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(57)  Sammendrag

Det beskrives faktor XA-analoger med en delesjon av amino-syrene Argl80 til Arg234 og en modifikasjon i
omrédet av aminosyresekvensen mellom Glyl73 og Argl79, preparater som inneholder disse faktor XA-
analoger, og fremgangsmater ved deres fremstilling.
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Oppfinnelsen vedrgrer faktor XA-analoger med en delesjon av
aminosyrene Argl80 til Arg234 og en modifikasjon i omradet
av aminosyresekvensen fra Glyl73 til Argl79 som angitt i
krav 1, preparater inneholdende faktor XA-analogene eller
faktor Xa-analoger ifeolge oppfinnelsen som angitt i krav
10, samt fremgangsmater ved fremstilling av preparater in-
neholdende faktor XA-analogene ifslge oppfinnelsen, som an-
gitt i krav 38.

Etter initiering av blodlevringsprosessen forlgper lev-
ringskaskaden ved en sekvensiell aktivering av forskjellige
proenzymer (zymogener) i blodet til sine aktive former,
nemlig serinproteasene. Til disse hgrer bl.a. faktor
XII/XIIa, faktor XI/XIa, faktor IX/IXa, faktor X/Xa, faktor
VII/VIIa og protrombin/trombin. De fleste av disse enzymer
er i fysiologiske tilstander kun aktive hvis de er forbun-
det i et kompleks pd en membranoverflate. Ca-ioner er ngd-
vendige 1 mange av disse prosesser. Blodlevringen fglger
enten den intrinsiske vei, hvor alle proteinkomponenter fo-
religger i blodet, eller den ekstrinsiske vei, hvor vevs-
faktor spiller en kritisk rolle. En séarleging finner til
slutt sted ved spaltning av fibrinogen til fibrin ved hjelp
av trombin.

Protrombinasekompleks er ansvarlig for aktiveringen av pro-
trombin til trombin. Trombin er et viktig enzym, som kan
virke bade som prokoagulasjonsmiddel og som antikoagula-
sjonsmiddel. Protrombinasekompleks, i hvilket bl.a. faktor
Va (som kofaktor) og faktor Xa (som serinprotease) er om-
fattet, samles i en Ca-avhengig assosiasjon pd overflaten
av fosfolipider. Det diskuteres om faktor Xa kan vare den
katalytiske komponent av protrombinasekomplekset i denne

sammenheng.

Faktor X (Stuart/Prower-faktor) er et vitamin K-avhengig
koagulasjonsglykoprotein, som kan aktiveres ved den intrin-
siske og den ekstrinsiske blodlevringskaskade. Det primzre
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translasjonsprodukt av faktor X (pre-pro-FX) har 488 amino-
syrer og syntetiseres av leveren eller humane hepatomacel-
ler til & begynne med som enkeltkjedet 75 kDa stort forleg-
perprotein. I plasma foreligger faktor X til stor del som
tokjedet molekyl (Fair et al., 1984, Blood 64: 194-204).

Under biosyntesen spaltes etter avspaltning av presekvensen
ved hjelp av et signalpeptidase (mellom Ser23/Leu24) og av
propeptidet (mellom Argd40/Aladl), det enkeltkjedede faktor
X-molekyl til den tokjedede form, som bestdr av den ca. 22
kDa store lette kjede og den ca. 50 kDa store tunge kjede
som er forbundet med hverandre via en disulfidbro, ved pro-
sessering og fjerning av tripeptidet Argl80-Lysl181-Argl82
(figur 1). Faktor X sirkulerer dermed i plasma i form av et
tokjedet molekyl.

Under blodlevringsprosessen konverteres faktor X fra et in-
aktivt zymogen til det aktive protease faktor Xa ved en be-
grenset proteolyse, hvorved aktiveringen av faktor X til
faktor Xa kan finne sted i ett av to membranbundne komplek-
ser: den ekstrinsiske faktor VIIa/vevfaktor-kompleks, eller
det intrinsiske faktor VIIIa/faktor IXa/fosfolipid-Ca-kom-
pleks, eller "tenase-kompleks" (Mertens et al., 1980, Bio-
chem. J. 185: 647-658). En proteolytisk spaltning mellom
aminosyrene Arg234/I1e235 fgrer til en frigivning av et 52
aminosyrer langt aktiveringspeptid fra N-terminus av den
tunge kjede, og dermed til dannelsen av det aktive enzym,
nemlig faktor Xa. Det katalytiske sentrum av faktor Xa be-

finner seg pa& den tunge kjede.

Aktiveringen via faktor VIIa/Tf (ekstrinsisk)-kompleks fogrer
til dannelse av faktor Xao (35 kDa) og faktor XaB (31 kDa),
hvorved det ved lave konsentrasjoner av faktor VIIa i kom-
plekset ogsd opptrer et polypeptid med 42 kDa lengde. Dan-
nelsen av faktor Xao finner sted ved spaltning ved
Arg234/Il1e235 av den tunge kjede, og representerer aktive-
ringen av faktor X til faktor Xa. Opptreden av faktor Xaf
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stammer antakelig fra en autokatalytisk spaltning ved
Arg469/Gly470 i C-terminus av den tunge kjede av faktor

Xao og en avspaltning av et 4,5 kDa langt peptid. Faktor
Xaf} har, liksom ogsd faktor Xaa, katalytisk aktivitet. Det
er imidlertid blitt vist at det ved spaltning av faktor

Xao til faktor XaP opptrer en plasminogenreceptorbindings-
posisjon, og at faktor XaP eventuelt har fibrinolytisk ak-
tivitet eller omfattes i fibrinolysen i form av en kofak-
tor. Omdannelsen av faktor Xaoa til faktor XaP er imidlertid
langsommere enn dannelsen av trombin, hvorved en initiering
av fibrinolysen for dannelsen av et blodaggregat, forhind-
res (Pryzdial et al., 1996, J. Biol. Chem. 271: 16614-
16620; Pryzdial et al., 1996, J. Biol. Chem. 271: 16621-
16626) .

Det 42 kDa store polypeptid dannes ved en prosessering i C-
terminus av den tunge kjede mellom Arg469/Gly470 uten en
tidligere prosessering mellom Arg234/I1e235. Dette mellom-
produkt har, slik som ogsd et faktor Xay-fragment som dan-
nes ved proteolyse ved Lys370, ingen katalytisk aktivitet
(Mertens et al., 1980, Biochem. J. 185: 647-658; Pryzdial
et al., 1996, J. Biol. Chem. 271: 16614-16620).

En aktivering av faktor X i den intrinsiske bane katalyse-
res av faktor IXa/faktor VIIIa-kompleks. Under aktiveringen
erholdes de samme prosesseringsprodukter, men faktor Xaf-
produktet erholdes imidlertid i et heyere utbytte enn andre
faktor X-prosesseringsprodukter (Jesty et al., 1974, J.
Biol. Chem. 249: 5614).

In vitro kan faktor X aktiveres f.eks. med "Russell's Viper
Venom" (RVV)} eller trypsin (Bajaj et al., 1973, J. Biol.
Chem. 248: 7729-7741) eller rensede fysiologiske aktivato-
rer sa som FVIIa/TF-kompleks eller faktor IXa/faktor VIIIa-
kompleks (Mertens et al., 1980, Biochem. J. 185: 647-658).
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Handelstilgjengelige faktor X-produkter fra plasma innehol-
der som regel en blanding av faktor Xaa og faktor Xaf,
fordi det etter aktivering av faktor X til faktor Xa i fegr-
ste rekke dannes faktor Xaa, som i sin tur spaltes til

faktor XaP i en autokatalytisk prosess.

For & fremstille et enhetlig faktor Xa-produkt med hey mo-
lekyler integritet ble det i EP 0.651.054 foreslatt & akti-
vere faktor X med RVV over et lengre tidsrom, slik at det
dannede sluttprodukt hovedsaklig inneholdt faktor Xaf. Bade
biproduktene, f.eks. faktor Xaa, o0g proteasen ble deretter
fjernet ved flere kromatografiske trinn.

cDNA for faktor X er blitt isoclert og kjennetegnet (Leytus
et al., 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 3699-3702;
Fung et al., 1985, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82: 3591-
3595) . Human faktor X ble uttrykt in vitro i forskjellige
celletyper, sa som humane embryonale nyreceller eller CHO-
celler (Rudolph et al., 1997, Prot. Expr. Purif. 10: 373-
378, Wolf et al., 1991, J. Biol. Chem. 266: 13726-13730).
Man har imidlertid slatt fast at prosesseringen i posisjon
Argd0/Alad4l under en rekombinant ekspresjon av human faktor
X er ineffektiv i motsetning til in vivo-situasjonen, og at
det dannes forskjellige N-termini i den lette kjede av fak-
tor X (Wolf et al., 1991, J. Biol. Chem. 266: 13726-13730).
Rekombinant faktor X (rFX) ble ved hjelp av RVV aktivert in
vitro til rFaktor Xa (rFXa), eller rFXa ble direkte ut-
trykt, hvorved aktiveringspeptidet fra aminosyre 183 til
aminosyre 234 ble deletert og erstattet med et tripeptid
for & muliggjsre en umiddelbar prosessering til en tokjedet
rFXa-form. Renset rFX ble til ca. 70% prosessert til den
lette og den tunge kjede, mens de gvrige 30% wvar enkeltkje-
det rFX med 75 kDa. En direkte ekspresjon av rFXa forte
riktignok til dannelsen av aktiv faktor Xa, men imidlertid
ogsd til inaktive mellomprodukter. Wolf et al. (1991, J.
Biol. Chem. 266: 13726-13730) fant ogsa at rekombinant fak-
tor X hadde en nedsatt aktivitet, som de mente skyldtes en
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darlig aktiverbarhet av rFX ved hijelp av RVV, samt den in-
aktive populasjon av proteiner og polypeptider i det en-
keltkjedede forlgpermolekyl. Spesielt fant de en hgy insta-
bilitet av rFXa ved ekspresjon ved hjelp av rekombinante

celler, som de mente skyldtes en hgy autoproteolyserate.

For & underswgke funksjonen av det C-terminale peptid av
faktor Xaa, innfgrte Eby et al. (1992, Blood 80 (suppl.

1): 1214 A) et stopkodon i posisjon Gly430 av faktor X-sek-
vensen. De fant imidlertid ingen forskjell mellom aktive-
ringsraten av faktor Xa (FXaa) med P-peptid og en dele-
sjonsmutant uten P-peptid (FXap).

Faktor Xa er en viktig bestanddel av protrombinasekomplek-
set som man derfor tror at kan vare en primer mediator av
en rask stansing av blgdninger, hvilket ville gjgre den eg-
net for behandling av pasienter med forstyrret blodlevring,

f.eks. hemofili.

Spesielt behandlingen av hemofilipasienter med faktor VIII-
eller faktor IX-mangel med faktorkonsentrater fremstilt av
plasma, blir ved lengre terapivarighet ofte komplisert ved
at det dannes inhibitoriske antistoffer mot disse faktorer.
Det er derfor blitt utviklet en rekke alternativer for &
behandle hemofilipasienter med faktorer med en bypass-akti-
vitet. S&ledes er en anvendelse av protrombinkomplekskon-
sentrat, partielt aktivert protrombinasekompleks (APPC),
faktor VIIa eller FEIBA blitt foreslatt. Handelstilgjenge-
lige preparater med faktor VIII-bypassaktivitet (FEIBA) er
f.eks. "FEIBA" eller "Autoplex". "FEIBA" inneholder f.eks.
omtrent like mengder av faktor II, faktor VII, faktor IX,
faktor X og FEIBA, mindre mengder av faktor VIII og faktor
V, samt spor av aktiverte koagulasonsfaktorer sad som trom-
bin og faktor Xa eller en faktor med faktor X-lignende ak-
tivitet (Elsinger, 1982, Activated Prothrombin Complex Con-
centrates, utg. Mariani, Russo, Mandelli, s. 77-87). El-

singer viser spesielt til betydningen av en "faktor Xa-lig-
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nende” aktivitet i FEIBA. Faktor VIII-bypass-aktiviteten
ble demonstrert av Giles et al. (1988, British J. Haemato-
logy 9: 491-497) for en kombinasjon av renset faktor Xa og

fosfolipider i en dyremodell.

Det finnes derfor et stort behov og en rekke forskjellige
anvendelsesomrdder for faktor X/Xa eller faktor X/Xa-lig-
nende proteiner, enten for seg selv eller som bestanddel av

et koagulasjonskompleks i blodlevringsterapien.

Halveringstiden av faktor Xa er, sammenlignet med zymoge-
net, sterkt nedsatt bdde in vivo og in vitro. Slik kan
f.eks. faktor X oppbevares stabilt i glycerin i 18 maneder,
mens faktor Xa under like betingelser kun er stabil i 5 ma-
neder (Bajaj et al., 1973, J. Biol. Chem. 248: 7729-2241),
hhv. i glycerin ved 4°C etter 8 mlneder oppviser en med
over 60% nedsatt aktivitet (Teng et al., 1981, Thrombosis
Res. 22: 213-220). Halveringstiden av faktor Xa er kun 30
sekunder i serum.

P& grunn av instabiliteten av faktor Xa er det blitt fore-
slatt & administrere faktor X-preparater (US 4.501.731).
Ved livstruende blgdninger, spesielt hos hemofilipasienter,
er imidlertid en administrasjon av faktor X virkningslgs,
fordi mangelen pa funksjonelt "tenasekompleks" i den in-
trinsiske blodlevringsbane gjgr at det ikke kan finne sted
noen tilstrekkelig aktivering av faktor X til faktor Xa, og
aktiveringen via den ekstrinsiske bane finner ofte sted for
langsomt for & oppnad en rask virkning. I tillegg har hemo-
filipasienter tilstrekkelig faktor X, som imidlertid har en
1000 ganger svakere protrombinaseaktivitet enn faktor Xa. I
slike tilfeller er det ngdvendig & administrere aktivert
faktor Xa direkte, eventuelt sammen med fosfolipider slik
det beskrives av Giles et al. (1988, British J. Haematology
9: 491-497), eller med andre koagulasjonsfaktorer, f.eks.
med faktor VIII-bypass-aktivitet.
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Ved fremstilling av faktor Xa fra faktor X har aktiveringen
hittil funnet sted via ikke-fysiologiske aktivatorer av
animalsk opphav, sd& som RVV eller trypsin, hvorved det
imidlertid mdtte sikres absolutt at sluttproduktet var
fullstendig fritt for disse proteaser. Slik det allerede
ble nevnt ovenfor, dannes ved aktivering av faktor X til
faktor Xa et flertall delvis ogsd inaktive mellomprodukter
(Bajaj et al., 1973, J. Bio. Chem. 248: 7729-7741, Mertens
et al., 1980, Biochem. J. 185: 647-658). Narvaret av slike
mellomprodukter fgrer til en nedsettelse av den spesifikke
aktivitet av produktet, og eventuelt ogsd til mellomproduk-
ter som kan virke som antagonister av det aktive serinpro-
tease. For fremstilling av et enhetlig, rent produkt med en
hgy spesifikk aktivitet er det ved konvensjonelle metoder
derfor nedvendig med kompliserte fremgangsmater for aktive-
ring og for kromatografisk rensing.

Oppgaven for foreliggende oppfinnelse er derfor a tilveie-
bringe et preparat som inneholder et polypeptid med faktor
X/Xa-aktivitet, som har hey stabilitet og som kan aktiveres
til faktor Xa uten bruk av et av de vanlige proteaser, spe-
sielt av animalsk opphav, sa som f.eks. RVV eller trypsin.
Et ytterligere formadl er & tilveiebringe et farmaseytisk
preparat med faktor VIII-bypass—aktivitet.

Oppgaven lgses ifglge oppfinnelsen ved at det tilveiebrin-
ges en faktor XA-analog som oppviser en delesjon av amino-
syrene Argl80 til Arg234 av faktor XA-aminosyresekvensen
samt en modifikasjon av deres faktor XA-delesjonsmutanter i
omrddet av aminosyresekvensen mellom Glyl73 og Argl79 idet
modifikasjonen tilsvarer en prosesseringsposisjon for en
protease som 1 naturen ikke spalter faktor X-sekvensen i
denne posisjon. Ved delesjon av aminosyresekvensen fra
Argl80 til Arg234 deleteres bade tripeptidet Argl80 til
Argl82 og ogséd aktiveringspeptidet Serl83 til Arg234, og
det dannes en direkte fusjon mellom den lette og den tunge
kjede av faktor X og aminosyrene Argl79 og Ile 235. Denne
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fusjonssekvens inneholder imidlertid ingen naturlig fore-
kommende spaltningsposisjon for en protease. Ved modifika-
sjon av omradet av faktor X-sekvensen mellom aminosyre
Glyl73 og Argl79, og eventuelt av Ile235, erholdes en fak-
tor X-delesjonsmutant ifglge oppfinnelsen som oppviser en
ny gjenkjennings- hhv. prosesseringsposisjon som i1 polypep-
tidet ikke finnes i denne posisjon, for en protease som
normalt ikke ville ha spaltet polypeptidet pa dette sted.
Modifikasjonen er herved minst en erstatning av minst én
aminosyre mellom posisjon Glyl73 og Argl79 og eventuelt av
Ile235 av faktor X-aminosyresekvensen. Posisjonen av amino-
syrene er her i henhold til nummereringen av sekvensen som
vises pa figur 1, startende med Metl og avsluttende med
Lys488. For den modifiserte faktor X-delesjonsmutant ifglge
oppfinnelsen beholdes for en enklere nomenklatur aminosyre-
nummereringen som er angitt for den fullstendige faktor X-
sekvens; imidlertid benevnes den modifiserte faktor X-dele-

sjonsmutant i det fzlgende faktor XA-analog.

Modifikasjonen kan her vare en substitusjon av minst én
aminosyre eller en innfgyelse av en peptidsekvens som ut-
gjer en proteasegjenkjennings- hhv. spaltningsposisjon. Mo-
difikasjonen i faktor XA-analogen ifeslge oppfinnelsen er
fortrinnsvis slik at den for en protease fra gruppen endo-
proteaser, sa som f.eks. kexin/Kex2, furin/PACE, PCl/PC3,
PC2, PC4, PACE 4, LPC/PC7 (slik som beskrevet i Barr et
al., 1991, Cell, 66: 1-3 eller i US 5.460.950), serinprote-
aser, s& som f.eks. faktor IIa, faktor VIIa, faktor IXa,
faktor XIIa, faktor XIa, faktor Xa, eller kallikrein, eller
et derivat av disse proteaser, utgjer en gjenkjennings-

hhv. spaltningssekvens.

Modifikasjonen velges fortrinnsvis slik at prosesseringen
ved hjelp av en av disse proteaser fgrer til et polypeptid
som 1 sin biologiske aktivitet tilsvarer nativ faktor Xa og
som har faktor Xa-aktivitet. For & oppnad en optimal proses-
sering kan det i enkelte tilfeller vere ngdvendig & i til-
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legg skifte ut aminosyren Ile235. Fortrinnsvis bgr imidler-
tid den NHp-terminale aminosyre isoleucin av den tunge
kjede bevares etter aktiveringen, fordi isoleucin utgjer en
av aminosyrene som har en vesentlig funksjon ved dannelse
av substratbindingslommen (Watzke et al., 1995, Molecular
Basis of Thrombosis and Hemostasis, utg. Katherine High &
Harold Roberts). Faktor XA-analogene ifslge oppfinnelsen
har en strukturell forskjell, spesielt pad aminosyrenivé
sammenlignet med den native faktor X-sekvens, men har imid-
lertid etter aktivering en lignende aktivitet som naturlig
forekommende faktor X hhv. faktor Xa.

Oppfinnelsen tilveiebringer en rekke faktor XA-analoger i
form av eksempler, som oppviser en delesjon og i tillegg en
modifikasjon mellom Glyl73 og Argl79 og eventuelt av
Ile235. Modifikasjoner kan foreligge i én eller flere posi-
sjoner 1 omradet mellom aminosyre Glyl73 og Argl79, og
eventuelt Ile235, under henvisning til faktor X-sekvensen
med nummereringen fra Metl til Lys488 ifglge figur 1. Ami-
nosyresubstitusjoner kan vere i posisjon Ile235 (R1),
Argl79, Glul78 (R2), Leul77 (R3), Thrl76 (R4), GLlnl75 (R5)
og Lysl74 (R6), hvor Argl79 imidlertid fortrinnsvis holdes
uforandret.

Faktor XA-analogene ifglge oppfinnelsen inneholder for-
trinnsvis en faktor X-sekvens med Glyl73-R6-R5-R4-R3-R2-
Argl79-R1 med R1 = Ile, Val, Ala, Ser eller Thr, R2 = Glu,
Thr, Pro, Gly, Lys eller Arg; R3 = Leu, Phe, Lys, Met, Gln,
Ser, Val, Arg eller Pro; R4 = Thr, Asn, Asp, Ile, Ser, Pro,
Arg eller Lys; R5 = Asn, Lys, Ser, Glu, Gln, Ala, His eller
Arg, og R6 = Arg, Asp, Phe, Thr, Leu eller Ser.

Foretrukne utfegrelser av faktor X-analogene ifglge oppfin-
nelsen er faktor X-analoger som oppviser en modifikasjon
med



10

15

20

25

30

35

a)

b)

c)

d)

e)

£)

10

R1
R5
tor VIIa eller faktor IXa;

R1 = Val, R2 = Thr, R3 = Phe, R4 = Asp og eventuelt

R5 = Asn og/eller R6 = Phe og/eller Rl = Ile eller Val

Ile, R2 = Thr, R3 = Leu, R4 = Asn og eventuelt

Asn og/eller R6 = Asp og som prosesseres av fak-

(Fig. 2A) og som prosesseres av faktor XIa;

Rl = Ile eller Val, R2 = Phe, R3 = Lys, R4 = Ile og
eventuelt R5 = Lys og/eller R6 = Thr (fig. 2C) eller
Rl = Ile, R2 = Thr, R3 = Ser, R4 = Thr og eventuelt

R5 = Lys og/eller R6 = Thr (fig. 2I) og som prosesse-
res av faktor XIIa;

Rl = Ile eller Val, R2 = Thr, R3 = Met, R4 = Ser og
eventuelt R5 = Ser og/eller R6 = Leu (fig. 2D) og pro-
sesseres av kallikrein;

Rl = Ile, R2 = Gly, R3 = Gln, R4 = Pro og eventuelt

R5 Lys og/eller R6 = Ser (fig. 2H) eller

Rl = Ile, R2 = Gly, R3 = Glu, R4 = Ile (fig. 2F) eller
Rl = Ile, R2 = Thr, R3 = Lys, R4 = Met (fig. 2E) og

som prosesseres av faktor Xa;

Rl = Ile, R2 = Lys, R3 = Arg, R4 = Arg og eventuelt
R5 = Glu og/eller R6 = Leu eller

Rl = Ile, R2 = Thr, R3 = Val, R4 = Arg og eventuelt
R5 = Ala og/eller R6 = Leu eller

Rl = Ile, R2 = Arg, R3 = Val, R4 = Arg og eventuelt
R5 = Gln og/eller R6 = Leu eller

Rl = Ile, R2 = Arg, R3 = Arg, R4 = Arg og eventuelt
R5 = His og/eller R6 = Leu eller

Rl = Ile, R2 = Lys, R3 = Pro, R4 = Arg og eventuelt
R5 = Asn og/eller R6 = Leu eller

Rl = Ile, R2 = Lys, R3 = Arg, R4 = Ile og eventuelt
R5 = Arg og/eller R6 = Leu eller

Rl = Ile, R2 = Lys, R3 = Ser og R4 = Arg eller
Rl = Ile, R2 = Thr, R3 = Val og R4 = Arg eller
Rl = Ile, R2 = Lys, R3 = Leu og R4 = Arg (jfr. for

alle fig. 2G),
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hvor sekvensene som er nevnt i punkt f), prosesseres av et
bibasisk endoprotease, sa som f.eks. kexin/KRex2, furin/-
PACE, PCl/PC3, PC2, PC4, PACE 4, LPC/PC7 eller et derivat

av disse proteaser.

Et mulig utvalg av modifikasjoner og aminosyreerstatninger
som forer til en endret proteasespesifisitet, vises pa fig.
2.

Modifikasjonene kan utfgres f.eks. ved madlrettet in vitro-
mutagenese eller PCR eller ved andre gentekniske metoder
som er kjent innen faget og som er egnet for spesifikt &
endre en DNA-sekvens, for en madlrettet utfgrelse av amino-

syreerstatninger.

Aktiveringen av faktor XA-analogene ifglge oppfinnelsen til
faktor Xa-analoger utfegres ifglge oppfinnelsen derfor for-
trinnsvis ved en protease utvalgt fra gruppen av endoprote-—
aser, sa som f.eks. kexin/Kex2, furin/PACE, PCl/PC3, PC2,
PC4, PACE 4, LPC/PC7, serinproteaser, sa& som f.eks. faktor
ITa, faktor VIIa, faktor IXa, faktor XIIa, faktor XIa, fak-
tor Xa, eller kallikrein, eller et derivat av disse protea-
ser.

Faktor XA-analogene ifgslge foreliggende oppfinnelse fore-
ligger som enkeltkjedede polypeptider i en enzymatisk inak-
tiv form. Fgrst etter spaltning ved hjelp av en protease
til den tokjedede form erholdes en aktiv faktor Xa-analog.
Modifikasjonen muliggjer dermed en aktivering av den inak-
tive, enkeltkjedede faktor XA-analog-polypeptid til den to-

kjedede, aktive form.

En av vanskelighetene ved fremstilling av aktiv faktor Xa
er dens instabilitet, fordi det, foruten faktor Xaa og
faktor XaP, ved autokatalyse dessuten dannes andre, inak-
tive mellomprodukter.
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For fremstilling av hovedsaklig intakte, aktive faktor
X/Xa- hhv. Faktor X/Xa-lignende molekyler ville det derfor
vare gnskelig & kun erholde proteiner som fgrer til stabile
sluttprodukter.

Det er kjent at en foretrukket spaltningsposisjon for pro-
sesseringen av faktor Xao (FXao) til faktor Xap (FXaP) lig-
ger mellom Arg469/Gly470. P& grunnlag av undersgkelser som
er blitt foretatt av Eby et al. (1992, Blood. Vol. 80,
suppl. 1, 1214), finnes i tillegg til et prominent karbok-
syterminalt peptid (aminosyrerester 476-487) av faktor X,
ogsd et ytterligere, kortere peptid (aminosyrerester 474-
477), som dannes ved autokatalyse av faktor Xaa. For a fo-
kusere en malrettet prosessering av intakt faktor X til ho-
vedsaklig aktiv faktor Xa, uten & erholde inaktive proses-
seringsmellomprodukter, oppviser faktor XA-analogene ifglge

oppfinnelsen eventuelt ytterligere modifikasjoner.

Faktor XA-analogene ifglge oppfinnelsen oppviser dermed i
henhold til en spesiell utfegrelse en ytterligere modifika-

sjon i C-terminalt omrade av faktor X-aminosyresekvensen.

I henhold til en utferelsesform oppviser en faktor XA-ana-
log av den ovenfor beskrevne type et intakt P-peptid
(FXAa) . Faktor XA-analogene ifglge oppfinnelsen har spesi-
elt en modifikasjon i omraddet av den C-terminale P-peptid-
spaltningsposisjon, som forhindrer at det etter aktivering
av faktor XA til faktor Xa-analoger finner sted en avspalt-
ning av P-peptidet av faktor X. P& denne mate erholdes et
faktor Xa-molekyl som til 100% kan isoleres som intakt fak-

tor Xao-molekyl.

Modifikasjonen kan vare en mutasjon, delesjon eller innfegy-
else i omrddet av faktor X-aminosyresekvensen mellom amino-
syreposisjon Arg469 og Serd76 og eventuelt av Lys370. Imid-
lertid foretrekkes en aminosyresubstitusjon som forhindrer
at aminosyreerstatningen fegrer til en folding av polypepti-
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det som kunne pavirke strukturen og dermed eventuelt funk-

sjonen og aktiviteten av proteinet.

Ifglge én utforelse oppviser faktor XA-analogene ifglge
oppfinnelsen en erstatning av aminosyrene i posisjon Arg469
og/eller Gly470, hvor Arg469 fortrinnsvis er erstattet med
Lys, His eller Ile, og Gly470 fortrinnsvis er erstattet med
Ser, Ala, Val eller Thr.

Faktor XA-analogene ifglge oppfinnelsen kan foruten en mu-
tasjon i1 posisjon Argd469 og/eller Gly470, oppvise en ytter-
ligere mutasjon i posisjon Lys370 og/eller Lysd75 og/eller
Serd476. Ved en aminosyresubstitusjon i denne eller disse
posisjoner, unngds en prosessering av faktor Xao-analoger
til faktor XaP-analoger hhv. C-terminalt avkortede faktor
Xa-analoger, fordi den eller de naturlig forekommende pro-
sesseringssekvenser er modifisert saledes at det ikke
lenger kan finne sted noen eventuelt autokatalytisk av-

spaltning av et karboksyterminalt peptid.

Ifglge en annen utfgrelse oppviser faktor X-analogene
ifglge oppfinnelsen en delesjon av det karboksyterminale -
peptid (FXAP). En slik faktor X-analog kan fremstilles ved
at et cDNA som koder for faktor XA-analog, uttrykkes i et
rekombinant ekspresjonssystem, hvor kun sekvensene som ko-
der for aminosyrene Metl til Argl79/I1e235 til Argd469, klo-

nes.

Ifglge en ytterligere utfegrelse oppviser faktor XA-analo-
gene ifglge oppfinnelsen et translasjonsstoppsignal i C-
terminalt omrade av faktor X-sekvensen. Translasjonsstopp-
signalet foreligger fortrinnsvis i en posisjon som fglger
en C-terminal aminosyre som oppstar ved naturlig prosesse-
ring. Translasjonsstopsignalet foreligger dermed fortrinns-
vis 1 posisjonen av aminosyre 470 av faktor X-sekvensen,
slik at det endestaende Arg469 av faktor XAP bevares. Med
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denne hensikt erstattes kodonet GGC som koder for aminosy-
ren Gly470, med TAA, TAG eller TGA.

Et ytterligere trekk av foreliggende oppfinnelse vedrgrer
faktor XA-analoger som aktiveres in vitro til faktor Xa-
analoger, dvs. de aktiverte faktor XA-analoger, ved behand-
ling med et tilsvarende protease. Avhenglg av faktor XA-
analogen som brukes og aktiveres, erholdes en faktor XaA-
analog som i den C-terminale ende av den lette kjede oppvi-
ser tilsvarende aminosyremodifikasjoner sammenlignet med
den naturlige faktor Xa-sekvens. Modifikasjonene er ifglge
oppfinnelsen imidlertid valgt slik at de ikke forstyrrer
den biologiske aktivitet.

Hvis en slik faktor X-analog eventuelt i tillegg oppviser
et translasjonsstoppsignal i C-terminalt omrade av P-pepti-
det, erholdes modifiserte faktor XaP-molekyler. Ved bruk av
en faktor X-analog som oppviser én eller flere modifikasjo-
ner 1 P-peptidsekvensen som ferte til at P-peptidet ikke
ble avspaltet, erholdes imidlertid en faktor Xaoa-analog

med en aminosyreerstatning i C-terminus av molekylet.

Faktor XA-analogene ifelge oppfinnelsen oppviser uteluk-
kende modifikasjoner som endrer spesifisiteten for aktiver-
barheten og som ikke pavirker aktiviteten vesentlig. Det
erholdes dermed i hvert fall biologisk og funksjonelt ak-

tive faktor Xa-molekyler hhv. faktor Xa-analoger.

Aktiveringen in vitro kan utferes ved hjelp av en protease
valgt fra gruppen endoproteaser, sa som f.eks. kexin/Kex2,
furin/PACE, PCl1l/PC3, PC2, PC4, PACE 4, LPC/PC7, serinprote-
aser, sa som f.eks. faktor IIa, faktor VIIa, faktor IXa,
faktor XIIa, faktor XIa, faktor Xa eller kallikrein, eller
et derivat av disse proteaser. Det ligger imidlertid innen
rammen for foreliggende oppfinnelse & bruke hvilket som
helst vilkarlige protease, unntatt RVV eller trypsin, sa
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sant det er egnet for prosessering av faktor XA-analogen

ifglge oppfinnelsen til en faktor Xa-analog.

Selv om f.eks. Wolf et al. (1991, J. Biol. Chem. 266:
13726-137309) formodet at en endopeptidase sa som Kex2, fu-
rin eller PACE er omfattet i prosesseringen av faktor Xa-
delesjonsmutantene som beskrives av denne gruppe, gir de
ingen informasjon om virkningen av disse proteaser ved pro-
sesseringen av faktor X. Likeledes beskrives i US 5.660.950
en rekombinant fremstilling av PACE og bruk av proteasen
for forbedring av prosessering av vitamin K-avhengige pro-
teiner. I en rekke opplistinger med andre blodfaktorer be-
nevnes ogsa faktor X, men imidlertid mangler data som sann-

synliggjer dette utsagn.

Innen rammen for foreliggende oppfinnelse er det for fgrste
gang entydig blitt vist at en av proteasene som er ngdven-
dig for modningsprosessen av faktor X, er en bibasisk endo-
protease, spesielt endogent forekommende furin. In vivo
formidler endoproteasen i ferste rekke spaltningen av den
enkeltkjedede faktor X-molekyl til den modne form bestaende
av tung og lett kjede. In vitro formidler det dessuten av-
spaltningen av faktor X pro-peptidsekvensen (eksempel 2).

Ifglge en spesiell utfgrelsesform tilveiebringes en faktor
XA-analog, som fortrinnsvis foreligger i renset form som
enkeltkjedet molekyl. Faktor XA-analoger, som i det modifi-
serte omrade oppviser en spaltningsposisjon for en protease
som ikke foreligger i rekombinante celler, bevares etter
ekspresjonen som enkeltkjedet molekyl. Det enkeltkijedede
faktor XA-molekyl utmerker seg spesielt ved sin heoye stabi-
litet og molekylere integritet. Hittil kunne man ikke iso-
lere noe enkeltkjedet, inaktivt faktor XA-molekyl i renset
form, fordi det 1 rekombinante celler prosesseres til fak-
tor Xa og en rekke ytterligere, ogsa inaktive, mellompro-
dukter (Wolf et al., 1991, J. Biol. Chem. 266: 13726-
13730) . Den isolerte enkeltkjedede faktor XA-analog kan ved
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en spesifikk prosessering aktiveres direkte til den tokje-
dede faktor Xa-analog-form. Dette kan utferes ved at et en-
keltkjedet faktor XA-molekyl som er isolert fra en rekom-
binant celle, bringes i bergring med en protease som spal-
ter aktiveringsposisjonen som foreligger i faktor XA-analo-
gen. Hvis f.eks. en faktor XA-analog med en furinaktive-
ringsposisjon uttrykkes i en furindefisient celle, kan den
iscleres som enkeltkjedet faktor XA-analog og prosesseres
til aktiv, tokjedet faktor XAa-analog ved & bringe den i
bergring med en bibasisk protease, sa som furin/PACE eller
Kex2. Faktor XA-analoger som har en prosesseringsposisjon
for en serinprotease eller kallikrein, kan ogsd isoleres
som enkeltkjedet molekyl i furinuttrykkende celler, og der-
etter prosesseres til aktiv faktor Xa-analog med serinpro-
tease.

En pa denne mate fremstilt faktor Xa-analog har pa grunn av
den selektive og malrettede prosesseringsreaksjon en hgy
stabilitet og strukturell integritet, o©og er spesielt fri
for inaktive faktor X/Xa-analog-mellomprodukter og autopro-
teolytiske spaltningsprodukter.

Faktor XA-analogene ifelge oppfinnelsen tilveiebringes
ifelge foreliggende oppfinnelse bade i form av en faktor
XAa med intakt B-peptid og i form av en faktor XA-analog
med en delesjon av P-peptidet.

Et ytterligere trekk av foreliggende oppfinnelse vedrgrer
det rekombinante DNA som koder for faktor XA-analogene
ifglge oppfinnelsen. Det rekombinante DNA fgrer etter eks-
presjon til en faktor XA-analog med en aminosyresekvens som
tilsvarer human faktor X, unntatt en delesjon av aminosy-
rene fra Argl80 til Arg234 og en modifikasjon som muliggjer
en prosessering og aktivering til aktiv faktor Xa-analog,
badde med intakt og deletert P-peptid.
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Et ytterligere trekk av oppfinnelsen vedrgrer et preparat
som inneholder en renset faktor XA-analog som oppviser en
delesjon av aminosyrene fra Argl80 til Arg234 og en modifi-
kasjon av aminosyrene i omradet mellom Glyl73 og Argl79 og
eventuelt av Ile235. Modifikasjonen fgrer til en ny gjen-
kjennings- hhv. spaltningsposisjon i polypeptidet som ikke
foreligger naturlig i denne posisjon av polypeptidet, for
en protease som normalt ikke prosesserer polypeptidet pé
dette sted. Preparatet kan vare et renset preparat som in-
neholder enkeltkjedet faktor XA-analog, hvor polypeptidene
erholdes fra et cellekultursystem enten etter isolering fra
cellekultursupernatanten eller fra et ekstrakt av en celle-
kultur. En rekombinant faktor XA-analog som er forhandsren-
set fra et cellekultursystem, kan renses ytterligere ved
bruk av fremgangsmdter som er kjent innen teknikkens stand.
Til dette egner seg spesielt kromatografiske teknikker, sa
som gelfiltrasjon, ionebytter- eller affinitetskromatogra-
fi.

Ifglge en utfegrelse inneholder preparatet ifglge oppfinnel-
sen faktor XA-analogen som enkeltkjedet molekyl i enzyma-
tisk inaktiv form, hvor faktor XA-analogen foreligger i en
renhet pa minst 80%, fortrinnsvis minst 90%, spesielt fore-
trukket minst 95%, og hvor det i det rensede preparat ikke
foreligger inaktive, proteolytiske mellomprodukter av fak-
tor X/Xa-analogen.

Ifglge et spesielt trekk inneholder preparatet enkeltkjedet
XA-analog med en modifikasjon som muliggjer en aktivering
til faktor Xa-analoger ved hjelp av en protease valgt fra
gruppen av bibasiske endoproteaser, sa som f.eks. kexin/-
Kex2, furin/PACE, PCl/PC3, PC2, PC4, PACE 4, LPC/PC7,
serinproteaser, sa som f.eks. faktor IIa, faktor VIIa, fak-
tor IXa, faktor XIIa, faktor XIa, faktor Xa, eller kallik-
rein, eller et derivat av disse proteaser. Aktiveringen
skjer ved & bringe faktor XA-analogen i bergring med den
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tilsvarende protease, som spalter ved den modifiserte sek-

vens, hvorved det erholdes en faktor Xa-analog.

I preparatet ifglge oppfinnelsen kan faktor XA-analogen fo-
religge enten som faktor XAa (FXAa) med intakt B-peptid,
eller med en delesjon av P-peptidet som faktor XAP eller
andre C-terminale delesjoner.

Ifglge en ytterligere utfgrelse inneholder preparatet
ifelge oppfinnelsen faktor XA-analogen fortrinnsvis i form
av et enkeltkjedet molekyl i isolert form. Med denne hen-
sikt erholdes f.eks. ved rekombinant fremstilling, faktor
XA-analogen i form av et enkeltkjedet molekyl med en modi-
fikasjon som tillater en aktivering til faktor Xa-analogen
in vitro. Aktiveringen av faktor XA-analogen til faktor Xa-
analogen kan utfgres ved & bringe faktor X-analogen i berg-
ring med en protease valgt fra gruppen bibasiske endoprote-
aser, sa som f.eks. kexin/Kex2, furin/PACE, PC1l/PC3, PC2,
PC4, PACE 4, LPC/PC7, serinproteaser, sa som f.eks. faktor
ITa, faktor VIIa, faktor IXa, faktor XIIa, faktor XIa, fak-
tor Xa, eller kallikrein, eller et derivat av disse protea-

ser. Proteasen kan herved vare immobilisert pa en barer.

Preparatet ifglge oppfinnelsen kan tjene som utgangsstoff
for fremstilling og utvinning av faktor Xa-analoger. I en
storteknisk fremgangsmate bringes preparatet, som innehol-
der en enkeltkjedet faktor XA-analog, i bergring med en
eventuelt immobilisert protease, under betingelser som til-
later en optimal aktivering av faktor XA-analogen til fak-
tor Xa-analogen, og det erholdes en faktor Xa-analog. Den
sdledes erholdte faktor Xa-analog kan deretter renses ved
allment kjente fremgangsmater, og formuleres til en farma-

sgytisk sammensetning med faktor Xa-aktivitet.

Ifglge et ytterligere trekk av foreliggende oppfinnelse
tilveiebringes et preparat som inneholder en faktor Xa-ana-
log med hey stabilitet og strukturell integritet, som spe-
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sielt er fri for inaktive faktor X/Xa-analog-mellomproduk-
ter og autoproteolytiske spaltningsprodukter, og som kan
erholdes ved at en faktor XA-analog av den ovenfor beskrev-
ne type aktiveres og tilberedes til et tilsvarende prepa-

rat.

Ifglge en spesiell utferelse inneholder preparatet som in-
neholder den rensede, enkeltkjedede eller tokjedede faktor
XA-analog, en fysiologisk akseptabel barer, og er eventuelt
formulert som farmasgytisk preparat. Formuleringen kan ut-
fores pa 1 og for seg vanlig mate, og kan vere blandet med
en buffer som inneholder salter, s& som NaCl, CaCl,, og
aminosyrer, sa som glycin og/eller lysin, i et pH-omrade
fra 6-8, og formulert som farmasgytisk preparat. Det ren-
sede preparat som inneholder faktor X-analog, kan tilveie-
bringes som ferdig opplgsning, lyofilisat eller dypfrosset
inntil sluttbruken som lagerstabilt produkt. Fortrinnsvis
utferes lagringen av preparatet i lyofilisert form, og le-
ses med en tilsvarende rekonstitusjonsopplesning opp til a
bli en optisk klar opplgsning.

Preparatet ifwlge foreliggende oppfinnelse kan imidlertid
ogsa tilveiebringes som flytende preparat hhv. 1 flytende

dypfrossen form.

Preparatet ifglge oppfinnelsen er spesielt stabilt, dvs.
det kan ogsa 1 opplest form f& std over lengre tid fer an-
vendelse. Det har vist seg at preparatet ifglge oppfinnel-
sen ikke oppviser noe tap av aktivitet i legpet av flere ti-

mer til dager.

Preparatet ifwlge oppfinnelsen kan foreligge i en egnet an-—
ordning, fortrinnsvis en applikasjonsanordning, i kombina-
sjon med en protease valgt fra gruppen endoproteaser, sa
som f.eks. kexin/Kex2, furin/PACE, PC1l/PC3, PC2, PC4,

PACE 4, LPC/PC7, serinproteaser, sa som f.eks. faktor IIa,
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faktor VIIa, faktor IXa, faktor XIIa, faktor XIa, faktor

Xa, eller kallikrein, eller et derivat av disse proteaser.

Preparatet ifglge oppfinnelsen som inneholder en faktor XA-
analog i kombinasjon med en protease som er i1 stand til &
aktivere faktor XA-analogen til faktor Xa-analog, kan til-
veiebringes som kombinasjonspreparat bestdende av en behol-
der som inneholder en protease som er immobilisert pé& en
berer, eventuelt i form av en minisgyle eller en spreyte
som er utstyrt med immobilisert protease, og en beholder
som inneholder det farmaseytiske preparat med faktor XA-
analog. For aktivering av faktor XA-analogen presses den
faktor XA-analogholdige oppl@gsning f.eks. over den immobi-
liserte proteasen. Den faktor XA-analogholdige oppl@sning
holdes i dette tilfelle fortrinnsvis under lagring av pre-
paratet romlig adskilt fra den immobiliserte proteasen.
Preparatet ifglge oppfinnelsen kan foreligge i samme behol-
der som proteasen, hvor komponentene imidlertid holdes rom-
lig adskilt fra hverandre ved hjelp av en ugjennomtrengelig
skillevegg som er lett & fjerne fogr bruk. Oppl@sningene kan
ogsa oppbevares i hver sin beholder og fgrst kort tid fer

bruk bringes i bergring med hverandre.

I en spesiell utfgrelse er proteasen som brukes for aktive-
ringen, en serinprotease som er naturlig involvert i blod-
levring, sé& som f.eks. faktor XIIa, som da ikke trenger &
adskilles fra den aktiverte faktor Xa-analogen fer bruk,

men kan administreres sammen med den.

Aktiveringen av faktor XA-analogen til faktor Xa-analogen
kan finne sted rett feor den direkte bruk, dvs. for admi-
nistrasjonen til pasienten. Aktiveringen kan utfgres ved a
bringe den i bergring med en immobilisert protease eller
ved blanding av opplgsninger hvorav den ene inneholder pro-
tease og den andre inneholder faktor XA-analogen. Det er

dermed mulig a holde de to komponenter i opplegsning adskilt

fra hverandre og & blande dem sammen ved hjelp av en egnet
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anordning, hvor komponentene bringes i bergring med hver-
andre under gjennomstregmningen, hvorved faktor XA-analogen
aktiveres til faktor Xa-analog. Til pasienten administreres
dermed en blanding av faktor Xa og en ytterligere serinpro-
tease som har bevirket aktiveringen. I denne sammenheng er
doseringsmengden spesielt viktig, fordi den ytterligere ad-
ministrasjon av en serinprotease ogsd bevirker en aktive-
ring av endogen faktor X, og levringstiden kan dermed av-

kortes.

Ifglge en spesiell utferelse tilveiebringes det farmasgsy-
tiske preparat i en egnet anordning, fortrinnsvis en appli-
kasjonsanordning, enten i flytende/frossen eller lyofili-
sert form. En egnet applikasjonsanordning kan vare en dob-
beltkammersproyteanordning ifeglge AT 366.916 eller AT
382.783.

Ifglge et ytterligere trekk av oppfinnelsen inneholder pre-
paratet ifglge oppfinnelsen eventuelt som ytterligere be-
standdel en blodfaktor i form av zymogen eller en aktiv se-
rinprotease. Herved foretrekkes som ytterligere bestandde-
ler komponenter med FEIB-aktivitet. Til disse hgrer spesi-
elt faktor II, faktor VII, faktor IX, faktor VIII, faktor V
og/eller de aktive serinproteaser derav. Ytterligere be-
standdeler kan imidlertid ogsa vare fosfolipider, Ca-ioner
0.1, Ifglge en spesiell utferelse av oppfinnelsen innehol-
der preparatet ifelge oppfinnelsen minst én ytterligere
komponent med FEIB-aktivitet.

Preparatet ifglge oppfinnelsen kan tilveiebringes som far-
masgytisk preparat med faktor Xa-aktivitet som énkomponent-
preparat, eller i kombinasjon med andre faktorer som fler-

komponentpreparat.

For opparbeidelse til et farmasoytisk preparat underkastes
det rensede protein de vanlige kvalitetskontroller og brin-
ges 1 en terapeutisk administrerbar form. Spesielt testes
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ved den rekombinante fremstilling det rensede preparat for
4 bekrefte fravaret av cellulzre eller fra ekspresjonsvek-
toren stammende nukleinsyrer, fortrinnsvis ifglge en frem-

gangsmidte sa som den som beskrives i EP 0.714.987.

P4 grunn av at i prinsippet ethvert biologisk materiale kan
vere kontaminert med smittekimer, blir preparatet eventuelt
behandlet for & inaktivere hhv. utarme viruser, for frem-

stilling av et sikkert preparat.

Et ytterligere trekk av oppfinnelsen vedrerer anvendelsen
av et preparat av den ovennevnte type for fremstilling av
et legemiddel. Et legemiddel som inneholder en faktor XA-
analog ifglge oppfinnelsen og tilsvarende aktivert faktor
X-analog, er spesielt godt egnet for behandling av pasien-
ter med forstyrret blodlevring, sa som f.eks. hemofili-
pasienter eller pasienter som har utviklet inhiberende
antistoffer mot det administrerte terapeutikum, f.eks. mot
faktor VIII eller faktor IX.

Et ytterligere trekk av oppfinnelsen vedrgrer en fremgangs-
mate ved fremstilling av faktor XA-analogen, og et preparat
som inneholder faktor XA-analogen ifglge oppfinnelsen. Med
denne hensikt bringes sekvensen som koder for faktor XA-
analogen, inn i et egnet ekspresjonssystem, og tilsvarende
celler transfiseres med det rekombinante DNA. Fortrinnsvis
etableres permanente cellelinjer som uttrykker faktor XA-
analogen. Cellene dyrkes under optimale betingelser for ge-
nekspresjonen, og faktor X-analoger isoleres enten fra et
ekstrakt av en cellekultur eller av cellekultursupernatan-
ten. Det rekombinante molekyl kan renses ytterligere wved
hvilke som helst kjente kromatografiske fremgangsmater, sa
som anione- eller kationebytter-, affinitets- eller immu-

noaffinitetskromatografi eller en kombinasjon derav.

For fremstilling av faktor XA-analogene ifslge oppfinnelsen
klones det fullstendige c¢DNA som koder for faktor X, i en
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ekspresjonsvektor. Dette utfgres ved allment kjente klone-
teknikker. Nukleotidsekvensen som koder for faktor X, modi-
fiseres deretter slik at sekvensene som koder for aminosy-
rene Argl80 til Arg234, deleteres, og aminosyrer i omradet
mellom Glyl73 og Argl79, eventuelt I1e235, forandres slik
at det kan fremstilles et faktor XA-molekyl av den ovenfor
beskrevne type. Dette utferes ved gentekniske fremgangsma-
ter som er kjent innen faget, sa som malrettet in vitro-mu-
tagenese, delesjon av sekvenser, f.eks. ved restriksjons-
spaltning ved hjelp av endonukleaser og innfgyelse av andre
forandrede sekvenser, eller ved PCR. De sdledes fremstilte
faktor XA-mutanter innfgyes deretter i et ekspresjonssystem

som er egnet for rekombinant ekspresjon, og uttrykkes.

Faktor XA-analogene ifglge oppfinnelsen kan eventuelt frem-
stilles ved kjemisk syntese.

Faktor XA-analogene fremstilles fortrinnsvis ved rekombi-
nant ekspresjon. Den gentekniske fremstilling kan utferes
med alle vanlige ekspresjonssystemer, sa som f.eks. perma-
nente cellelinjer eller virale ekspresjonssystemer. De per-—
manente cellelinjer fremstilles ved en stabil integrasjon
av fremmed-DNA'et i vertcellekromeosomet av f.eks. Vero,
MRC5, CHO, BHK, 293, SK-Hepl, spesielt lever- og nyrecel-
ler, eller ved hjelp av en episomal vektor avledet fra
f.eks. papillomavirus. Virale ekspresjonssystemer s& som
f.eks. vacciniavirus, baculovirus eller retrovirale syste-
mer, kan ogsa brukes. Som cellelinjer brukes generelt Vero,
MRC5, CHO, BHK, 293, Sk-Hepl, kjertel-, lever- og nyrecel-
ler. Som eukaryotiske ekspresjonssystemer kan ogsda gjarer,
endogene kjertler (f.eks. kjertler av transgene dyr) og
andre celletyper brukes. Naturligvis kan ogsa transgene dyr
brukes for ekspresjon av polypeptidene ifwslge oppfinnelsen
eller derivater derav. For ekspresjon av de rekombinante
proteiner har spesielt CHO-DHFR -celler vist seg & vare
nyttige (Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 77:
4216-4220, 1980).
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For en rekombinant fremstilling av faktor XA-analogene
ifelge oppfinnelsen kan ogsa prokaryotiske ekspresjonssys-
temer brukes. Til dette egner seg spesielt systemer som

tillater en ekspresjon i E. coli eller B. subtilis.

Faktor XA-analogene uttrykkes i de tilsvarende ekspresjons-—
systemer under styring av en egnet promotor. I tilfellet av
ekspresjon i eukaryoter, egner seg alle kjente promotorer,
sa som Sv40-, CMvV-, RSV-, HSV-, EBV-, PB-aktin-, hGH eller
induserbare promotorer sa som f.eks. hsp- eller metallotio-
neinpromotor. Fortrinnsvis uttrykkes faktor X-analogene un-
der styring av P-aktin-promotoren i CHO-DHFR -celler.

Ifglge en utfgrelse av oppfinnelsen omfatter fremgangsmaten
ved fremstilling av preparatet ifglge oppfinnelsen trinnene
d: tilveiebringe DNA som koder for en faktor XA-analog,
transformere en celle med det rekombinante DNA, uttrykke
faktor X-analogen, eventuelt i narvaer av en protease, iso-
lere faktor X-analogen og eventuelt rense ved en kromato-

grafisk metode.

Ifglge en utfgrelse av fremgangsmaten isoleres faktor Xa-
analogen direkte i form av et dobbeltkjedet molekyl. Med
denne hensikt uttrykkes en faktor XA-analog som oppviser en
modifikasjon som tillater en prosessering ved hjelp av et
bibasisk protease sd som furin, i en celle, og faktor XA-
analogen prosesseres til tokjedet faktor Xa-analog. Cellen
er i1 denne sammenheng fortrinnsvis en celle som uttrykker
en protease som har evnen til prosesseringen, f.eks. et bi-
basisk protease sa som furin eller et derivat derav. Even-
tuelt kan man for & heve hhv. forbedre prosesseringseffisi-
ensen, modifisere cellen slik at proteasen uttrykkes for-
sterket. Dette kan f.eks. utfgres ved koekspresjon av en
tilsvarende bibasisk endoprotease, sa som furin/PACE, Kex2
eller et derivat derav. Faktor XA-analogen ifglge oppfin-
nelsen kan likeledes uttrykkes i en celle som oppviser en

normal, dvs. for prosesseringen suboptimal, endogen konsen-—
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trasjon av en protease, og hvor det dermed finner sted en
ufullstendig prosessering til den tokjedede aktive form.
Den pafslgende prosessering til faktor Xa-analogen finner 1
dette tilfelle sted, hvis enkeltkjedet faktor X-analog ut-
skilles i1 cellekultursupernatenten slik det ble beskrevet
ovenfor, ved kokultivering med proteaseuttrykkende celler
eller ved & bringe den 1 kontakt med en eventuelt immobili-
sert protease. Cellesupernatanten kan ogsa pumpes over en
bezrermatriks som det er bundet en protease pa, hvorved man
i eluatet erholder tokjedet faktor Xa-analog.

Den sdledes erholdte faktor Xa-analog kan deretter isole-
res, renses og slik det ble beskrevet ovenfor, eventuelt
formuleres som farmasgytisk sammensetning og lagres stabilt
inntil videre bruk. Reaksjonsbetingelsene for prosesse-
ringsreaksjonen og aktiveringen kan uten videre optimeres
for de gitte rammebetingelser av fagmannen avhengig av for-
sgksanordningen. I denne sammenheng er strgmningshastighe-
ten av de foreliggende reaktanter av spesiell betydning for
kontaktvarigheten. Denne ber ligge mellom 0,01 ml/min og 1
ml/min. Som ytterligere parametere er temperatur, pH-verdi
og elueringsbetingelsene av betydning. Etter gjennomlgpet
kan faktor Xa-analogen eventuelt ytterligere renses ved se-
lektiv kromatografi. Gjennomfgringen av fremgangsmdten med
en protease som er bundet pa en barer, er spesielt fordel-
aktig p& grunn av at reaksjonsanordningen muliggjer et yt-
terligere rensetrinn ved bruk av en barer, fortrinnsvis av

kromatografisgyler.

Ifglge en utfegrelse finner aktiveringen sted ved et kroma-
tografisk trinn hvor proteasen er immobilisert pa en barer.
Renset enkeltkjedet faktor XA-analog fgres med denne hen-
sikt over en matriks som proteasen er bundet pa, og fra

eluatet isoleres renset faktor Xa-analog.

Ifglge et trekk av oppfinnelsen erholdes et preparat som
inneholder aktiv faktor Xa-analog, ved at en pa ovennevnte
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mate fremstilt faktor XA-analog underkastes et prosesse-
rings-/aktiveringstrinn, og at det aktiverte polypeptid vi-
derebearbeides til et renset preparat, som eventuelt er

formulert som farmasgytisk sammensetning.

Ifglge et ytterligere trekk for fremstilling av et preparat
som inneholder enkeltkjedet faktor XA-analog, uttrykkes
f.eks. faktor XA-analogen som oppviser en prosesseringssek-
vens for en bibasisk protease, i1 en celle som oppviser en
endoproteasemangel. Cellen oppviser her fortrinnsvis en
mangel pa en bibasisk endoprotease, sa som f.eks. kexin,
furin, PACE eller homologe derivater derav. Fra en slik en-
doproteasemanglende mutantcelle kan faktor XA-analogen iso-
leres som enkeltkjedet molekyl. Faktor XA-analoger som opp-
viser en prosesseringsposisjon for en serinprotease, kan
uttrykkes i hvilken som helst vanlig celle, ogsd furin-po-

sitiv celle, og isoleres som enkeltkjedet molekyl.

En pad denne mate isolert og eventuelt renset faktor X-ana-
log bringes deretter i bergring med en protease valgt fra
gruppen endoproteaser, sd som f.eks. kexin/Kex2, furin/-
PACE, PC1/PC3, PC2, PC4, PACE 4, LPC/PC7, serinproteaser,
sd som f.eks. faktor IIa, faktor VIIa, faktor IXa, faktor
XIIa, faktor XIa, faktor Xa, eller kallikrein, eller et de-
rivat av disse proteaser, under betingelser hvor enkeltkje-
det faktor X-analog blir spaltet og aktivert til faktor Xa-

analog.

Med faktor XA-analogene ifwlge oppfinnelsen, som aktiveres
til faktor Xa-analoger ved en fremgangsmdate sa som de som
ble beskrevet ovenfor, erholdes renset faktor Xa-analog med
hgy stabilitet og strukturell integritet, og som spesielt

er fri for inaktive faktor X/Xa-mellomprodukter.

Oppfinnelsen skal beskrives nermere ved hijelp av de fol-

gende eksempler og de vedlagte tegninger.
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Eksempel 1 beskriver konstruksjonen og ekspresjonen av en
rFaktor X; eksempel 2 beskriver prosesseringen av rFaktor X
til tung og lett kjede ved hjelp av furin; eksempel 3 be-
skriver prosessering av pro-faktor X ved hjelp av immobili-
sert protease; faktor 4 beskriver aktiviteten av in vitro-
prosessert rFaktor X; eksempel 5 beskriver ekspresjonen av
rFaktor X i furinmanglende celler; eksempel 6 beskriver
konstruksjon og ekspresjon av rFaktor XA-analoger; eksempel
7 beskriver bestemmelsen av N-termini av faktor X-prosesse-
ringsproduktene; eksempel 8 beskriver ekspresjonen og ka-
rakteriseringen av FX-analogen med posisjonen Arg-Val-Thr-
Arg/Ile (rFXAV™Iy; cksempel 9 beskriver in vitro-aktive-

ringen av rFXAY™I_proteinet ved hjelp av rFurin-derivater.

Figur 1 viser nukleotid- og aminosyresekvensen av faktor
.
Figur 2 viser skjematisk faktor XA-analogene med modifi-

serte proteasespaltningsposisjoner;

Figur 3 viser skjematisk ekspresjonsvektoren phAct-rfFX;

Figur 4 viser en "western blot"-analyse av rFaktor X som
er uttrykt i CHO-celler, feor og etter amplifika-
sjon;

Figur 5 viser en "western blot"-analyse av rFaktor X et-
ter in vitro-spaltning med furinderivater;

Figur 6 viser en "western blot"-analyse av rFaktor X-
molekyler som ble uttrykt i furinholdige og fu-
rinmanglende celler;

Figur 7 viser skjematisk rFaktor XA-analog-konstruktene
med forandrede C-termini i den tunge kjede;

Figur 8 viser skjematisk N-termini av rFaktor X-proses-
seringsproduktene fra CHO-, CHO/rFurin og furin-
manglende celler;

Figur 9 viser en "western blot"-analyse av rFaktor
XARVTRI  uttrykt i CHO-celler; og

Figur 10 viser en "western blot"-analyse av rFaktor
XA®T®T otter in vitro-aktivering med furinderi-

vat.
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Ekspresjonsvektorene ble fremstilt ved standard-klonetek-
nikker (Maniatis et al., "Molecular Cloning”" - A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor,
New York, USA, 1983). Fremstillingen av DNA-fragmenter ved
hjelp av polymerasekjedereaksjon (PCR) ble utfgrt ved van-
lige metoder (Clackson et al., 1981, PCR A practical ap-
proach., utg. McPherson, Quirke, Taylor, s. 187-214).

Eksempel 1:
Ekspresjon og prosessering av enkeltkjedet rFX til rFX-
lett/tung kjede

a. Fremstilling av rFX-ekspresjonsvektor

For fremstilling av rekombinant FX (rFX) ble cDNA av FX
isolert fra en human lever-lambda-cDNA-bank slik det be-
skrives av Messier et al. (1991, Gene 99: 291-294). Fra en
positiv klon amplifiserte man ved PCR med oligonukleotid
nr. 2911 (5'-ATTACTCGAGAAGCTTACCATGGGGCGCCCACTG-3') (SEKV.
ID NR: 1) som 5'-primer og oligonukleotid nr. 2912 (5'-
ATTACAATTGCTGCAGGGATCCAC-3"') (SEKV. ID NR: 2) som 3'-primer
et DNA-fragment som inneholdt den 1,467 kB lange FX-kodende
sekvens samt 39 bp av ikke-translatert 3'-region, flankert
av en XhoIl-spaltningsposisjon i 5'-ende og en Mfel-spalt-
ningsposisjon i 3'-ende. I tillegg innfegrte man ved hjelp
av primer nr. 2911 sekvensen ACC fgr ATG av FX, slik at det
oppstod en optimal Kozak-translasjonsinitieringssekvens.
Deretter ble dette PCR-produkt klonet inn i den med Sall og
EcoRI spaltede ekspresjonsvektor phAct, i form av et
XhoI/Mfel-fragment. Den dannede ekspresjonsplasmid ble be-
nevnt phAct-rFX (figur 3). Ekspresjonsvektoren phAct omfat-
ter human betaaktin-promoter, 78 bp 5'UTR samt intronet, en
multippel kloningsspaltningsposisjon og SV40-polyadenyle-

ringsposisjonen.
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b. Ekspresjon av rFX i CHO-celler

For etablering av en stabil rFX-uttrykkende cellelinje ble
dhfr-defisiente CHO-celler ko-transfisert med ekspresjons-
plasmidet phAct-rFX og seleksjonsmarkerplasmidet pSV-dhfr.
For alle andre ekspresjons—- og funksjonsanalyser ble celle-
kulturene inkubert med serumfritt seleksjonsmedium i narver
av 10 pg/ml vitamin K i 24 timer. Ekspresjonen av rFX i de
dannede cellekloner ble bestemt pa grunnlag av antigenmeng-
den (ELISA, Asserachrom, Boehringer Mannheim), og det re-
kombinante protein ble deretter kjennetegnet ved hjelp av
SDS-PAGE (figur 4A og 4B). I initialklonene og subklonene
derav foreligger, slik det fremgdr av "western blot" (figur
47), det rekombinante FX-protein i form av en lett kjede
(LC) med 22 kDa lengde, og en tung kjede (HC) med ca. 50
kDa lengde, som er identiske med plasmatisk faktor X-pro-
tein. I tillegg synes et proteinband ved 75 kDa, som til-
svarer enkeltkjedet (SC)-molekyl, og hvis n®rvaer er blitt
beskrevet i FX-transfiserte CHO-celler (Wolf et al., J.
Biol. Chem. 266: 13726-13730, 1991) samt i human plasma
(Fair et al., Blood 64: 194-204, 1984). For fremstilling av
hgyt uttrykkende kloner ble initialklonene amplifisert med
ogkende mengder metotreksat og deretter subklonet inntil
stabilisering. Ekspresjonen kunne heves fra ca. 200-500
ng/10E6 celler hhv. 1 pg/ml til 78 pug/10E6 celler hhv. 120
pg/ml pr. 24 timer. En "western blot"-analyse av disse hegyt
uttrykkende celleklonsupernatanter (figur 4B og figur 5A,
spor 2), viser en anrikning av det enkeltkjedede rFX-mole-
kyl samt nerveret av ytterligere former for den lette
kjede. Foruten den 22 kDa lange form for den lette kjede,
som tilsvarer den plasmatiske form (fullstendig karboksy-
lert og uten propeptid), foreligger tre ytterligere wvarian-
ter av den lette kjede, med ca. 21 kDa, 22,5 kDa og 20 kDa.
Heterogenisiteten av den lette kjede 1 disse kloner kunne
ved hjelp av en N-terminal sekvensiering av det rekombinan-
te materiale fgres tilbake pa en ufullstendig avspaltning
av propeptidet (her: ca. 50% av rFX-materialet) samt en un-
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derkarboksylasjon (her: ca. 50% av rFX). Det 21 kDa lange
protein er en underkarboksylert propeptidholdig, og det 20
kDa lange protein en underkarboksylert propeptid-fri form
for den lette kjede, mens 22,5 kDa-bandene representerer en
fullstendig karboksylert, men imidlertid pro-peptid-holdig
ILC-form.

Eksempel 2:
Prosessering av enkeltkjedet rFX til rFX lett/tung kjede
ved hjelp av rFurin-derivater

P& grunn av likheten mellom spaltningsposisjonene for fak-
tor X propeptid/N-terminus av den lette kjede (RVTRVA) og
mellom den lette/tunge kjede (RRKR¢S) med furin-konsensus-
gjenkjenningssekvensen (RXK/RR¢X), hadde man muligheten til
a forbedre prosesseringen in vitro av badde enkeltkjedede og
propeptidholdige rFX-molekyler ved hjelp av rFurin-deriva-
ter. I litteraturen foreslas proteaser for de to prosesse-
ringstrinnene, men det dreier seg der imidlertid ikke om
furin (Rehemtulla et al., 1992, Blood 79: 2349-2355; Wallin
et al., 1994, Thromb. Res. 1994: 395-403).

Cellekultursupernatanter fra CHO-rFX og CHO-rFurin ATM6xHis
(patentsgknad EP 0.775.750) samt CHO-rFX og ikke-transfi-
serte CHO (som negativkontroll) ble blandet i forholdet 1:1
og inkubert ved 37°C. Alikvoter av reaksjonsblandingene ble
for inkuberingen (t=0) og etter forskjellige inkubasjons-
varigheter (t=2, 4, 6 timer) testet ved "western blot" for
& pavise prosessert rFX (figur 5). Pavisningen av rFX i
cellekultursupernatantene ble utfegrt ved hjelp av et anti-
humant FX-antiserum (figur 5A) hhv. et monoklonalt anti-
stoff som var spesifikt for den lette kjede av FX (figur
5B) .

I motsetning til CHOrFX/CHO-blandingen oppviser CHO-
rFX/CHO-rFurin allerede etter 2 timers inkubasjon ved 37°C
(figur 5A spor 7; figur 5B spor 8) en nesten fullstendig
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prosessering. Enkeltkjedet rFX er i det wvesentlige blitt
omsatt til den lette og den tunge kjedeform. I omradet av
den lette kjede fant man kun de prosesserte propeptidfrie
former med 22 kDa (karboksylert form) og 20 kDa (underkar-
boksylert form) i et forhold pa ca. 50:50. Ved optimering
av cellekulturbetingelsene kan dette forhold forbedres til
fordel for den karboksylerte form. En riktig avspaltning av
prosekvensen mellom Arg-1l og Ala+l, og homogeniteten av N-
terminus av den lette kjede ble fastslatt ved N-terminal
sekvensiering. I kontrolleksperimentet, hvor CHO-rFX ble
blandet med CHO-supernatanter, kan man heller ikke etter 6
timers inkubasjon se noen forandring av rFX-bandmegnstret
(Fig. 5A, spor 5; Figur 5B, spor 6). Dermed er det bevist
at rFurin i supernatanten av CHO-celler er biologisk ak-
tivt, og kan gjennomfeore bade prosesseringen av propeptidet
og av den tunge/lette kjede av rFX.

Eksempel 3:
Prosessering av faktor X ved hjelp av pa chelattentakkelgel
immobilisert rFurin

For a bestemme om et substrat kan spaltes ved hjelp av et
sgylebundet rFurin-derivat, undersgkte man om man som sey-
lematriks i en eksperimentell fremgangsmate kan bruke
"Fractogel EMD"-tentakkelgel (firma Merck) istedenfor Ni?*-
NTA-agarose. P& grunn av at metallionene her befinner seg i
en stegrre avstand fra den egentlige sgylematriks enn 1 til-
fellet av Ni?’-NTA-agarose, kunne det vere mulig & oppnd en
forbedret sterisk tilgjengelighet for det bundne rFurin-de-
rivat. I denne fremgangsmdte ble pro-faktor X prosessert av

rFurin-derivat som var bundet pa tentakkelgel:

"Fractogel EMD"-tentakkelgel ble ladet med Ni?'-ioner

ifeglge produsentens anvisninger, og ble ekvilibrert med
ferskt serumfritt cellekulturmedium. Deretter ble sgylen
ladet med serumfri CHO-rFurin-derivatsupernatant. Vaske-

trinn ble utfert med serumfritt cellekulturmedium som inne-
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holdt gkende imidazolkonsentrasjoner opptil 40 mM. Deretter
ble profaktor X ledet over sgylen i form av en serumfri
CHO-supernatant. Ved hijelp av "western blot"-analyse med
spesifikt faktor X-antiserum ble prosesseringen av profak-
tor X til tokjedet faktor X pavist i gjennomlgpet av sgy-

len.

Eksempel 4:
Aktivitet av in vitro-prosessert rekombinant faktor X

Rekombinant faktor X-forlgper ble inkubert ved 4°C med og
uten rFurin. Til forskjellige tidspunkter tok man pregver og
frgs dem ned ved -20°C. Etter avsluttet inkubasjon (etter 4
dager) ble alle probene testet ved hjelp av "FX-Coatest
Kit" (firma Chromogenix) for & bestemme FX-aktiviteten. Med
denne hensikt ble 50 pl av hver supernatant blandet med 50
pl FX-manglende, humant plasma, og rFX ble omsatt til rFXa
med slangegift (RVV) ifglge produsentens anvisninger i ner-
ver av CaCl,; rFXa hydrolyserer deretter det kromogene sub-
strat (S-2337) og fgrer til en frigivning av gult para-
nitroanilin. P& grunn av at mengden av rFXa og fargeinten-
siteten er proporsjonale med hverandre, kan man pa grunnlag
av en justeringslinje som er interpolert fra verdier av en
plasma-fortynningsrekke, bestemme mengden av rFX/ml-celle-
kultursupernatant som kan aktiveres til rFXa. Med disse re-
sultater og den kjente rFX-antigenmengde (ELISA-data) kan
andelen av rFaktor X som er aktivert til faktor Xa, bereg-
nes 1 prosent. Resultatene vises i tabell 1.

For & utelukke en uspesifikk, proteolytisk aktivitet i CHO-
og CHO-rFurin-supernatanter, ble ogsa blandingen av disse
to cellekultursupernatanter undersgkt.

CHO-rFX inkubert med CHO-supernatanter (uten rFurin) som
kontroll viste heller ikke etter 4 dager noen vesentlig
endring av rFXa-aktiviteten, som p& grunn av de eksperimen-

telle forandringer 14 pa ca. 800 mU/ml og tilsvarte 50-60%
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funksjonelt rFX. Hvis man som sammenligning inkuberte CHO-
rFX med CHO-rFurin, oppstod under inkubasjonstiden en kon-
stant stigning av rFX-aktiviteten, som steg fra ca. 60%
(tidspunkt T = 0) til 86% (tabell 1). P& denne mate beviste
man at andelen av rFX som kan aktiveres til funksjonelt
rFXa, forbedres vesentlig ved in vitro-prosessering av CHO-

rFX fra hgytuttrykkende kloner ved hjelp av rFurin-derivat.

Tabell 1
Inkubasjon |Aktivitet i AntigenT Funks%?nell
i dager U mengde i ande. av
pg/ml rFX i %
CHO-rFX + 0 814 14 58
CHO 1 847 14 6l
2 835 14 60
3 790 14 56
4 763 14 55
CHO-rFX + 0 853 14 6l
CHO-rFurin 1 1018 14 73
2 1099 14 79
3 1135 14 81
4 1198 14 86
CHO + 0
CHO-rFurin
Plasma-FX 585
500 mU
Eksempel 5:

Ekspresjon av rekombinant faktor X i furinmanglende celler

Slik det ble vist i eksemplene ovenfor, formidles for fak-
tor X-forleperproteinet bdde propeptidavspaltningen og
spaltningen av den enkle kjede til lett/tung kjede in vitro
av furin. Dette gjor det nerliggende at disse trinn ogsd i
cellen utfegres endogent ved det ubikvitert foreliggende fu-
rin, avhengig av den uttrykte rFaktor X-mengde med for-
skjellig effektivitet. Dette fgrer i sin tur til dannelsen

av en blanding av heterogene rFaktor X-former.
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En mulighet til & fremstille en mest mulig homogen og i
tillegg stabil form for rFaktor X-molekyler, er & unnga en
spaltning av rFaktor X ved hjelp av endogene proteaser,
spesielt furin, og dermed danne funksjonelt inaktiv rFaktor
X-forlgper (som ved en senere nedstrgmsprosessering, ideelt
direkte for bruk, kan omdannes til sin funksjonelt aktive

form) .

Denne fremgangsmate vil vare spesielt nyttig ved fremstil-
ling av FX-delesjonsmutanter som inneholder en furin-spalt-
ningsposisjon istedenfor den opprinnelige aktiveringsposi-
sjon. Med disse konstrukter kan aktiveringen av en slik re-
kombinant rFX-mutant finne sted in vivo ved hjelp av det
endogene furin, og fgre til utsondring av aktiverte ustabi-
lere rFX-former. Degraderingen av disse former av CHO-pro-
teaser, f.eks. i cellekulturbetingelser med hgy cellelyse,
under lagring av cellekultursupernatantene eller rensemeto-
den, kan fgre til inaktive spaltningsprodukter (Wolf et
al., 1991).

Dette ma&l kan f.eks. oppnads ved supplementering av celle-
kulturmediet med midler som kan redusere eller utelukke den
intracellulere furinaktivitet.

En annen mulighet er & bruke a priori furinmanglende celler
(Mbhring et al., 1983, Infect. Immun. 41: 998-1009; Ohnishi
et al., 1994, J. Virol. 68: 4075-4079; Gordon et al., 1995,
Infect. Immun. 63: 82-87).

Med denne hensikt ble en furinmanglende CHO-celleklon FD11
(Gordon et al., 1995, Infect. Immun. 63: 82-87) ko-trans-
fisert med 20 pg phAct-FX og 1 pg pUCSV-neo (som inneholdt
neomycin-resistensgenet i pUC-vektor under styring av SV40-
promotor). For & erholde stabile kloner, ble mediet supple-
mentert med 0,8 pg G418/ml. Ved sammenligning av utskilte
rFaktor X-molekyler i serumfrie supernatanter av en furin-
holdig og en furinmanglende CHO-klon, viser det seg i "wes-
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tern blot" at rFaktor X-forlgperprosesseringen uteblir i
furinmanglende celler og at det kun foreligger enkeltkjedet
faktor X-forleper (fig. 6); 1 motsetning til dette blir
rFaktor X fra "normale” celler ved beskjeden ekspresjon
prosessert fullstendig, men ved hgyere ekspresijon, til
tross for endogent furin, kun prosessert delvis. P& grunn
av den lave rFX-ekspresjonsgrad av den brukte celleklon, er
den lette kjede av rFaktor X her ikke synlig pa "blottet”.

Eksempel 6:
Fremstilling av faktor XA-analoger (for tiden etter Segkers
mening den beste mate & uteve oppfinnelsen)

6.1. Konstruksjon av ekspresjonsplasmider for fremstilling
av FX-delesjonsmutanter

Faktor X-delesjonsmutantene skiller seg fra faktor X-vill-
typesekvensen ved delesjonen av de ca. 4,5 kDa store akti-
veringspeptider mellom aminosyrene 180 og 234. I tillegg
ble det ved mutagenese i C-terminus av den lette kjede
og/eller N-terminus av den tunge kjede innfgrt forskjellige
spaltningsposisjoner som tjener til aktivering av den er-
holdte enkeltkjedede faktor X-molekyl til aktivert polypep-
tid. Ekspresjonsplasmidene for disse faktor X-delesjonsmu-
tanter er alle avledet fra phAct-FX (beskrevet i eksempel
1).

For & forenkle kloningen av faktor X-delesjonsmutantene ble
HindITI-NaeI-DNA-fragmentet fra plasmid phAct-FX, som om-
fatter det faktor X-kodende parti fra posisjon +1 til
+1116, innskaret i HindIII/Smal-restriksjonsspaltningsposi-
sjonene av plasmid pUCl9. Det dannede plasmid ble benevnt
pUC/FX. For delesjon av aktiveringspeptidet og innfgyelse
av nye spaltningsposisjoner, f.eks. furin-, FXIa-, FXIIa-,
FXa-, FIIa-spaltningsposisjoner, ble Bspl20I/BstXI-FX-DNA-
fragmentet av pUC/FX-vektor erstattet med syntetiske oligo-
nukleotider. For innfegring av en trombin- eller FXIa-spalt-
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ningsposisjon ble BstXI-3'-overhenget gjort butt-endet ved

hjelp av "Mung Bean"-nuklease slik at aminosyren Ile 1 po-

sisjon 235 kunne skiftes ut. Deretter ble de deleterte fak-
tor X-DNA-fragmenter i plasmid pAct-FX klonet over HindIII-
AgeI.

For fremstilling av FXIa-spaltningsposisjonen Asp-Phe-Thr-
Arg/Val, brukte man sense-oligonukleotidet nr. 0009 (5'-GG
CCC TAC CCC TGT GGG AAA CAG GAC TTC ACC AGG GTG-3') (SEKV.
ID NR: 3) og antisense-oligonukleotidet nr. 0010 (5'-CAC
CCT GGT GAA GTC CTG TTT CCC ACA GGG GTA G-3') (SEKV. ID NR:
4), og innfgrte dem i Bspl20I- og i den med "Mung Bean"-
nuklease behandlede BstXI-posisjonen. Pa denne mate muterte
man aminosyrene fra posisjon 176 til 178 og 235 til hen-
holdsvis Asp-Phe-Thr og Val (fig. 2A).

For fremstilling av FIIa-spaltningsposisjonen Arg/Thr
brukte man sense-nukleotidet nr. 0011 (5'-GG CCC TAC CCC
TGT GGG AAA CAG ACC CTG GAA CGG ACC-3') (SEKV. ID NR: 5) og
antisense-oligonukleotidet nr. 0012 (5'-GGT CCG TTC CAG GGT
CTG TTT CCC ACA GGG GTA G-3') (SEKV. ID NR: 6) og innfegrte
dem i Bspl20I- og den med "Mung Bean"-nuklease behandlede
BstXI-posisjonen. Pa denne mate ble aminosyren Ile i posi-
sjon 235 mutert til Thr (fig. 2B).

For fremstilling av FXIIa-spaltningsposisjonen Ile-Lys-Pro-
Arg/Ile brukte man sense-oligonukleotidet nr. 0013 (5'-GG
CCC TAC CCC TGT GGG AAA CAG ATC AAG CCC AGG ATC-3') (SEKV.
ID NR: 7) og antisense-oligonukleotidet nr. 0014 (5'-CT GGG
CTT GAT CTG TTT CCC ACA GGG GTA G-3') (SEKV. ID NR: 8) og
innferte dem i Bspl20I- og BstXI-posisjonene. Dermed ble
aminosyrene fra posisjon 176 til 178 mutert til Ile-Lys-Pro
(fig. 2C).

For fremstilling av kallikrein-spaltningsposisjonen Ser-
Met-Thr-Arg/Ile brukte man sense-oligonukleotidet nr. 0015
{5"-GG CCC TAC CCC TGT GGG AAA CAG AGC ATG ACC AGG ATC-3'")
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(SEKV. ID NR: 9) og oliogonukleotidet nr. 0016 (5'-CT GGT
CAT GCT CTG TTT CCC AGA GGG GTA G-3') (SEKV. ID NR: 10) og
innferte dem i Bspl20I- og BstXI-posisjonene. PA denne mate
ble aminosyrene fra posisjon 176 til 178 mutert til Ser-
Met-Thr (fig. 2D).

For fremstilling av en FXa-spaltningsposisjon Met-Lys-Thr-
Arg/Ile, brukte man sense-oligonukleotidet nr. 0033 (5'-GG
CCC TAC CCC TGT GGG AAA CAG ATG ARA ACG AGG ATC-3') (SEKV.
ID NR: 11) og antisense-oligonukleotidet nr. 0034 (5'-CT
CGT TTT CAT CTG TTT CCC ACA GGG GTA G-3') (SEKV. ID NR: 12)
og innfegrte dem i Bspl20I- og BstXI-posisjonene. P& denne
mate ble aminosyrene i posisjon 176 til 178 mutert fra Thr-
Leu-Glu til Met-Lys-Thr (fig. 2E).

For fremstilling av en FXa-spaltningsposisjon Ile-Glu-Gly-
Arg/Ile brukte man sense-oligonukleotidet nr. 0035 (5'-GG
CCC TAC CCC TGT GGG AAA CAG ATC GAG GGA AGG ATC-3') (SEKV.
ID NR: 13) og antisense-oligonukleotidet nr. 0036 (5'-CT
TCC CTC GAT CTG TTT CCC ACA GGG GTA G-3') (SEKV. ID NR: 14)
og innferte dem i Bspl20I- og BstXI-posisjonene. Dermed ble
aminosyrene i posisjon 176 til 178 mutert fra Thr-Leu-Glu
til Ile-Glu-Gly (fig. 2F).

For fremstilling av en furin-spaltningsposisjon Arg-Arg-
Lys-Arg/Ile brukte man sense-oligonukleotidet nr. 0017 (5'-
GG CCC TAC CCC TGT GGG AAA CAG AGG AGG AAG AGG ATC-3")
(SEKV. ID NR: 15) og antisense-oligonukleotidet nr. 0018
5'-CT CTT CCT CCT CTG TTT CCC ACA GGG GTA G-3') (SEKRV. ID
NR: 16) og innfgrte dem i Bspl20I- og BstXI-posisjonene. P&
denne mate ble aminosyrene fra posisjon 176 til 178 mutert
til Arg-Arg-Lys (fig. 2G).

For fremstilling av en furin-spaltningsposisjon Arg-vVal-
Arg-Arg/Ile brukte man sense-oligonukleotidet nr., 0019 (5'-
GG CCC TAC CCC TGT GGG AAA CAG AGG GTG AGG AGG ATC-3'")
(SEKV. ID NR: 17) og antisense-oligonukleotidet nr. 0020
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(5'"-CT CCT CAC CCT CTG TTT CCC ACA GGG GTA G-3') (SEKV. ID
NR: 18) og innfegrte dem i Bspl20I- og BstXI-posisjonene. Pa
denne madte ble aminosyrene fra posisjon 176 til 178 mutert
til Arg-Val-Arg (fig. 2G).

For fremstilling av en furin-spaltningsposisjon Arg-Arg-
Arg-Arg/Ile brukte man sense-oligonukleotidet nr. 0021 (5'-
GG CCC TAC CCC TGT GGG AAA CAG AGG AGG AGG AGG ATC-3'")
(SEKV. ID NR: 19) og antisense-oligonukleotidet nr. 0022
(5"-CT CCT CCT CCT CTG TTT CCC ACA GGG GTA G-3') (SEKV. ID
NR: 20) og innfegrte dem i Bspl20I- og BstXI-posisjonene. Pa
denne mdte ble aminosyrene fra posisjon 176 til 178 mutert
til Arg-Arg-Arg (fig. 2G).

For fremstilling av en furin-spaltningsposisjon Arg-Pro-
Lys-Arg/Ile brukte man sense-oligonukleotidet nr. 0023 (5'-
GG CCC TAC CCC TGT GGG AAA CAG AGG CCC AAG AGG ATC-3")
(SEKV. ID NR. 21) og antisense-oligonukleotidet nr. 0024
(5"-CT CTT GGG CCT CTIG TTT CCC ACA GGG GTA G-3') (SEKV. ID
NR: 22) og innfgrte dem i Bspl20I- og BstXI-posisjonene. Pa
denne mate ble aminosyrene fra posisjon 176 til 178 mutert
til Arg-Pro-Lys (fig. 2G).

For fremstilling av en furin-spaltningsposisjon Ile Arg-
Lys-Arg/Ile brukte man sense-oligonukleotidet nr. 0025 (5'-
GG CCC TAC CCC TGT GGG AAA CAG ATC AGG AAG AGG ATC-3")
(SEKV. ID NR: 23) og antisense-oligonukleotidet nr. 0026
(5'"-CT CTT CCT GAT CTG TTT CCC ACA GGG GTA G-3') (SEKV. ID
NR: 24) og innfegrte dem i Bspl20I- og BstXI-posisjonene. Pa
denne mdte ble aminosyrene fra posisjon 176 til 178 mutert
til Ile-Arg-Lys (fig. 2G).

For fremstilling av en furin-spaltningsposisjon Arg-Ser-
Lys-Arg/Ile brukte man sense-oligonukleotidet nr. 0027 (5'-
GG CCC TAC CCC TGT GGG AAA CAG AGG AGC AAG AGG ATC-3'")
(SEKV. ID NR: 25) og antisense-oligonukleotidet nr. 0028
(5'-CT CTT GCT CCT CTG TTT CCC ACA GGG GTA G-3') (SEKV. ID
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NR: 26) og innfgrte dem i Bspl20I- og BstXI-posisjonene. Pa
denne mate ble aminosyrene fra posisjon 176 til 178 mutert
til Arg-Ser-Lys (fig. 2G).

For fremstilling av en furin-spaltningsposisjon Arg-Val-
Thr-Arg/Ile brukte man sense-oligonukleotidet nr. 0029 (5'-
GG CCC TAC CCC TGT GGG AAA CAG AGG GTC ACG AGG ATC-3'")
(SEKV. ID NR: 27) og antisense-oligonukleotidet nr. 0030
(5"-CT CGT GAC CCT CTG TTT CCC ACA GGG GTA G-3') (SEKV. ID
NR: 28) og innfgrte dem i Bspl20I- og BstXI-posisjonene. Pa
denne madte ble aminosyrene fra posisjon 176 til 178 mutert
til Arg-Val-Thr (fig. 2G).

For fremstilling av en furin-spaltningsposisjon Arg-Leu-
Lys-Arg/Ile brukte man sense-oligonukleotidet nr. 0031 (5'-
GG CCC TAC CCC TGT GGG AAA CAG AGG CTG AAA AGG ATC-3")
(SEKV. ID NR: 29) og antisense-oligonukleotidet nr. 0032
(5"-CT TTT CAG CCT CTG TTT CCC ACA GGG GTA G-3') (SEKV. ID
NR: 30) og innferte dem i Bspl20I- og BstXI-posisjonene. Pa
denne mate ble aminosyrene fra posisjon 176 og 178 mutert
til Arg og Lys (fig. 2G).

For fremstilling av en FXa-spaltningsposisjon Pro-Gln-Gly-
Arg/Ile brukte man sense-oligonukleotidet nr. 0037 (5'-GG
CCC TAC CCC TGT GGG AAA CAG CCC CAA GGA AGG ATC-3') (SEKV.
ID NR: 31) og antisense-oligonukleotidet nr. 0038 (5'-CT
TCC TTG GGG CTG TTT CCC ACA GGG GTA G-3') (SEKV. ID NR: 32)
og innfgrte dem i Bspl20I- og BstXI-posisjonene. Pa denne
mate ble aminosyrene fra posisjon 176 til 178 mutert fra
Thr-Leu-Glu til Pro-Gln-Gly (fig. 2H).

For fremstilling av en FXIIa-spaltningsposisjon Thr-Ser-
Thr-Arg/Ile brukte man sense-oligonukleotidet nr. 0039 (5'-
GG CCC TAC CCC TGT GGG AAA CAG ACG AGC ACG AGG ATC-3'")
(SEKV. ID NR: 33) og antisense-oligonukleotidet nr. 0040
(5'"-CT CGT GCT CGT CTG TTT CCC ACA GGG GTA G-3') (SEKV. ID
NR: 34) og innfgrte dem i Bspl20I- og BstXI-posisjonene. Pa
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denne mate ble aminosyrene fra posisjon 176 og 178 mutert
til Ser og Thr (fig. 2I).

For fremstilling av en trypsin-spaltningsposisjon Arg/Ile
brukte man oligonukleotidet nr. 0041 (5'-GG CCC TAC CCC TGT
GGG AAA CAG ACC CTG GAA CGG ATC-3') (SEKV. ID NR: 35) og
antisense-oligonukleotidet nr. 0042 (5'-CG TTC CAG GGT CTG
TTT CCC ACA GGG GTA G-3') (SEKV. ID NR: 36) og innfgrte dem
i Bspl20I- og BstXI-posisjonene (fig. 2J).

De dannede ekspresjonsplasmider (jfr. fig. 3) omfatter hu-
man beta-aktin-promoter, 78 bp av 5'UTR, beta-aktin-intron,
modifiset faktor X-sekvens samt 39 bp av 3'UTR og SV40-po-

lyadenylasjonsposisijonen.

6.2. Konstruksjon av ekspresjonsplasmider for fremstilling
av FXP-analoger

Disse konstrukter ble avledet fra de ovenfor beskrevne fak-
tor XA-analog-konstrukter idet det ble satt inn et TGA-
stopkodon i posisjon 470. Med denne hensikt ble aminosyrene
fra posisjon 457 frem til stopkodonet fjernet ved hjelp av
Spel- og partiell BstEII-spaltning og erstattet med oligo-
nukleotidparet nr. 0003 (5'-GTC ACC GCC TTC CTC AAG TGG ATC
GAC AGG TCC ATG AAA ACC AGG TGA A-3') (SEKV. ID NR: 37) og
nr. 0004 (5'-CTA GTT CAC CTG GTT TTC ATG GAC CTG TCG ATC
CAC TTG AGG AAG GCG-3') (SEKV. ID NR: 38). En skjematisk
visning av faktor XAB-analog-konstruktene finnes pa fig. 7.
For forenkling av avbildningen vises alle faktor XAB-analo-
ger som en generell konstrukt, hvor de variable aminosyrer
i spaltningsposisjonsomradet vises i form av et skyggelagt
"X,
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6.3. Konstruksjon av ekspresjonsplasmider for fremstilling
av FXAo-analoger

Med aktiveringen av faktor X ved avspaltning av det 4,5 kDa
store aktiveringspeptid i N-terminal ende av den tunge
kjede, dannes faktor Xaa-formen. Denne form omsettes der-
etter ved autoproteolytisk aktivitet og avspaltning av C-
terminus av den tunge kjede mellom Arg469 og Gly470 til
FXap-formen. For fremstilling av faktor X-ekspresjonsplas-
mider som fgrer til dannelsen av faktor XA-analoger som et-
ter aktiveringen foreligger utelukkende i FXaa-form med
intakt P-peptid, ble aminosyren Arg469 mutert til Lys, slik
at det ikke lenger kan finne sted noen prosessering i C-

terminalt omrade av den tunge kjede.

Med denne hensikt ble DNA-sekvensen som koder for den C-
terminale aminosyresekvens av faktor X fra posisjon 1363
til stopkodon, fjernet ved partiell BstEII-Spel-spaltning
0g erstattet med to sammenligerte oligonukleotid-par. Oli-
gonukleotidene nr. 0005 (5'-GTC ACC GCC TTC CTC AAG TGG ATC
GAC AGG TCC ATG AAA ACC AAG GGC TTG CCC AAG-3') (SEKV. ID
NR: 39) og oligonukleotid nr. 0006 (5'-TTG GCC TTG GGC AAG
CCC TTG GTIT TTC ATG GAC CTG TCG ATC CAC TTG AGG AAG GCG-3')
(SEKV. ID NR: 40) ble ligert med oligonukleotid nr. 0007
(5"-GCC AAG AGC CAT GCC CCG GAG GTC ATA ACG TCC TCT CCA TTA

AAG TGA GAT CCC A-3') (SEKV. ID NR: 41) og oligonukleotid
nr. 0008 (5'-CTA GTG GGA TCT CAC TTT AAT GGA GAG GAC GTT
ATG ACC TCC GGG GCA TGG CTC-3') (SEKV. ID NR: 42). Mutasjo-

nen av aminosyren Arg469 innfgres ved hjelp av oligonukleo-
tid-parret nr. 0005-0006. En skjematisk visning av FXA-ana-

logen finnes pa figur 7.

Eksempel 7:
Bestemmelse av N-termini for faktor X og prosesseringspro-
dukter med og uten rFurin.
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Rekombinant faktor X ble, slik det ble beskrevet i eksempel
1, uttrykt i CHO-celler med endogent furin, hhv. slik det
ble beskrevet i eksempel 5, i furinmanglende celler. rFak-
tor X ble isolert bade fra cellekultursupernatant av hgy-
teksprimerende CHO-rFX-kloner som a) ikke var forbehandlet,
b) var blitt inkubert i 12 timer ved 37°C og c¢) var blitt
forbehandlet i 12 timer ved 37°C med CHO-rFurin-superna-
tant, men ogsd fra cellekultursupernatant fra CHO-FDll-rFX-
kloner som d) ikke var forbehandlet, og e) wvar blitt forbe-
handlet i 12 timer ved 37°C med CHO-rFurin-supernatant. De
endestaende N-terminale aminosyrer av faktor X og prosesse-
ringsproduktene av de enkelte reaksjonssatser a) til e) ble
bestemt ved en Edman-analyse. Figur 8 viser skjematisk re-

sultatene.

rFaktor X fra hgytuttrykkende CHO-celler opptrer i form av
den modne tunge og lette kjede, samt enkeltkjedet, til dels
fortsatt propeptidholdig. Etter en inkubasjon av disse cel-
lekultursupernatanter i 12 timer ved 37°C (b) opptrer i
tillegg, slik det allerede ble beskrevet av Wolf et al.
(1991, J. Bio. Chem. 266: 13726-13730), feilaktige N-ter-
mini av rFX-lett kjede med 3 ytterligere aminosyrer Val38-
Thr39-Arg40. Disse kryptiske ender finnes ogsa ved sekven-
sieringen av rFX-materiale fra ikke-forbehandlede CHO-FDl1l1l-
celler (d). Denne observasjon viser at opptreden av disse
feilaktige N-termini kan unngéds hvis man bruker tilpassede
betingelser hhv. cellekulturbetingelser, lagring og rense-
metoder for minimering av CHO-proteasers rFX-proteolyse.

I motsetning til det rensede materiale fra CHO-celler (a og
b), foreligger rFX fra ikke-amplifiserte, furinmanglende
celler (d) kun i form av uprosessert enkeltkjedet forlegper.
Man finner heller ingen N-terminale sekvenser som tilsvarer
propeptiddelen. Dermed ble det vist at prosesseringen av
enkeltkjedet rFX-forleper til den lette/tunge kjede i fu-
rinmanglende CHO-celler (d) ikke lenger finner sted, hvil-
ket tyder pd at endoproteasen furin spiller en sentral
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rolle in vivo 1 dette prosesseringstrinn. I tillegg ble det
vist at prosesseringen av propeptidholdige rFX-molekyler
ogsd finner sted i furinmanglende CHO-celler, og at furin
dermed ikke spiller noen vesentlig rolle in vivo i dette
prosesseringstrinn. Ved inkubasjon av rFX fra CHO-celler
(c) og CHO-FDll-celler (e) i nerver av furin finnes uteluk-
kende lette og tunge kjeder med korrekte N-termini. Dermed
ble det vist at bade den enkeltkjedede FX-forlgper og de
propeptidholdige rFX-molekyler omsettes ved in vitro-pro-
sessering til homogent, modent faktor X. Dermed oppviser
faktor X som ble prosessert i narver av furin, en usedvan-
lig strukturell integritet.

Eksempel 8:

Ekspresjon og karakterisering av de rekombinante FX-dele-
sjonsmutanter med spaltningsposisjonen Arg-Val-Thr-Arg/Ile
(FxARvTR/I )

Ekspresjonsplasmidet som koder for FX-delesjonsmutantene
med spaltningsposisjonen Arg-Val-Thr-Arg/Ile (FXART®/Iy,
ble, slik det ble beskrevet allerede i eksempel 1, ko-
transfisert i dhfr-manglende CHO-celler med seleksjonsmar-
koren pSV/dhfr. Det rekombinante protein FXA®™™/! fra perma-
nente CHO-kloner ble karakterisert ved hjelp av "western
blot"-analyse. Slik det fremgar av figur 9, spor 4, opptrer
det rekombinante protein i form av et dobbelband pd ca. 56
og 50 kDa. I cellekultursupernatanten av ikke-transfiserte
CHO-celler er intet FX-reaktivt materiale pavisbart (spor
2) . Disse resultater utelukker at disse proteinband opptrer
pd grunn av en forurensning av de analyserte supernatanter
av villtype-FX fra rester av bovint serum i cellekulturme-
diet. Det er derfor sannsynlig at dobbeltbandet skyldes
forskjellige posttranslasjonelle modifikasjoner, f.eks.
nervaeret av propeptidet eller en forskjellig glykosylering

ARVTR/I

av rFX -molekylet.
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Spaltningsposisjonen Arg-Val-Thr-Arg/Ile som ble innfert i
denne konstrukt, er identisk med propeptid-spaltningsposi-
sjonen av villtype-FX-molekylet, som virksomt gjenkjennes
og spaltes in vivo av et CHO-endoprotease (jfr. eksempel
7). "Western blot"-analysen oppviser ingen ytterligere 35
kDa hhv. 31 kDa tunge FX-molekyler som kunne tilsvare de

aktiverte a- og B-former av rFXA®™/!

-tung kjede. Disse re-
sultater viser at enten er mengden av endoprotease ikke
tilstrekkelig for aktivering av proteinet, og/eller at
spaltningsstedet Arg-Val-Thr-Arg/Ile i den foreliggende
sekvensomgivelse ikke, eller ikke virksomt, gjenkjennes og
spaltes in vivo. rFXAY™/! foreligger dermed praktisk talt

utelukkende i enkeltkjedet form.

Eksempel 9:
Aktivering av det rekombinante rFXA®™/I_protein ved hjelp

av rekombinante furinderivater in vitro

Selv om spaltningsstedet Arg-Val-Thr-Arg i rFX-propeptidet
gjenkjennes in vivo av et annen protease enn furin, beviste
man 1 eksempel 2 at denne sekvens in vitro spaltes meget
virksomt og riktig av et rFurin-derivat.

ARVTR/I

For & teste aktiverbarheten av rFX -proteinet ved hjelp

av rFurin, utferte man blandingseksperimenter. Med denne

ARVTR/I_celler

hensikt ble cellekultursupernatanten fra CHO-FX
blandet i 1:1-forhold med det rensede rFurin-derivat rFu-
rinACys-avstandsholder-10xHis (jfr. patentsgknad EP
0.775.750 A2) i nerver av 20 mM Hepes, pH 7,0, 150 mM NaCl,
4 mM CaCl, og 0,1% BSA. I kontrolleksperimentet ble CHO-
rFXAM™/I_supernatanten blandet med kun den BSA-holdige buf-
fer i samme forhold. Tilsetningen av BSA skal stabilisere
den enzymatiske aktivitet av rFurin-derivatet samt de der-

ARVTR/ I

etter dannede aktiverte rFX -produkter. Alikvoter av

reaksjonsblandingene for og etter en inkubasjonstid pa 6,
24, 48 og 72 timer (t=0, t=6, t=24, t=48, t=72) ved 37°C

ARVTR/ I

ble testet ved "western blot" for & bestemme rFX -pro-
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sesseringen (figur 10). I blandingseksperimentet uten rFu-
rin-tilsetning (fig. 10B) er det ikke synlig noen endring
av bandmegnstret i lgpet av inkubasjonstiden (spor 4 til 9).
P4 grunn av narvaret av BSA i reaksjonsblandingene er kun
de lettere rFXA™™I_molekyler (50 kDa) godt synlige, fordi
de 56 kDa tunge molekyler dekkes av BSA-bandet.

I nerver av rFurin-derivatet (fig. 10A) opptrer allerede
etter 6 timers inkubasjon (spor 5) et 35 kDa stort protein-
band, som tilsvarer a-formen av FX-tung kjede (sammenlig-
ning med spor 9). Dette protein akkumuleres i lgpet av in-
kubasjonen, og omsettes deretter, slik det er kjent for
plasma-FX, til den proteolytiske B-form, som dannes fra o-
formen ved en proteolytisk omdannelse (spor 7 og 8). Paral-
lelt med pavisningen av de aktiverte former av den tunge
kjede blir lette kjeder med 22 kDa og 20 kDa synlige, som i
eksempel 1lb ble identifisert som propeptidfritt, karboksy-
lert LC2 (som tilsvarer den egentlige funksjonelle form)
hhv. propeptidfritt, underkarboksylert LC4-form av den
lette kjede. Nerveret av den underkarboksylerte LC4-form
bekrefter at de posttranslasjonelle modifikasjonsmekanismer
er begrenset i de analyserte CHO-kloner. Selv om 50 kDa-
bandet virker uforandret mens 56 kDa-formen tydeligvis
spaltes direkte til lette/tunge kjeder, omdannes faktisk 56
kDa-molekylet fogrst til en 50 kDa-form og spaltes fgrst
deretter til en lett og en tung kjede. Dette skyldes narve-
ret av propeptidet i 56 kDa-molekylet, som fgrst fjernes
ved dannelse av 50 kDa-formen.

Dermed ble det vist at rFXA®™I_kxonstruktet ved hjelp av
den innferte spaltningsposisjon Arg-Val-Thr-Arg/Ile kan ak-
tiveres in vitro av rFurin-derivater, og at de dannede pro-
sesseringsprodukter av rFXAR™/I_konstrukten har tilsvarende
stgrrelse som plasma-FXa. Opptreden av FXAB, som dannes ved
en autoproteolytisk prosessering av FXAa, er et bevis for

ARVTR/ I

funksjonaliteten av rFX -molekylet.
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Patentkravwv

1. Faktor XA-analog, karakterisert ved
at den oppviser en delesjon av aminosyrene Argl80 til
Arg234 av faktor XA-aminosyresekvensen og en modifikasijon i
omradet av aminosyresekvensen mellom Glyl73 og Argl79 idet
modifikasjonen tilsvarer en prosesseringsposisjon for en
protease som i naturen ikke spalter faktor X-sekvensen i

denne posisjon.

2. Faktor XA-analog ifelge krav 1,
karakterisert v e d at modifikasjonen er
minst én aminosyreerstatning i omraddet av aminosyresekven-
sen mellom Glyl73 og Argl79 i henhold til aminosyrenummere-
ringen ifglge fig. 1.

3. Faktor XA-analog ifeglge et av kravene 1-2,
karakterisert v e d at den inneholder en
faktor X-sekvens med Glyl73-R6-R5-R4-R3-R2-Argl79/R1 , hvor

a) Rl er en aminosyre valgt fra gruppen Val, Ser, Thr,
Ile eller Ala;

b) R2 er en aminosyre valgt fra gruppen Glu, Thr, Pro,
Gly, Lys eller Arg;

c) R3 er en aminosyre valgt fra gruppen Leu, Phe, Lys,
Met, Gln, Glu, Ser, Val, Arg eller Pro;

d) R4 er en aminosyre valgt fra gruppen Thr, Asp, Asn,
Ile, Ser, Met, Pro, Arg eller Lys;

e) R5 er en aminosyre valgt fra gruppen Asn, Lys, Ser,
Glu, Gln, Ala, His eller Arg; og

f) R6 er en aminosyre valgt fra gruppen Asp, Phe, Thr,
Arg, Leu eller Ser.

4, Faktor XA-analog ifglge et av kravene 1-3,

karakterisert v e d at modifikasjonen utgjer
en prosesseringsposisjon for et protease valgt fra gruppen
endoproteaser, sa som f.eks. kexin/Kex2, furin/PACE, PCl/-
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PC3, PC2, PC4, PACE 4, LPC/PC7, serinproteaser, sa som
f.eks. faktor IIa, faktor VIIa, faktor IXa, faktor XIIa,
faktor XIa, faktor Xa, eller kallikrein, eller et derivat

av disse proteaser.

5. Faktor XA-analog ifglge et av kravene 1-4,
karakterisert v e d at det foreligger som
enkeltkjedet molekyl i enzymatisk inaktiv form.

6. Faktor XA-analog ifglge et av kravene 1-5,
karakterisert v e d at modifikasjonen tilla-
ter en aktivering av det inaktive, enkeltkjedede faktor XA-
analog-polypeptid til den tokjedede, aktive faktor Xa-ana-

log-form.

7. Faktor XA-analog ifglge et av kravene 1-6,
karakterisert v e d at den oppviser en yt-
terligere modifikasjon i1 omradet av den C-terminale faktor

X-aminosyresekvens.

8. Faktor XA-analog ifglge krav 7,
karakterisert v e d at den oppviser en modi-
fikasjon i1 C-terminalt omrade av P-peptid-spaltningsposi-
sjonen.

9. Faktor XA-analog ifglge krav 8,
karakterisert v e d at modifikasjonen er en
mutasjon, delesjon eller innfgyelse i omradet av faktor X-
aminosyresekvensen mellom aminosyreposisjon Arg469 og
Ser4d76.

10. Faktor XA-analog ifglge et av kravene 7-9,
karakterisert v e d at modifikasjonen for-

hindrer en avspaltning av B-peptidet.
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11. Faktor XA-analog ifglge krav 7,
karakterisert v e d at den oppviser en dele-

sjon av faktor X-P-peptidet.

12. Faktor XA-analog ifglge krav 11,
karakterisert v e d at den oppviser et
translasjonsstopsignal i C-terminalt omrade av faktor X-
sekvensen.

13. Faktor XA-analog ifglge krav 12,
karakterisert v e d at det oppviser et
translasjonsstopsignal i posisjonen for aminosyren Lys470

av faktor X-sekvensen.

14. Faktor XA-analog ifglge et av kravene 1-13,
karakterisert v e d at modifikasjonen i om-
radet av aminosyresekvensen mellom Glyl73 og Argl79 tilla-
ter en aktivering in vitro av den inaktive faktor X-analog
til aktiv faktor XA-analog.

15. Faktor XA-analog ifglge krav 14,
karakterisert v e d at modifikasjonen tilla-
ter en aktivering ved hijelp av et protease valgt fra grup-
pen endoproteaser, s& som f.eks. kexin/Kex2, furin/PACE,
PCl/PC3, PC2, PC4, PACE 4, LPC/PC7, serinproteaser, sa som
f.eks. faktor IIa, faktor VIIa, faktor IXa, faktor XIIa,
faktor XIa, faktor Xa, eller kallikrein, eller et derivat

av disse proteaser.

16. Faktor XA-analog ifglge et av kravene 1-15,
karakterisert v e d at det oppviser et in-
takt P-peptid og foreligger i form av faktor XAa.

17. Faktor XA-analog ifglge et av kravene 1-15,
karakterisert v e d at det oppviser en dele-
sjon av P-peptidet.
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18. Rekombinant DNA som koder for en faktor XA-analog
ifglge et av kravene 1-17, foreliggende i en vektor for re-

kombinant ekspresjon av proteinet som kodes for.

19. Transformerte celler som inneholder et rekombinant DNA

ifglge krav 18.

20. Preparat som inneholder renset faktor XA-analog som
oppviser en delesjon av aminosyrene Argl80 til Arg234 av
faktor X-aminosyresekvensen og en modifikasjon i omrddet av
aminosyresekvensen mellom Glyl73 og Argl79 idet modifika-
sjonen tilsvarer en prosesseringsposisijon for en protease
som 1 naturen ikke spalter faktor X-sekvensen i denne posi-

sjon.

21. Preparat ifeglge krav 20,

karakterisert v e d at det inneholder en en-
keltkjedet faktor XA-analog i enzymatisk inaktiv form, med
en renhet pa minst 80%, fortrinnsvis 90%, spesielt fore-
trukket 95%, og ikke oppviser noen inaktive, proteolytiske
mellomprodukter av faktor X/Xa-analog.

22. Preparat ifelge et av kravene 20 eller 21,
karakterisert v e d at det inneholder faktor
XA-analog i form av faktor XAa.

23. Preparat ifelge et av kravene 20 eller 21,
karakterisert v e d at det inneholder faktor
XA-analog som FXAP.

24. Preparat ifelge et av kravene 20-23,
karakterisert v e d at det inneholder faktor

XA-analog som enkeltkjedet molekyl i isolert form.

25. Preparat ifelge et av kravene 20-24,
karakterisert v e d at det inneholder en
faktor XA-analog som oppviser en modifikasjon som tillater
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en aktivering in vitro av faktor XA-analogen til en faktor

Xa-analog.

26. Preparat ifglge et av kravene 20-25,
karakterisert v e d at det er formulert som

et farmasgytisk preparat.

27. Preparat ifglge krav 26,

karakterisert v e d at det foreligger i en
egnet anordning, fortrinnsvis en applikasjonsanordning, i
kombinasjon med et protease valgt fra gruppen endoprotea-
ser, s& som f.eks. kexin/Kex2, furin/PACE, PC1l/PC3, PC2,
PC4, PACE 4, LPC/PC7, serinproteaser, sa som f.eks. faktor
ITa, faktor VIIa, faktor IXa, faktor XIIa, faktor XIa, fak-
tor Xa, eller kallikrein, eller et derivat av disse protea-

ser.

28. Preparat ifeglge krav 27,
karakterisert v e d at komponentene forelig-
ger romslig atskilt fra hverandre.

29. Preparat som inneholder en renset faktor XA-analog
ifeglge ethvert av kravene 1-17 som spesielt er fritt for
intaktive faktor XA/Xa-analog-mellomprodukter og autopro-
teoclytiske spaltningsprodukter, og som kan erholdes ved ak-
tivering av en faktor XA-analog ifglge et av kravene 1-17.

30. Preparat ifglge krav 29,
karakterisert v e d at det inneholder en ak-

tiv faktor Xa-analog som tokjedet molekyl i isolert form.

31. Preparat ifeglge et av kravene 29-30,
karakterisert v e d at det oppviser en fak-
tor Xa-analog med en renhet pd minst 80%, fortrinnsvis 90%,
spesielt foretrukket 95%, og ikke oppviser noen inaktive,
proteolytiske mellomprodukter fra faktor X/Xa-analog.
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32. Preparat ifglge et av kravene 29-31,
karakterisert v e d at det foreligger i en

fysiologisk akseptabel barer og i lagerstabil form.

33. Preparat ifglge et av kravene 20-32,
karakterisert v e d at det som ytterligere
bestanddel eventuelt inneholder en blodfaktor eller en ak-
tivert form av en blodfaktor.

34. Preparat ifglge krav 33,

karakterisert v e d at det som ytterligere
bestanddel inneholder minst én komponent med faktor VIII-
bypass-aktivitet.

35. Preparat ifeglge et av kravene 20 eller 34,
karakterisert v e d at det er formulert som

farmasgytisk sammensetning.

36. Anvendelse av et preparat ifeglge et av kravene 20 til
35 ved fremstilling av et legemiddel egnet til behandling
av en blodsykdom.

37. Anvendelse av et preparat ifglge et av kravene 20 til
35 ved fremstilling av et legemiddel for behandling av pa-
sienter med forstyrret blodlevring, sa som f.eks. hemofili-
pasienter eller hemofile pasienter, som har utviklet inhi-

bitor-antistoffer.

38. Fremgangsmate ved fremstilling av et preparat som
inneholder renset rekombinant faktor XA-analog ifwlge krav
1-17,

karakterisert v e d at den omfatter de fol-

gende trinn:

- tilveiebringelse av en nukleinsyre som koder for en
faktor XA-analog ifglge et av kravene 1-18,
- transfeksjon av en egnet celle
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- ekspresjon av faktor XA-analogen
- isolasjon av enkeltkjedet faktor XA-analog og
- rensing av polypeptidet, fortrinnsvis ved kromato-

grafi.

39. Fremgangsmate ifglge krav 38 ved fremstilling av et
preparat som inneholder aktiv faktor XA-analog,
karakterisert v e d at et preparat som er
blitt fremstilt i henhold til krav 38, underkastes et akti-

veringstrinn.

40. Fremgangsmate ifglge krav 39,
karakterisert v e d at preparatet som inne-
holder enkeltkjedet faktor XA-analog, bringes i bergring
med et protease valgt fra gruppen endoproteaser, s& som
f.eks. kexin/Kex2, furin/PACE, PC1/PC3, PC2, PC4, PACE 4,
LPC/PC7, serinproteaser, s& som f.eks. faktor IIa, faktor
VIIa, faktor IXa, faktor XIIa, faktor XIa, faktor Xa, eller
kallikrein, eller et derivat av disse proteaser, under be-
tingelser som gjor det mulig for det & spaltes til den to-
kjedede faktor Xa-analog-form.

41. Fremgangsmate ifglge krav 40,
karakterisert v e d at proteaset er immobi-
lisert.

42. Fremgangsmate ifglge et av kravene 38 til 41,
karakterisert v e d at det erholdes en ren-
set faktor Xa-analog, som spesielt er fri for inaktive fak-

tor XA/Xa-analog-mellomprodukter.
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2 Fig. 5
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Fig. 6
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