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Expresszids rendszer a VIII. faktor

expresszalasara

KIVONAT

A tal&dlmany téargyat VIII. faktorénak megfelels
prokoagulans aktivitasti fehérjék eld8allitésara szolgald,
proteinmentes eljaras képezi, tovabbé a fehérjéket
expresszald emberi lymphoma sejtekb8l és 293S sejtekbsl
szédrmazé emberi sejtvonal. Altalanossagban, az eljaréds so-
ran olyan, stabilis, emberi sejtklénokat 4&llitanak eld,
amelyek a B-doméntdl megfosztott VIII. faktort nagy mennyi-
ségben termelik, és (2) a sejteket alkalmassa teszik arra,
hogy plazmaeredetd proteinekt8l mentes tapoldatban szapo-
rodjanak. Konkrétabban, az eljarasban az emberi sejteket -
szelektalhatdé markert és a VIII. faktorénak megfeleld
prokoagulans aktivitdsu proteint kédold szekvenciat tartal-
mazé - vektorral (mint amilyen a mellékelt abran lathato)
transzfektaljak, a sejteket szelektaldé hatdanyaggal szelek-
tdljak, és izolaljak a VIII. faktorénak megfeleld
prokoagulans aktivitdsui proteineket nagy mennyiségben

expresszald kldébnokat.
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Expresszids rendszer a VIII. faktor

expresszalasara

A talalmany téargya tokéletesitett eljadrds a VIII.
faktor és szarmazékainak el&allitasara. Altalanossagban, az
eljaras vektor-el&Sallitasbdl, transzfekciébdl, és protein-
t81l mentes koriulmények kozdtt, fokozott termelékenységre
képes sejtvonalak szelekcidjaboél &all. A talalmany targyat
eldénybsen a VIII. faktorénak megfeleld prokoagulans aktivi-
tasu fehérjék ipari méretekben torténd elBallitasara szol-
gald e%jérés képezi.

Az emberi VIII. faktor a plazmdban nyomokban jelen
lévé glikoprotein, amely kofaktorként résztvesz a X. faktor
és a IXa. faktor aktivaléasédban. A VIII. faktor 6roklétt hi-
anya a X. faktorhoz kotott “hemofilia A” tipusu vérzékeny-
séget okozza, amelyet azonban eredményesen lehet kezelni
tisztitott VIII. faktorral. A “hemofilia A” un. pétlasos
terapidaja a plazmdbdl kivont VIII. faktor alkalmazasatdl -

a VIII. faktort kédold  cDNS, emléssejtekben t&rtént

Aktaszamunk: 94666-1174A/SG

KOZZETETELI N



- 2 - ":'. ":: .::. .‘.'.:

klénozaséaval és expresszalasaval nyert - rekombindns VIII.
faktor alkalmazasaig fejlédott [Wood és mtsai., Nature 312,
330 (1984)].

Az Al-A2-B-A3-Cl-C2 doménszervez&ddésd VIII. faktor
2351 aminosavbdl 4116, egyetlen lancbdl 4116 polipeptidként
szintetizaldédik. Ebbd&1l a polipeptidlancbdl az endo-
plazmatikus retikulum tiregébe térténd transzlokacid soran
egy 19 aminosavbdél 4116 szignédlpeptid hasad le. Miutan a
VIII. faktor erdsen glikozildlt, ezért igen nehéz e faktor
nagy mennyiségd (>0,2 pg/sejt/nap) expresszidéjat elérni
[Lind és mtsai., Eur. J. Biochemn. 232, 19-27 (1995);
Kaufman és mtsai., Mol. Cell. Biol. 9, 1233-1242 (1989)]. A
VIII. faktor emldssejtekben torténd expresszidja - méas gé-
nek hasonlé vektorokkal és eljaréasokkal | végzett
expresszidja soran megfigyeltekhez viszonyitva - jellemz&en
2-3 nagysagrenddel alacsonyabb. A VIII. faktort termeld
sejtek termelékenysége a 0,5-1 uU/sejt/nap (0,1-0,2
pg/sejt/nap) tartomanyon beliil van.

Kimutattak, hogy a prokoagulaciés aktivitas szem-
ontjabél a VIII. faktor B-doménje sziikségtelen. Szamos ku-
tatécsoport kimutatta, hogy eml&ssejtekben a VIII. faktor
expresszidjat noévelni lehet a VIII. faktor csonkolt valto-
zatainak alkalmazisaval [Lind és mtsai., Eur. J. Biochem.
232, 19-27 (1995); Tajima és mtsai., Proc. 6™ Int. Symp.
H. T., 51-63 (1990); Almstedt, 5.661.008 sz. amerikai egye-
stilt allamokbeli szabadalmi irat (1997)]. Azonban, stabilis
sejtklénokban a VIII. faktor valozatainak expresszids

szintje még igy is 1 pg/sejt/nap szint alatt maradt.
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Az aladbbiakban 6sszefoglaljuk a taldlmadny szerinti
megoldast. Megalkottunk egy eljarast, amely a VIII. fakto-
rénak megfeleld prokoagulans aktivitasu fehérjéket rendki-
vil nagy mennyiségben termeld sejteket eredményez, illetve
(ii) egy plazmaproteinekté6l mentes eljarast a VIII. fakto-
rénak megfeleld prokoaguléns aktivitdsu fehérjék eldallita-
sara.

A VIII. faktorénak megfeleld prokoagulans aktivitasu
fehérjék elballitasara szolgald eljaras ipari 1léptékd is
lehet. Ujonnan létrehozott gazdasejt alkalmazasaval olyan
sejtklédnokat &allitottunk eld, amelyek specifikus termelé-
kenységi tartomanya 2-4 pg/sejt/nap (10-20 pU/sejt/nap) ko-
zotti. Szérumtdl mentes koriilmények kozdtt, egy klén elérte
a 2-4 pg/sejt/nap termelékenységet. Egy 15-literes perfuzi-
6s fermentorban az ilyen magas termelékenységi szintu
kloénok képesek naponta 3-4 millidé egység proteint termelni.
Definicié szerint, egy milliliter plazmaban VIII. faktor
aktivitasa egy egységnyi. Altalédban, 1 pg VIII. faktor k&-
riilbeltil 5 pU VIII. faktor aktivitdssal egyenld.

A leiras szerinti értelemben, VIII. faktorénak megfe-
leld prokoagulans aktivitasu fehérje az a fehérje, amely a
X. faktor aktivalasat okozza in vitro vagy In vivo modell-
rendszerben. Ez a meghatarozas vonatkozik - példaképpen - a
teljes hosszusagu, rekombinadns, emberi VIII. faktorra és a
B-doméntdl megfosztott VIII. faktorra, amelynek szekvencia-

jat az 1. abra tartalmazza.
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Amennyiben a sejteket plazmaeredetl proteinektdl men-
tes médiumban tenyésztjik a VIII. faktorénak megfeleld
prokoagulans aktivitasu fehérje magas szintd expfessziéja
legalabb 2 uU/sejt/nap mennyiségl, vagy eldénydsebben 4
uU/sejt/nap mennyiségl, vagy legeldnydsebben kériilbeliil 5
uU/sejt/nap mennyiségl VIII. faktor aktivitast jelent, mig
plazmaeredetd fehérjével kiegészitett tapoldat esetén lega-
labb 4 pU/sejt/nap mennyiségl, vagy el&nydsebben legaléabb
ko6rilbelil 8 uU/sejt/nap mennyiségli, vagy legeldnydsebben
korilbelil 10 pU/sejt/nap mennyiségd VIII. faktor aktivi-
tédst jelent. Amennyiben az expresszalt protein BDD-FVIII, a
specifikus termelékenységli sejtek esetében koériilbeliil 15
uwu/sejt/nap, vagy eldénydsebben korilbeliil 20 ul/sejt/nap
mennyiségl VIII. faktor aktivitas nyerhetd az itt leirt el-
jards alkalmazasaval.

A leiras szerinti értelemben a sejtvonalak eredete,
azaz “szarmazasa” - tobbek ko&zott - normalis mitotikus
sejtosztdédast és valamilyen folyamatot, mint példaul
transzfekcidt, sejtfuzidt, vagy mads - a sejtek megvaltozta-
tasara vagy uj tulajdonsagokkal rendelkezd sejtek elBalli-

tasara alkalmazott - génsebészeti eljarast jelent.

Az alébbiakban roviden leirjuk a leirashoz tartozé
abrakat.
1. abra: A BDD-FVIII aminosav-szekvencidja (a szek-

vencialistaban 1. azonositészamon megadott szekvencia).
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2. abra: Az Epstein-Barr virusbdl izolalt terminalis
ismétldédd szekvencia (TR) szekvencidja (a szekvencialis-
tdban 2. azonositdészamon megadott szekvencia).

3. abra: A pCIS25DTR plazmid térképe.

4(a). &bra: A 20B8 klén eredete.

4 (b) . abra: kiilonbdzdé tapoldatokban tehyésztett
klénok termelékenységének Osszehasonlitdsa. Minden egyes
klénnal végzett két hdénapos stabilitdsi teszt soran kapott
adatokat harom-ha&rom adatpontban abrazoltuk.

5. abra: A 20B8 klén termelékenysége térfogatban.

Az alabbiakban bemutatjuk a taldlmany egyes konkrét
megvaldsitasi médjait.

FVIII vizsgdlat

Metotrexéatra (MTX) rezisztens sejtpopuléacidkban,
rekombinans gének expresszidéjaval nyert VIII. faktorszarma-
zékok aktivitasat kromogén szlrdévizsgalattal mértiik. Az ak-
tivitas mennyiségi meghatdrozdsat Coatest® factor VIII:C/4
készlettel (Chromogenix, Molndal, Svédorszag) alkalmazasa-
val végeztik a gyartd rendelkezései szerint. Ebben a sz(rg-
vizsgalatban, mérési standardként a MEGA 1 néven ismert
(Office of Biologic Research and Review, Bethesda, MD) U.S.
standard hemofilia elleni faktort (VIII. faktor) alkalmaz-

tuk [Barrowcliffe, Thromb. Haem. 70, 876 (1993)].
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B-doméntdl megfosztott FVIII expresszidjara szolgdld

vektorok elddllitéasa

A B-doméntdl megfosztott (BDD) FVIII szekvencidjat az
1. abran mutatjuk be. A 90 kD és 80 kD lancokat egy 14 ami-
nosavbdl 4116 linkerrel kapcsoltuk &ssze [lasd: Chan, S.-
Y., “Production of recombinant factor VIII in the presence
of liposome-1like substances of mixed composition”,
08/634,001 sz. amerikai bejelentés, 1996. aprilis 16]. A
BDD-FVIII expresszalasara szolgald vektort  standard
rekombinadns-DNS eljaradsok alkalmazasaval készitettiik. Az
expresszids vektor (pCIS25DTR) felépitését a 3. abran mu-
tatjuk be. A vektor tartalmaz a BDD-FVIII transzkripciéjara
szolgald egységet és dihidrofolat-reduktaz (dhfr) szelek-
talhaté markert. Ezenfelil, a vektorba Epstein-Barr virus-
bodl szarmazd terminalis ismétlddé szekvenciat (2. abra) -
amelyr8l egyébként kimutattdk, hogy fokozza a szelektald
hatbéanyag szelektivitasat - illesztettiink a beépiilés haté-
konysaganak novelésére. A vektor - 1lényegét tekintve -
olyan vektorkonstrukcié (ATCC 98879 sz. letétbe helyezve),
amelyet az 1. abran bemutatott szekvencidnak megfeleld
transzkripcionadlis egység befogadasara készitettiink. A ter-
minalis ismétléddé szekvenciaval kapcsolatos tovabbi infor-
macidk a rokon szabadalmi bejelentésben [Cho és Chan MSB-
7254 szamon jeldlt bejelentése (09/209,915 sz. amerikai be-
jelentés), “Vectors having terminal repeat sequence of
Epstein-Barr virus”, amelyet a jelen bejelentéssel
egyidében nyujtottunk be] taldlhatdk, amely bejelentés a

kitanitéds részét képezi.
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Hasonlé, a VIII. faktorénak megfeleld prokoaguléns
aktivitasu fehérjéket expresszald sejtek létrehozasara al-
kalmas vektorokat a szakember eld tud &llitani és képes al-
kalmazni. Példaul, a BDD-FVIII-at kdédold szekvenciadt he-
lyettesiteni lehet VIII. faktor, prokoaguladns aktivitasat
megtartd, ismert varidnsait koédold szekvencidkkal. Ezenki-
vil, a dhfr helyett méas, szelektadlhatdé markert (példaul
glutaminszintetaz-gént (gs) vagy multidrug-rezisztenciagént
(mdr)) 1is 1lehet alkalmazni. A szelekcidés hatdanyagot -
szakember szamara nyilvanvaldé mébdon - az alkalmazott génnek
megfeleldéen kell kivédlasztani, azaz példadul a dhfr-hez az
eldényds szelekcids hatdanyag a metotrexat, a gs-hez az elds-
ny6s szelekcidés hatdanyag a metionin-szulfoximin, és az

mdr-hez pedig az eldnyds szelekcids hatdanyag a kolhicin.

Példak

BDD-FVIII-at expresszald sejtvonalak eldallitasa:

transzfekcid, szelekcid és génamplifikacid

Elektroporaciéval 30 pg pCIS25DTR DNS-t HKB11l sejtek-
be (ATCC kataldgusszam: CRL 12568 - 293S sejtek és emberi
Burkitt-féle lymphoma sejtek hibridje, lasd: Cho 4altal, a
jelen bejelentéssel egyidében benyujtott, MSB-7241 sz. sza-
badalmi bejelentés, amely bejelentés a kitanitds részét ké-
pezi) Juttatunk be 300 V és 300 pF mellett (BTX Electro
cell manipulator 600) 2 mm-es kilvetta (BTX #620 alkatrész).
A HKB1l1l sejtekkel parhuzamosan végzett &sszehasonlitéd ki-
sérletekben CHO (chinese hamster ovary, aranyhdrcsdg ovari-

um) sejteket és 193S (human embryonic kidney, emberi emb-

.
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ridévese) sejteket transzfektaltunk DMRIE-C kationos lipid-
reagens (Life Technologies, Gaithersburg, MD), a Life
Technologies &altal biztositott protokol szerinti, alkalma-
zasaval. A transzfektdlt sejtek felszaporitdsat novekvd
metotrexat (MTX) koncentracié (100 nM, 200 nM, 400 nM, és
800 nM) mellett, 1 * 10° sejt/96 lyuku lemez alkalmazéséval
hipoxantintél és timidint&él mentes MTX-szelekciés tapoldat-
ban (hipoxantintél és timidint&él mentes DME/F12 tapoldat +
5% dializalt borjuszérum (Hyclone, Logan, UT)) végeztitk. A
szaporodasra képes, MTX-rezisztens sejteket kivalogattuk,
és a transzfekcidt kovetd 2-3 hét malva Coatest® factor
VIII reagenskészlettel BDD-FVIII szekretalasara nézve
szkrineltik. A sejteket 37°C-on, péarasitott, 5%-os CO,-t
tartalmazé termosztatban tenyésztettiik.

Limitalt higitasos kldnozéas

Magas termelékenyséqgi sejtpopuléacidkbsdl egyedi
sejtklénokat (SCC) allitottunk eld 1limitadlt higitasos
klénozadssal (LDC) 96 1lyukl lemezeken, szérummentes k&-
rilmények kozott. Lyukanként 1-10 sejtet helyeztiink el 10
pg/ml mennyiségd Humulin® elnevezésl rekombinadns inzulint
(Lilly, Indianapolis, IN), 10x esszencidlis aminosavakat
(Life Technology, Gaitersburg, MD), és Plasmanate® elneve-
zésl, emberi plazmaprotein-frakciét (Bayer, Clayton, NC)
tartalmazé DME/F12 tapoldatba. A Plasmanate® elhevezésﬁ,
emberi plazmaprotein (HPP) frakcidé emberi albumint (88%) és
kiloénféle globulinokat (12%) tartalmaz. A klénokat Coatest®
factor VIII reagenskészlettel szkrineltiik BDD-FVIII terme-

lékenységre nézve. A legjobban termeld klénokat razatott

et ,
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kulturaban, stabilitas szempontjabél szelektaltuk. A HKB
sejtek esetében, az elséd korben az LDC-t 5% dializalt FBS-t
tartalmazé szelekcids tapoldatban végeztiik, mig a masodik
kdrben szérummentes, de Plasmanate® HPP-frakciét tartalmazd
tapoldatot alkalmaztunk adaptédlva ezzel az els& kdrben ki-
valasztott SCC-t a Plasmanate® HPP-frakcidéval kiegészitett
szérummentes tapoldathoz.

A 20B8 HKB klén eldallitéasa

Ahogyan a 4(a). abran Osszefoglaltuk, pCIS25DTR
plazmiddal transzfektalt HKB sejtekbdl, 400 nM MTX-et, és
5% FBS-t tartalmazd szelekcids médiumban végzett felszapo-
ritas utan, 1Cl0 kiindulasi populaciét allitottunk eld. Az
elsd egyediilalld sejtklonok (SCC-k) egyikét, az 1C10-bsl 5%
FBS-sel kiegészitett szelekcidés médiumban végzett LDC-vel
eldallitott 10A8-at adaptéltuk Plasmanate® HPP-frakciéval
kiegészitett szérummentes tépoldathoz. Ebben a stadiumban,
varatlanul, a 10A8 rendkivili médon megndvekedett rFVIII
termelést mutatott (4b. &bra). Ezért, Plasmanate® HPP-
frakciéval kiegészitett szérummentes tédpoldat alkalmazasa-
val egy masodik LDC-t végeztiink. A masodik LDC-bd&l szarmazd
SCC-k (pl. 20B8) termelékenysége hasonld volt a Plasmanate®
HPP-frakcidhoz adaptalt 10A8-éval. Az eredeti, szérumot
tartalmazd tépoldattal végzett elsé LDC soran eldallitott,
10A8 esetében kapottndl magasabb BDD-FVIII szintet mértiink
a 20B8-cal végzett mérésben. Végil, a 20B8-at adaptaltuk
plazmaeredetd proteinektél mentes (PPF) tapoldatban vald

szaporodashoz. 20B8 mintakat letétbe helyeztiink az American

[
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Type Culture Collection-be (Manassas, VA) (ATCC katalégus-

szam: CRL-12582).
HKB kldénok ki-

Ahogyan az 1. tablazatban bemutattuk,

emelkedé BDD-FVIII termelékenységet mutatnak. Transzfektalt
CHO és 2935 sejtekbd&l szarmazd kldnokkal &sszehasonlitva a
HKB sejtek esetében 10-20-szoros novekedést figyeltiink meg
a termelékenységben. Miutdn a szuszpenzids kulturaban valéd
tenyésztés soran a HKB sejtek nagy sejtaggregatumokat nem
elénybsek a VIII. faktorénak megfeleld

formalnak, ezért

prokoagulans aktivitasu fehérjék expresszalasara.

1. téblazat

FVIII és BDD-FVIII expresszdldsa emberi és ragcsalderedeti

sejtvonalakban

.

Specifikus termelékenység

(nU/sejt/nap) *

FVIII szarmazékok BHK 293s CHO HKB
teljes hosszisagu FVIII 0,45 1,2 0,5 1,0
BDD-FVIIT ND 2,5 1,0 20

* Ot magas termelékenységid klén atlaga (szérummentes
tdpoldatban)

ND = nem végeztiik el

»0
.
.
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A klénok adaptalédsa plazmaeredetil proteinekt&l mentes

kdriilményekhez

Szérummentes szuszpenzids kulturdban valé szaporodas-
ra adaptalt HKB kloéonokat hozzdszoktattuk a plazmaeredetii
proteinektdél mentes kortulményekhez. A szoktatads steril,
polikarbonatbdl készult, razatott kulturdk céljaira gyar-
tott flaskdkban (Corning, Corning, NY) tdrtént 0,5 * 10°
sejt/ml sejtsliriség mellett plazmaeredetl proteinektdl men-
tes tapoldat alkalmazasaval. A plazmaeredetl proteinektdl
mentes (PPF) tapoldat - pluronic Fé68-at (0,1%), CuSOs-ot
(50 nM), és FeSO,/EDTA-t (5 uM) tartalmazc - DME/F12 tapol-
dat volt. Teljes tapoldatcserét végeztiink minden 48 o6raban
és a razatott flaskakat ujra beoltottuk 0,5 * 10° sejt/ml
mennyiségld sejttel.

A 20B8 klén fermentacidja

Tizendt-literes perfuzids fermentorban megvizsgéltuk
a 20B8 klén termelékenységét. A fermentorban a 20B8 klén
sejtjeinek kezdeti sdrldsége 3 * 10° sejt/ml volt. A fermen-
torban a megel&z8 bekezdésben leirt, a termelésben alkalma-
zott szérummentes tapoldat Atdramoltatadsdnak mértéke 4 tér-
fogat/nap volt. Az értékelési szakasz (45 nap) id&tartama
alatt fenntartott végsd sejtsilirtiség 2 * 10’ sejt/ml volt.
Ahogyan az 5. abran bemutattuk, a fermentacid elsd 4 hete
alatt a termelésben alkalmazott, Plasmanate® HPP-frakcidval
kiegészitett, szérummentes tapoldattal A&taramoltatott a
20B8 klén magas termelékenységlinek bizonyult. A 28. naptdl
a fermentacids vizsgalat befejezéséig a sejteket szérum- és

Plasmanate® HPP-frakcidétdél mentes tapoldatban tartottuk.

et o
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Ahogyan az 5. abran bemutattuk, a sejtek a plazmaeredeti
proteinektdl mentes kérnyezetben az FVIII-at tovabbra is
nagy mennyiségben termelték. A leiréds szerinti értelemben a
“plazmaeredetd proteinektdl mentes” kifejezés azt jelenti,
hogy tapoldathoz 1lényegében semmilyen, plazmabdl izolalt
proteint sem adunk.

A HKB sejtekbdl vald szarmaztatdssal olyan, protein-
mentes termelési rendszert allithatunk fel, amely nemcsak
BDD-FVIII, hanem mas terdpids proteinek el&allitasara is
alkalmas. A HKB sejtek alkalmazasaval elddllitott proteinek
emberi glikozilacidés mintazatot mutatnak, amely lehetdvé
teszi bizonyos glikoproteinek in vivo féléletidejének meg-
novekedését. Ezek a sejtek adenovirus- és adenovirus-
eredetld, génterdpias célokra tervezett virustdrzsek eldal-
litdsara is alkalmasak lehetnek.

A fenti példak a taldlmadny szerinti megoldds bemuta-
tdsara szolgédlnak, és ugy véljiuk, hogy a szakember felisme-
ri annak kiloénb6zé valtozatait. Eszerint, a taldlmany ol-

talmi korét az alabbi igénypontok hatdrozzak meg.
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<212> PRT

SZEKVENCIALISTA

<213> mesterséges szekvencia

<220>

<223> A mesterséges szekvencia leirésa:

<400> 1

Ala Thr

Met Gln

Arg Val

Thr Leu

50

Arg Pro

65

Tyr Asp

Ser Leu

Glu Tyr

Phe Pro

130

Arg

Ser

Pro

35

Phe

Pro

Thr

His

Asp

115

Gly

Arg

Asp

20

Lys

Val

Trp

Val

Ala
100

Asp

Gly

Tyr

Leu

Ser

Glu

Met

Val

85

Val

Gln

Ser

Tyr

Gly

Phe

Phe

Gly

70

Ile

Gly

Thr

His

Leu

Glu

Pro

Thr

55

Leu

Thr

Val

Ser

Thr

135

Gly Ala

Leu Pro
25
Phe Asn
40

Val His

Leu Gly

Leu Lys

Ser Tyr

105
Gln Arg
120

Tyr Val

torbdl szarmazd szekvencia

Val

10

Val

Thr

Leu

Pro

Asn

90

Trp

Glu

Trp

Glu

Asp

Ser

Phe

Thr

75

Met

Lys

Lys

Gln

Leu

Ala

Val

Asn

60

Ile

Ala

Ala

Glu

Val

140

a humén VIII fak-

Ser

Arg

Val

45

Ile

Gln

Ser

Ser

Asp

125

Leu

Trp

Phe

30

Tyr

Ala

Ala

His

Glu
110

Asp

Lys

Asp

15

Pro

Lys

Lys

Glu

Pro

95

vee8 2000
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Tyr .

Pro

Lys

Pro

Val

80

Val

Gly Ala

Lys

Glu

Val

Asn
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Gly

145

His

Leu

His

His

Ala

225

Ser

Val

Gly

Ser

Gln

305

Glu

Met

Ser

Ile

Pro

Val

Val

Lys

Ser

210

Arg

Leu

Ile

His

Pro

290

Phe

Ala

Lys

Glu

Gln

370

Met

Asp

Cys

Phe

195

Glu

Ala

Pro

Gly

Thr

275

Ile

Leu

Tyr

Asn

Met

355

Ile

Ala

Leu

Arg

180

Ile

Thr

Trp

Met

260

Phe

Thr

Leu

Val

Asn

340

Asp

Arg

Ser

Val

165

Glu

Leu

Lys

Pro

Leu

245

Gly

Leu

Phe

Phe

Lys

325

Glu

Val

Ser

Asp
150

Lys

Pro

Asp

Leu

Leu

Gly Ser Leu

Leu

Asn

Lys

230

Ile

Thr

Val

Leu

Cys

310

Val

Glu

Val

Val

Phe

Ser

215

Met

Gly

Thr

Arg

Thr

295

His

Asp

Ala

Arg

Ala

375

Ala

200

Leu

His

Cys

Pro

Asn

280

Ala

Ile

Ser

Glu

Phe

360

Lys

Cys

Asn

Ala

185

Val

Met

Thr

His

Glu

265

His

Gln

Ser

Cys

Asp

345

Asp

Lys

Leu

Ser

170

Lys

Phe

Gln

Val

Arg

250

Val

Arg

Thr

Ser

Pro

330

Tyr

Asp

His

Thr

155

Gly

Glu

Asp

Asp

Asn

235

Lys

His

Gln

Leu

His

315

Glu

Asp

Asp

Pro

Tyr

Leu

Lys

Glu

Arg

220

Gly

Ser

Ser

Ala

Leu

300

Gln

Glu

Asp

Asn

Lys

380

Ser

Ile

Thr

Gly

205

Asp

Tyr

Val

Ile

Ser

285

Met

His

Pro

Asp

Ser

365

Thr

Tyr

Gly

Gln

190

Lys

Ala

Val

Tyr

Phe

270

Leu

Asp

Asp

Gln

Leu

350

Pro

Trp
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Leu Ser

Ala

175

Thr

Ser

Ala

Asn

Trp

255

Leu

Glu

Leu

Gly

Leu

335

Thr

Ser

Val

160

Leu

Leu

Trp

Ser

Arg

240

His

Glu

Ile

Gly

Met

320

Arg

Asp

Phe

His

.
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Tyr

385

Ala

Gln

Asp

Leu

Phe

465

Thr

His

Trp

Leu

Ser

545

Gln

Ser

Arg

Gln

Ile

Pro

Arg

Glu

Gly

450

Lys

Asp

Leu

Thr

Thr

530

Gly

Arg

Val

Phe

Ala

610

Ala

Asp

Ile

Thr

435

Pro

Asn

Val

Lys

Val

515

Arg

Leu

Gly

Phe

Leu

595

Ser

Ala

Asp

Gly

420

Phe

Leu

Gln

Arg

Asp

500

Thr

Tyr

Ile

Asn

Asp

580

Pro

Asn

Glu

Arg

405

Arg

Lys

Leu

Ala

Pro

485

Phe

Val

Tyr

Gly

Gln

565

Glu

Asn

Ile

Glu

390

Ser

Lys

Thr

Tyr

Ser

470

Leu

Pro

Glu

Ser

Pro

550

Ile

Asn

Pro

Met

Glu

Tyr

Tyr

Arg

Gly

455

Arg

Tyr

Ile

Asp

Ser

535

Leu

Met

Arg

Ala

His

615

Asp

Lys

Lys

Glu

440

Glu

Pro

Ser

Leu

Gly

520

Phe

Leu

Ser

Ser

Gly

600

Ser

Trp

Ser

Lys

425

Ala

Val

Tyr

Arg

Pro

505

Pro

Val

Ile

Asp

Trp

585

Val

Ile

Asp

Gln

410

Val

Ile

Gly

Asn

Arg

490

Gly

Thr

Asn

Cys

Lys

570

Tyr

Gln

Asn

Tyr

395

Tyr

Arg

Gln

Asp

Ile

475

Leu

Glu

Lys

Met

Tyr

555

Arg

Leu

Leu

Gly

Ala

Leu

Phe

His

Thr

460

Tyr

Pro

Ile

Ser

Glu

540

Lys

Asn

Thr

Glu

Tyr

620

Pro

Asn

Met

Glu

445

Leu

Pro

Lys

Phe

Asp

525

Arg

Glu

Val

Glu

Asp

605

Val

Leu

Asn

Ala

430

Ser

Leu

His

Gly

Lys

510

Pro

Asp

Ser

Ile

Asn

590

Pro

Phe

eney ves
r ~

Val Leu

Gly

415

Tyr

Gly

Ile

Gly

Val

495

Tyr

Arg

Leu

Val

Leu

575

Ile

Glu

Asp

400

Pro
Thr
Ile
Ile
Ile
480
Lys
Lys
Cys
Ala
Asp
560
Phe
Gln

Phe

Ser
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Leu

625

Ser

Thr

Phe

Ile

Leu

705

Asp

Ile

Gln

Asp

Ile

785

Thr

Met

Val

Phe

Gln

Ile

Phe

Ser

Leu

690

Leu

Ser

Glu

Arg

Tyr

770

Tyr

Arg

Ser

Pro

Thr

850

Leu

Gly

Lys

Gly

675

Gly

Lys

Tyr

Pro

Glu

755

Asp

Asp

His

Ser

Gln

835

Gln

Ser

Ala

His

660

Glu

Cys

Val

Glu

Arg

740

Ile

Asp

Glu

Tyr

Ser

820

Phe

Pro

Val

Gln

645

Lys

Thr

His

Ser

Asp

725

Ser

Thr

Thr

Asp

Phe

805

Pro

Lys

Leu

Cys

630

Thr

Met

Val

Asn

Ser

710

Ile

Phe

Arg

Ile

Glu

790

Ile

His

Lys

Tyr

Leu

Asp

Val

Phe

Ser

695

Cys

Ser

Ser

Thr

Ser

775

Asn

Ala

Val

Val

Arg

855

His

Phe

Glu

Leu

Val

Ser

650

Ala

635

Val

Tyr

Phe

Tyr Glu Asp Thr Leu

Met

680

Asp

Asp

Ala

Gln

Thr

760

Val

Gln

Ala

Leu

Val

840

Gly

665

Ser

Phe

Lys

Tyr

Asn

745

Leu

Glu

Ser

Val

Arg

825

Phe

Glu

Met

Glu

Asn

Arg Asn Arg

Asn

Leu

730

Pro

Gln

Met

Pro

Glu

810

Asn

Gln

Leu

Thr

715

Leu

Pro

Ser

Lys

Arg

795

Arg

Arg

Glu

Asn

700

Gly

Ser

Val

Asp

Lys

780

Ser

Leu

Ala

Phe

Glu

860

Trp

Phe

Thr

Pro

685

Gly

Asp

Lys

Leu

Gln

765

Glu

Phe

Trp

Gln

Thr

845

His

Tyr

Ser

Leu

670

Gly

Met

Tyr

Asn

Lys

750

Glu

Asp

Gln

Asp

Ser

830

Asp

Leu

Tle

Gly

655

Phe

Leu

Thr

Tyr

Asn

735

Arg

Glu

Phe

Lys

Tyr

Leu

640

Tyr

Pro

Trp

Ala

Glu

720

Ala

His

Ile

Asp

Lys

800

Gly

815

Gly

Gly

Gly

Ser

Ser

Leu
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Leu Gly Pro Tyr Ile Arg Ala Glu Val Glu Asp Asn Ile Met Val Thr
865 870 875 880
Phe Arg Asn Gln Ala Ser Arg Pro Tyr Ser Phe Tyr Ser Ser Leu Ile
885 890 895
Ser Tyr Glu Glu Asp Gln Arg Gln Gly Ala Glu Pro Arg Lys Asn Phe
900 905 910
Val Lys Pro Asn Glu Thr Lys Thr Tyr Phe Trp Lys Val Gln His His
915 920 925
Met Ala Pro Thr Lys Asp Glu Phe Asp Cys Lys Ala Trp Ala Tyr Phe
930 935 940
Ser Asp Val Asp Leu Glu Lys Asp Val His Ser Gly Leu Ile Gly Pro
945 950 955 960
Leu Leu Val Cys His Thr Asn Thr Leu Asn Pro Ala His Gly Arg Gln
965 970 975
Val Thr Val Gln Glu Phe Ala Leu Phe Phe Thr Ile Phe Asp Glu Thr
980 985 990
Lys Ser Trp Tyr Phe Thr Glu Asn Met Glu Arg Asn Cys Arg Ala Pro
995 1000 1005
Cys Asn Ile Gln Met Glu Asp Pro Thr Phe Lys Glu Asn Tyr Arg Phe
1010 1015 1020
His Ala Ile Asn Gly Tyr Ile Met Asp Thr Leu Pro Gly Leu Val Met
1025 1030 1035 1040
Ala Gln Asp Gln Arg Ile Arg Trp Tyr Leu Leu Ser Met Gly Ser Asn
1045 1050 1055
Glu Asn Ile His Ser Ile His Phe Ser Gly His Val Phe Thr Val Arg
1060 1065 1070
Lys Lys Glu Glu Tyr Lys Met Ala Leu Tyr Asn Leu Tyr Pro Gly Val
1075 1080 1085
Phe Glu Thr Val Glu Met Leu Pro Ser Lys Ala Gly Ile Trp Arg Val

1090 1095 1100



Glu Cys Leu Ile Gly Glu His
1105 1110
Leu Val Tyr Ser Asn Lys Cys
1125
His Ile Arg Asp Phe Gln Ile
1140
Ala Pro Lys Leu Ala Arg Leu

1155
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Leu His Ala Gly Met Ser Thr Leu Phe

1115

1120

Gln Thr Pro Leu Gly Met Ala Ser Gly

Thr

His

1160

Ala

1145

1130

1135

Ser Gly Gln Tyr Gly Gln Trp

Tyr Ser Gly Ser Ile

Ser Thr Lys Glu Pro Phe Ser Trp Ile

1170 1175
Met Ile Ile His Gly Ile Lys
1185 1190
Ser Leu Tyr Ile Ser Gln Phe

1205
Lys Trp Gln Thr Tyr Arg Gly

1220

Thr

Ile

Asn

Gln

Ile

Lys

Gly

Met

1210

1165

1150

Asn Ala

Val Asp Leu Leu Ala

Ala

1195

Tyr

1180

Arg

Ser

Ser Thr Gly Thr

1225

Phe Gly Asn Val Asp Ser Ser Gly Ile Lys

1235

1240

Pro Ile Ile Ala Arg Tyr Ile Arg Leu

1250 1255

Arg Ser Thr Leu Arg Met Glu Leu Met

1265 1270

His

Gly

His

Pro

Cys

1275

Ser Met Pro Leu Gly Met Glu Ser Lys Ala Ile

1285

1290

Thr Ala Ser Ser Tyr Phe Thr Asn Met Phe Ala

1300

1305

Asn

Thr

1260

Gln

Leu

Leu

Ile

1245

His

Lys Phe

Asp Gly
1215

Met Val

1230

Phe Asn

Tyr Ser

Asp Leu Asn Ser

Ser

Thr

Asp

Trp

Ala Gln

1295

Ser Pro

1310

Lys Ala Arg Leu His Leu Gln Gly Arg Ser Asn Ala Trp Arg Pro

1315

1320

1325

Val Asn Asn Pro Lys Glu Trp Leu Gln Val Asp Phe Gln Lys Thr

1330 1335

1340

Trp

Pro

Ser

1200

Lys

Phe

Pro

Ile

Cys

1280

Ile

Ser

Gln

Met
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19

Lys Val Thr Gly Val Thr Thr Gln Gly Val Lys

1345

Met Tyr Val Lys Glu Phe

Trp Thr Leu Phe Phe Gln Asn Gly Lys Val

Gln Asp Ser

1395

Thr Arg Tyr
1410

Leu Arg Met

1425

<210> 2

<211> 402
<212> DNS
<213>
<220>

<223>

1350

1365

1380
Phe Thr

Leu Arg

Glu

Ile

1

Pro Val Val

1400

His Pro

1415

Val Leu Gly Cys

1430

1355

1370

Lys
385

Leu

Asn Ser

Gln Ser

Glu Ala

1435

mesterséges szekvencia

A mesterséges szekvencia leiréasa:

b6l szarmazd szekvencia

<400> 2

ggcaatggag
ggggtgaccc
ggccccccag
cgggtcatgc
cctagccccc
gggctccggg

ggggggcgct

cgtgacgaag
aggcaagcgt
gaaagacccc
cgcgcattcc
ccgcagagag
ggctgcgggce

gcgcgggcge

ggccccaggg
ggccaagggg
cggggggcat
tggaaaaagt
cggcgcaacg
ggtggatggc

agccatgcgt

ctgaccccgg
cccgtgggtg
€gggggggtyg
ggagggggcg
gcgggcgagce
ggctggegtt

gaccgtgatg

'oog -)g= .0'

- o
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Ser Leu Leu Thr Ser

Leu Ile Ser Ser Ser Gln Asp Gly His

1360

Gln

1375

Val Phe Gln Gly Asn

1390

Asp Pro Pro

1405

Trp Val His Gln Ile

1420

Gln Asp Leu Tyr

caaacgtgac
acacaggcaa
ttggcgggte
tggccttcce
ggcggggggt
ccggggatcg

ag

Leu Leu

Ala

ccggggctcc
ccctgacaaa
atgggggggg
cccgcggcecce
cggggtccgce

ggggggggtc

60

120

180

240

300

360

402

Epstein-Barr virus-



- 20 -

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljarés a VIII. faktorénak megfeleld prokoagulans

aktivitasu fehérjéket expresszald, termeld sejtek el&alli-

tasara azzal jellemezve, hogy:

a) kizadrdblag emberi eredetl sejteket alkalmazunk

b) az a) lépésben leirt sejteket - szelektélhaté mar-
kert és mikodSképesen promdterhez kapcsolt, a VIII. fakto-
rénak megfeleld prokoagulans aktivitasu fehérjét kodolsd
szekvenciat tartalmazé - vektorral érintkezésbe hozzuk
olyan korUlmények kozott, amelyek lehetdvé teszik a vektor-
nak a sejtekbe torténd belépését,

c) a b) 1lépésbSl szarmazé sejteket szelekcids hato-
anyaggal szelektaljuk, és

d) a c) lépés soran kapott sejtek koziul a VIII. fak-
torénak megfeleld prokoagulans aktivitasu fehérjét nagy
mennyiségben expresszald, egyedi klonokat izolalunk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve,

hogy:

e) a d) lépés soran kapott klénokat adaptaljuk a
plazmaeredetd proteinektdl mentes tapoldatban vald Szaporo-
dashoz.

3. Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve,

hogy az a) lépés sejtjeiként emberi lymphoma sejtek és 2935
sejtek hibridjeit alkalmazzuk.

4. Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal Jjellemezve,

hogy az a) lépés sejtjeiként 2BS8 sejtek (ATCC CRL-12569) és

2935 sejtek hibridjeit alkalmazzuk.
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5. Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve,

hogy az a) 1lépés sejtjeiként HKB11 sejteket (ATCC CRL-
12568) alkalmazunk.

6. Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve,

hogy a c) és d) lépéseket egynél tobbszor hajtjuk végre.

7. Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve,

hogy a b) lépésben emlitett szekvenciaként az 1. abran be-
mutatott (a szekvencialistaban 1. azonositészamon megadott
szekvenciat) koédold szekvenciat tartalmazéd vektorral hozzuk
érintkezésbe a sejteket.

8. Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve,

hogy a b) 1lépés szerinti szekvenciaként az emberi VIII.
faktort kodold szekvenciat tartalmazé vektorral hozzuk
érintkezésbe a sejteket.

9. Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve,

hogy a b) lépésben emlitett szelektalhatd markerként dhfr-t
tartalmazd vektorral hozzuk érintkezésbe a sejteket és a c)
lépésben, a szelektaléasban alkalmazott hatdanyagként
metotrexattal szelektalunk.

10. Az 1. igénypont szerinti eljadras azzal jellemez-

Ve, hogy a b) 1lépés szerinti szelektalhatd markerként gs-t
tartalmazd vektorral hozzuk érintkezésbe a sejteket és a c)
lépésben, a szelektaléasban alkalmazott hatdanyagként

metionin-szulfoximinnal szelektalunk.
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11. Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal jellemez-

ve, hogy a b) lépésben emlitett szelektdlhatd markerként
mdr-t tartalmazd vektorral hozzuk érintkezésbe a sejteket
és a c) lépésben, a szelektalasban alkalmazott hatdanyag-
ként kolhicinnal szelektalunk.

12. Eljaras a VIII. faktorénak megfeleld prokoaguléans

aktivitasu fehérjék el8adllitasara azzal jellemezve, hogy az

1. igénypont szerinti eljarassal eldallitott sejteket sza-
poritd tapkdzegben szaporitjuk, azutdn a VIII. faktorénak
megfeleld prokoagulans aktivitasu fehérjéket a tapoldatbdl
izolaljuk.

13. A 12. igénypont szerinti eljaras azzal jellemez-

ve, hogy a fehérjeként emberi VIII. faktort &llitunk eld.

14. A 12. igénypont szerinti eljaras azzal jellemez-

ve, hogy a fehérjeként az 1. 4&bran bemutatott aminosav-
szekvenciaju (a szekvencialistadban 1. azonositdszamon meg-
adott szekvenciaju) fehérjét allitunk eld.

15. Emberi lymphoma sejtekbdl és 293S sejtekbSl szar-
mazbd emberi sejtvonal, amely nagy mennyiségben expresszal a
VIII. faktorénak megfeleld prokoaguléns aktivitasu fehér-
jét.

16. A 15. igénypont szerinti emberi sejtvonal, amely
HKB11 sejtekb&l (ATCC CRL-12568) szarmazik.

17. Emberi lymphoma sejtekb&l és 293S sejtekb&l szar-
mazé emberi sejtvonal, amely plazmaeredeti proteinektdl
mentes tapoldatban nagy mennyiségben eXxpresszal a VIII.

faktorénak megfeleld prokoagulans aktivitasu fehérjét.
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18. A 17. igénypont szerinti emberi sejtvonal, amely

HKB11l sejtekbdl (ATCC CRL-12568) szarmazik.

19. 20B8 elnevezésl sejtvonal (ATCC CRL-12582).

A meghatalmazott:
DANUBIA

Szabadalmi és Védjegy Iroda Kft.

S ML

Svingor Adam

szabadalmi uUgyvivéjelslt

2\ Lhe X
\},-QJ\"\,\\/\/\
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PELDANY
PCT/US99/29169

1 ATRRYYLGAV ELSWDYMQSD LGELPVDARF

51 FVEFTVHLFN IAKPRPPWMG LLGPTIQAEV
101 VGVSYWKASE GAEYDDQTSQ REKEDDKVFP
151 PLCLTYSYLS HVDLVKDLNS GLIGALLVCR
201 VFDEGKSWHS ETKNSLMQDR DAASARAWPK
251 KSVYWHVIGM GTTPEVHSIF LEGHTFLVRN
301 MDLGQFLLFC HISSHQHDGM EAYVKVDSCP
351 TDSEMDVVRF DDDNSPSFIQ IRSVAKKHPK
401 APDDRSYKSQ YLNNGPQRIG RKYKKVRFMA
451 PLLYGEVGDT LLITFKNQAS RPYNIYPHGI
501 FPILPGEIFK YKWTVTVEDG PTKSDPRCLT
551 LLICYKESVD QRGNQIMSDK RNVILFSVFD
601 VQLEDPEFQA SNIMHSINGY VFDSLQLSVC
651 VFFSGYTFKH KMVYEDTLTL FPFSGETVFM
701 GMTALLKVSS CDKNTGDYYE DSYEDISAYL
751 RHQREITRTT LQSDQEEIDY DDTISVEMKK
801 TRHYFIAAVE RLWDYGMSSS PHVLRNFAQS
851 QPLYRGELNE HLGLLGPYIR AEVEDNIMVT
901 DQRQGAEPRK NFVKPNETKT YFWKVQHHMA
951 KDVHSGLIGP LLVCHTNTLN PAHGRQVTVQ
1001 MERNCRAPCN IQMEDPTFKE NYRFHAINGY.
1051 LSMGSNENIH SIHFSGHVFT VRKKEEYKMA
1101 IWRVECLIGE HLHAGMSTLF LVYSNKCQTP
1151 OQWAPKLARLH YSGSINAWST KEPFSWIKVD
1201 SLYISQFIIM YSLDGKKWQT YRGNSTGTLM
1251 IARYIRLHPT HYSIRSTLRM ELMGCDLNSC
1301 YFTNMFATWS PSKARLHLQG RSNAWRPQVN
1351 TQGVKSLLTS MYVKEFLISS SQDGHOWTLF
1401 NSLDPPLLTR YLRIHPQSWV HQIALRMEVL
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