog je analyzovén na in vivo
biclugickou aktivitu Juk je popséno vide (Cotes a spol.,
supra).

Vynéles Je topsdu svimi v hodnyoi provelenim 1, kterd
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PATENTOVE NEKROKY

1. Isofsrra erythropdetinu., \
s . §
2. Isoforra erythropoietinu polle néroku 1, kterd Je

-

produkter exprcse excgenni DNA servence v ew: keryotni ho-

. - I 4
stitelské bunce rnehundrniko plvodu.

522N

3. Tcoforme erytrepoietinu podle néroku 1, které
zahrruje erythropoietin ma {of apinokyselinovou sckvene-

j
ci 1-155 nebo 1-166 lidekékho erythropoietinu,

crne eryihropoietinu podle néroku 1, majicl

.

prZet cizlevyer kyselin na molekulu erythropcie-

5. Isaferna arytrrepoietinu podle néroku i majici vice
nei 14 sialovieh kysel9in nz m-~lekulu erythropcietinu,

6. Iscrorus ervthropoietinu padle néroku 1, pailel 14
sinlovyech kyselin = moleWuiu crythropoictinu,

7

aialeyyeh kvselin ns zolekulu erythronoietinu.

Lsoforna erythrondietinu podle ndroku 1, mejici 13

-

u.
0y

~tinu polle nérokxu 1, majizl 10

20
sialovich %vselin na mol-kulu arythranoaiatinu,

9. Isacf-rma nrythropoiotinu 2oldle ngroku 2, kdas uvede-
. v . z
nou eurarvoini hosiitolskou bunkou (e 050 bunka.

10. Taroace

e
sahuje terapeuticky G¥i
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podle néroku 1 a farmaceuticky prijatelné fedidlo, prisadu
nebo nosid.

11. Prostiedek, obsahujici sm¥s mén& nez 4 isoforenm

erythropcietinu.

12, ProstPedek, obsahujici sm¥s isoforem erythropoie=-
tinu, mojici mén® nez 12 sialovych kyselin na molekulu
ervthropoietinu.,

13, Prosttedek podie néroku 17, vyznadujici se tim, Ze
obsahuje smds isoforem erythropoietinu majfci 9, 10 a 11
sislovyeh kvselin ns molekulu erythropcietinu.

14, Frostfedek, vyznadujini se tim, Ze obsshuje smés
jeoforenm ervtrropeietinu, majfci vice neZ 11 sislovyeh kyse-
1in na molekulu erythropoietinu.

15. Frosttedek podle ndroku 14, vyznstujici se uim,

Ye obsahuje sm&s icoforem erythropoietinu majici 13=-14
sialcvyeh kveelin na molekulu erythrepoietinu.

16. Erythropoietin, obsahujici v podstaté erythropoieti-
nové molekuly, majici specificky polet sialovych Xyselin na
molekulu ervthropoietinu.
17. Erythropoietin, obsahujici v podstaté erythropoie=-
tinové molakuly, majic icky podet sialovjch kyselin
na molekulu eryvthrono o polet Jj2 vybrén se sKu-
piny zahrnuijifeci 1-14.

18. Trythropoietin, zahrnujici erythropoietinové mole=-
xuly majici vice ne? 14 sislovyeh kyselin na molekulu erythro-

pnrietinu,
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28. Irostteiek podle nércku 27, vyznadujici se tim, Ze
obsshuje szés isoforem erytkrepoietinu, majicich 13 aZ 14
ciel vyeh Yyselin n3 molekulu erythropoietinu.

29. Zptsob p¥ipravy iscformy erythropoietinu, vyznadu-

jici se tim, Ze zahrruje stupni

zpracovéni 3i3t*rérn er—-thropoietinu preparativei isoelekte
rickeu fokuseci a

cluce Jedrotlivé iscforov z colu,

30, Zptsob pPipravy czrXei molekul erythropeietinu, ma-
jfci vice nef preleterminovony po¥et sislovyceh kyselir na
zol-¥ulu, vvznaluifci se tim, Ze se matoriél, odsshujict
erythropoietin, zprocuje iontovimfnncu chrerstosrafii,

. Zofseh nPiprsvy sm¥si molekul erythremoietinu, ma-
_: v 4

o~ Py

icicr vice nei prodsterminnveny podet siclovych ryselin
o nz%uifcl ce tim, %2 se materidl, cb
z

zeracu’ e chromatofakusaeci.

3z, Zp®sor zviieni hladiny homatokregptd u savel, vyzna-
Yuifei sa2 tir, ¥e zahrouje poldni terapeuticky UZinnéhc

{
mnofstvi prostfad¥u nolle nédroku 26.

33. Analcg 1ids¥ého erythropeietinu, vybrany ze sku-
piny, z-rrnuiict
/Acn69/°P“

/Asn125

9
’r)‘- T r~
/T?‘r‘1 2/EPC 2
-~ 12 - 25 )
/Tro 4, :hrl 2/FEN.
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va'26) epo
[Pro' 241 EPO
[Pro' 291 EPO
hr'291EPO

[Thr' 27 1 EPO

[Proa’24 Th 129) PO

[Pro 123 ser'?7) PO

[Thr125 5er 1271 EPQ
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