The invention relates to a nmethod for determ ning the isoformconposition

of erythropoietin,
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Fig. 1

DD *; therapeutisch nutzbare EPO-Isoformen

AA Cathode

BB pH value

CC Fraction 1, Fraction 2, Fraction 3, Fraction 4, Fraction 5
DD therapeutically usable EPO isoforms
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(54) Bezeichnung : INPROZESSKONTROLLE IN EINEM VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON EPO

(57) Abstract: The invention relates to a method for
determining the isoform composition of erythropoie-
tin, comprising the following steps: a) isoelectrical
focusing of a sample comprising erythropoietin in a
gel over a pH range having a lower limit of 2.5 to
3.5 and an upper limit of 5 to 8, wherein the sample
comprising erythropoietin originates from a culture
supernatant of erythropoietin producing eukaryotic
cells; b) transterring of the proteins comprised and
separated in the gel to a membrane; c¢) verifying the
erythropoietin bound to the membrane by specific
antibodies; and to a method for in-process control of
culture supernatants of erythropoietin producing eu-
karyotic cells during the fermentative production
process.

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung
betriftt ein Verfahren zur Bestimmung der Isofor-
menzusammensetzung von Erythropoietin umfas-
send die folgenden Schritte: a) isoelektrische Fokus-
sierung einer Erythropoietin enthaltenden Probe in
einem Gel iiber einen pH-Bereich, dessen untere
Grenze von 2,5 bis 3,5 und dessen obere Grenze von
5 bis 8 liegt, wobei die Erythropoietin enthaltende
Probe aus einem Kulturiiberstand von Erythropoie-
tin-produzierenden eukaryontischen Zellen stammt;

b) Ubertragen der im Gel enthaltenen und aufgetrennten Proteine auf eine Membran; ¢) Nachweis des an der Membran gebunde-

o nen Erythropoietins durch spezifische Antikorper; sowie ein Verfahren zur Inprozesskontrolle von Kulturiiberstdnden von Ery-

W

thropoietin-produzierenden eukaryontischen Zellen im Rahmen des fermentativen Herstellungsprozesses.



