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A taldlmany targya: eljaras human véralvadasi faktorok, elénydsen VIII és IX faktor eléallitasara human sejtvonalon, mely
stabilan expresszal virustranszkripciét aktivalo proteineket és olyan vektort hordoz, melynek prométere funkcionalisan
kapcsolddik véralvadasi faktort kédold DNS szekvencidhoz, feltéve, hogy a prométer nem olyan virusprométer, melyet a
virustranszkripciot aktivalo fehérjék stimulalnak; a vektort hordozé immortalizalt human sejtvonal; a fenti eljarashoz
klldndsen elényds VIII faktor muteinek; gydgyaszati készitmények, melyek tartalmazzak a VIl faktor-muteineket, valamint
ezen muteinek alkalmazasa hemofilia kezelésére alkalmas gydgyszer eléallitasara.
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- Rekombindns véralvadis fakiorek aitaiitisa humadn sejtvonalakon

1

& taldlmany tiegya oldrds humdn vinlvadici Taltorel, elfnyicen VIT 85 IX Biktor o18aBidsdn humdn
seitvonalon, mely stabllan expresezdl vinestraosekeipeidt akiivild proteineket 88 olvan vektont hordos, melyack
promdtere funbieirodlivan kapesolddil véralvadis Saktort kédold DNS szekvenciadhoz, feltdve, hogy @ promdter
nem olyan virssproxodier, melyet & virusvaneskeipold abtivild fehdnéh stimulflnaks o veltort hordozd
immeortalizalt humdn seftvonal; a fonti efjdrishor kilndsen elbnyds VIR faktor muteinek; gydgyvassati kései
mxények, melyek tarbilmazadk 2 VI flior-ansteineket, valamint szen mutcinek albaimanisa omofitia kexels-
séra xtkaimas gydpesesr eiballitassrs

& bemofilie olyan viradses megbetegedSs, melynek oka » vémbvaddel kasrkid protein-bomponenseinek
myikaddst zavara. Ax drintett slvadas Skiornd! fligeden a hemoffidrak két tipusét Miidnbiztetiik meg, Mindkst
tipusor jellemzd, hogy gitolt vz oldékony fibrinvgén dmbkulisa oldbatatian fbrinnd, Mindkét betegsdy X
kromoszdmaboz kit recessziven SrakISdik ¢ flog o Refabat éring.

Az A-hemofilis 10000 el kol 1-2-0 Srint, Oka 3 VI Bikitor elégielen wormelfiddse vagy bidnva. A VIE
faktor nagyméretd, kb, 330 kDa nagysigh giikoprotein [Burle B, Furie B.C., Cell 33, SO8-512.0W 1988}, mely
fontos szerepet 8K be & véralvadisd kawehadhan, Polipeptid szekvencidia 3 régidrs ovzthatd: Notorminglis séglo-
i, mely azdin. Al €5 AT dondnekbl &1 egy ktopoml, B-domenbal 418 régidra és egy Ctorndndls rdgidea,

mely az A3, O €6 U2 domdnekbd dpii fol. A vérben 3 VHLfakior tnuktly prefoszorkent van jelen. Brds, nome~
kovalens ktdeeel Kapesolddik a ven Willebrand fubtothos(vWF), mely siabilizélé horduaddehéne ses repet 1l
be. & tremabin a VHI fulitort 3 specififus helyen(740, 372, 1689) proteclitihusan hasiga, ennck kévetkentében a

Vi faktor olkiilontl a vWF-181 S« prokoagding szerepet 81t be a Kaszkadban. Az aktivall VIIL faktor a IX,

faktor kofaktoraként mikadik, cadital nagysdgrendekiel gyorsitva meg 8 X fakior proteslitikus aktivacidiat.
A B-hemofiia 25000 {0 hizltd bl fordul ol és g seorin protedz IX. (Christmas) fakior eidgielonadye

okozzs. Ex a 415 amirosavhSt 386 podipeptid & mdiban tormelfdik, 56 kDa nagysdgh gikopratein fHomsjsban.
Megheleld miktdésdher poszttransalicids karboxilicidrs van saltkedp, mely kizdrdlag K vitarsin jeleniéishen
megy véghe,

Szokdsos mddon nndkdt varadszavar Resddse bumdn plaamibd] szdrmand VT vagy IX fadsorprorein-
koncentritumoklsd tordnik. Bér oz & koselési ox6d hatdkony, de magdban hordozes kiGnbazd fordad dgensek,
pl. hopatitiszvires, ATDS vires vagy tromboembaligsn fakitorol dtvitelének vesadlyét, Més megoldisksnt lefrtak
10, rebombdndne DNS-on alupald mddszent alvaddsl faktorok ol0aiindsdns. B odlbél a VI &8 IN faldor vad i
pusdnak megitleld cDMS-sket keoldltdk ¢o rovplelell expreseaids vektorpkba Monoatdl (EP-A-160457 curdpal
kizzdtdtell frat, WO-DI0A1/88 nompetidal kizedtéiel tray, 4770009, $821070 &5 SS21070 Amenbad Bgvesiiht
Sllsmokbeli szabadalmi ead.

2

AVHE faktor esntéhen ax alegyedpek relonbdindng expresszidiina szoigdld elidrivok, melvek segitadgdvel
alvadisi abtivitiesat rendefiend kovploxek Altihatdk o8, 3 suakterlicten 34 iamertek {pl, w2 EP~-A-150735, B8
S3R2UEZ, ERGALOSOOTML curdpal kdendtdell fran, WOROTASMST, WOAI330G/08. nenwetkdel kizesedtel drat
és ax SO45485, £ STSHG3. Awenkai Epvesilt dllarnokbell szabadadmi irat), Emellett olyan, csonkolt ¢DNS-
valicextok sxpresszididt s febrtik, amelvekbdl réachen vagy toljesen bidmyroll ax crdsen ghikeozildh B-domdnt
kddedd seakovencia {pl 3 WO- 08101788, WOSIRTART, WO-OTIART, WO-HQ3R /8%, nemzetkdel kdzzdedicl

i, EP»AGSIS{%, BR-AZI43S, EP-AG2S078. eurdpat kuadiéeoll rar, 2 4868112 ds 4930458, Amertkal

Aktaczimank: 8764288300
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Egyesiiit Allamolkbel srabsdabnd irat, valonint e EB-AZ04910, BPR-A-J65778

toli brat £5 8 WD-0R122/91 . nernretkizl kdzestétel frat). Ujabban 2 kivélasstont postmatdsidkaak egvik valivea-
tit alkalmazzdh abbdl a célbol, bogy gdtolia & VHL faksor akitvdlt protein € altell inaktiviidedt, vagy cedikentee
a2 inmesogenidst, mely 3 kozelt piciermekben g@tld antitestek kislakulasit eredményesi (I SESS2G4.
3423260, 3451821 Amerikas Egyestll llamokbeli szabadalmi i, 3 WO49T25/07 & WO2I843/99 nomzat-
kézi kfzxététel irat)

A rekombindns alvadast fkiorokat renduzetint stabilan transefelidh cukaritta, oldnySaon onidds seitvons-
fak thpkidregdht fzoldldk. Mindumeliett, sz enlitett forrdammkdkban fsmortetent clSalitas] madszerek szeving
3 nene-hurndn. sejfivonalak athadmardes &ltaldnosan clfogadott volt, annsk drdeledbien, hogy slherlilisk egyes fer-
1628 dgensek agyideld tsatitdstrak hocksratat, mmeliveket 3 umdn ssitek Kdposek hordomnd &s expresszaink
§

kal jast. Eibfordult példénd, hogy av expressadlt fehdrfe szekrdcits seintie @ tipkdzeghen elégtelen volt. Ernek

T

A new-bamdn sojtvoralak sthabmazdsy, kEloudsen a VI fduor R0aRHASY {letfion, bizonyes hétranveks

okdt bépezhetik 2 kﬁlﬁﬁbﬁz&’z tipusd emiéssajéﬁ(k kivetitti enyhe eltérdaek, amelvek a febéne-transaldsid &s dtals-

2

kaldy intracellulink dtaiva vonathornak, €5 hatdesal lehetack aw expresszdlt polipeptid bioldgial altivithsdra, B
11 eliekintve olyan aggdlvol meviftek 1 hogy 8 nenrhundn expresseios rendsserekhsi tisziftott, gydgyhatdsa
fehérjek olyan seitkomponensekkel srennyesdSdhetnsk, amelyek a péoiensben antipén-reakoidt valthatnak ki,

Emellett a nem-human exprosseids rendwzerek dltal cxpressasht fhdgdh olvan, nem-humds ghikozildoids
mintdzaicd artalmazkainak, mely & pdofonsben antigénreskeist eredményertiet. Mindonesstre, ax alvaddst fbto-
ok bioldgial ciabilitdsdt &6 hatthonysdght nagyméniéhben befblyisolis Noglihoniiicids tuintiratak. Eildndeen a
perifirids 8¢ termindlis monoszscharidoknsk van felentdsége, mivel eveket 8 degradéviviken felelds sejiek spe-
oifikos receptorad Ismerik fell A véralvadds! fakiored formindls monsssachandial swigleav-oldaliinock, A
sziflav Gsazetélelének viltozdsal a glikoproteingk, pl a2 slvaddsd faltorok | antenndiben”, heerogén
ghkozildcids mintdkat eredményezhietnek. Ha a valtoeds bekdvetkeatk, dtntd madon bedblyisolia a bioldgial
stabilitast &5 hatdkonysdgon Faént @ rekombindng virabvaddst Hikiorok eliiithednd] fontos seempont 3 aew-
buman &z humdn sejtvonalak glikoziidoidis hotdsdnak visgdlata. Valdseinlnek tinik, hogy & humdn sejtvenalak
afkalnmasabbak cekorabindng abvadast faorek o108 itdsdrs, mint 3 nonv-humén seftvonalak, B feltdtelezds okt
a2 képezi, hogy @ vekombindus Sdtorok sslntdelse sordn w2 oligoszacharid-molekulardsebe valdsziniilog nem
¢plil be idegen oligoszacharid,

Egy idele hozzafirhardk olyan dlaldnos cljdvdsck, amelyek a kiviot pének magas seintll fhégje-exp-
TosseiGiat tosaik feletdve (pl S7121IS, sverikal egyestlt sllanokbell szabadaliad irat). BEeekben ar eljdrasokban

immortalizak, stabifan anasfkudlt omids seivonniakat alkalmszunk, melyek virnstrangeRepeidt akiivald fohde
ket eapresssdinak. A fovibbinkban czeket a sejteket olvan velor-konsingkeidval franssformalish, amalvben
meghleld vivestransebripcld promidter mikadiiopesen Raposolodik ey, @ folontBsdpgel hivd gént meghutirord

W

NS aeckvenicidhor, 8 wansakoipoidt alaivdld &béndk skuvaliak 3 wirnstrsnssbripe .~§mmét<¢rt, gzalial

inicifiva s kivalassioff gén exprossnididt. Ezesl kapesolathan s felmeriiick olvan sggalyok, hogy exen sgitvona-

ink dltal exprossadlt, transekeipoids Bkl el Zx srentverdddscket erodménveriomel § tordpids cdifehdrién,
A fendlek iumerstdhen saikesg vam humdn vérabvadast fiktovek hatdkony 216ailnisdra yeolgdld, cljdvdsra.
Meglepd mbdon wra 2 kivetkesterdare: tottunk, bogy avennvezfddsmentes véralvadist faktorokat o fo-

fot aliiant immortalizsht human ssjtvonalak alksbwazdsdval
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Kdzelebbrdl, az immortalizéd seitvonalek hépesek a vévalvadasi faltor sxpressaiiésdra, Ia obvan vekiant
hordoanak, melyaek promdétere Sumkalondlisan kaposolddil 2 véralvadist faktort kodold DNE szckvencithor,
annisk eliendre, hogy a promdter news slyan viresprozedter, smelvet 3 virustransekeipoldt aktivald fohdosk s
moldinak, Az elidedst megleleld fohdrje-tinntitast- d¢ viras-inaktivinids protokoiiokkal kombindlva hatéhony
rendsaert nyertink embergydgydozat oéles alkalmas, biztonsdgos & erdsen akilv relombindne véralvaddst fakto-
ok oltaliitasdra, Raaddsul vgy taldlnk, hogy kiloudsen & VIH Skior mmsteinek protochihus inakiivicidval
sxemben rendiivill stabilak, igy erdtelies vires waktivacids protokoHoknak vethetdk alg.

A taldindny agya

{1} eljdrds sekombindns humdn véralvadast faktor clasHiidedrs, amely sosrint:

)

{a} Ineortalizalt horoda seftvonalal teniyéastiink, mely stabilan expressz b 1 ovlnstennsakripox-

&t skiivald febirdy, Sy olyan vektort hordoz, melynek promdtere funkeionlisan kaposoladik & vér

givadast fakioet kidold DN sanivencifhos, auennyiben a pronidter sem olyas virusdromdter, me-

fyet togalabb egy, vitustransakeipei®t aintivils fohdrie stimulal &
(b} 2 véralvaddst faldost o tipkregtd! iroldlik;

{2} me (1) porthan bewmuatott alitrss olinyds meopvaldalidsl mddia, mely szerint & humin vérabvadas
faktor VIH fakior vegy ansak mmteinie;

{33 = 2. pontban bemutatolt elidrds elnds megvalosiidst nxddiz, shol a VIT fakior obyan muteln, mely

Y

lopaldbb Lo antabmas ax al8hbi natdoiok kéxtils

{&) = 162, Vad helyetesitéee mis semleges aminosav-oidalidnceal,

by a2011. Ser helyettosiiSse mas hidroff anxinosre-widaiiducesl

(¢} a 2223, Val belyettesitdse cavas aminesav-oldalidnceal vagy

(&) a T4, Arg &s 1649 Glo kbl Bdomén helyettesitdse argininban gazdag Rapasolépeptiddel, mely
F3-2§, olinydsen 1420 andnosav-oldalidncot tartabnaz,

& VAT fakior sndmordsdt az frett vad dpusd VIEE fadror 2, avonodfidezamd seekvencidjalion viszonyithak;

{4} az L pontban bamudatolt ofidrds eldneds megvaléaftisd média, mely szesing a buman sboaddst fakne

IX falotor, vagy annak smoteinde;

{5} immoralivdll humdn seitvonal, mely az oféed pontokban smertetett umdn véralvaddst fuktarokat
kddold velaost hordos;

{8 a{3) ponthen xmenterett VI fakeor-muiein;

{7y DNS ssekvencia, mrely a {8 pomban fsmertetett VI faltor~mutsint kddolia,

{8y Wektor, mely tarialmazza » {7y pontban Isoertstett DNS szekveonsian

{3} A (&) ponihan ismertetelt vekine, amely géntommszier-vekion

S
s
<

v

} gasdaseft, mely transzformaben van a (&) pontban ismerteteit vebtorsal dwvagy fantalmezza & {7}

ponthsn lamerteictt DNS szekvensiay

e
pers
nia,

ant

ydpyissat! keseitmdny, mely tarialmazea & (8) pontban isoerictett VI fabtornunteint vagy a {9}

ponthan ismertstel géntmsafer-vekion

{12y & {8) ponthan femertetent VI fikice-muleln vagy = () ponthan ixmerietett géntraneafer-vekior ab

kabronedss bemofiln beraldsdn alkalomas gydpyszer oibalilitdsdnn &5

{13} hemofila hesolésse alkalmes offds, mely szerint & {8) poutban lsmertofett VI falctor-muteing

wagy 8 {9) pouthax ismertstett géntransefer-vekiont bemofiids szeméhoknek beadiuk
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Az alibhiakban rividen ismeortejiik a lefrashoz tartozd dbrakat:

Ax 1, #bran axckat 2 fregmenseket mutatiek be, amelysket & delotdlt B-domeénne! rendelkerd VI faktor
konstrudlasingl alkalmantund,

AL abrén g pTGFR-1 vektort mutatuk be, mely 8720 bizispdr hossztadgh oirkuléds DNR, smelynck 2
pontos DNY szckvencidiit 2 3. arosneitészimt szekvencia edia meg {3 VI faltor proteingdt kédold DINR szek-
vencidt a4, asonoviidssdn szekveneidn natstink be).

A3 dbran a pTGFIS vektor! mutatiuk e, mely 5753 bdzispdr hossaindgd civkalids DNS, amelynck s
pontos DNE seekyencididi a & ascaositdsednd saekvenciio rosatiek be { 6832071, bisok g IX Hkior prote-
int kOdold 6. azunositdszdind saekvenciaban).

A4, dbran 3 pT(36hyg vekicet mutatjuk be, mely §129 bazispie hossaisdgt civkuléris DNS,

344

Az LA dhrin by seeringl eldneds kaposeldszakvencidt mudatunk be (8, azonosiidsedng seebven-

Az 3B dbrdn a rekoabindos BFVIH abraddsd ideist mutatuk be 3 6. péidiban lefntak szerint.

A D, dbnis 8 pTHIFE-Zhyp« 83 pTOFS-Y kéeds moleludirie szerkezetds sustatiuk be, mely 10698 biispér
hosszicdgd cirkoldris DNE, amelyack a pontes BN axckvencididt 3 12, éa 14, aronveitdszann sackvencifdon
mutatjek be {a VI faktor proteint kidelé DNS szekvencidt 5 13, & 13, avnnceitdszdmt szebvencian mudatiuk
be).

A T4 chedn o FVI ELISA kalihrdoids gdrhdiét mutatiuk be az 3. péidaban lolrak seevint,

A TR abein @ rekombinduy PV koscentrécidk meghstdrostsdnak ercdmsnyelt mutaiuk be, kiildnbded
tenysseetek selivictfben, 52 5. pdidshan lefrtak szerint,

A 8. Shedin homytatink « VI fakive-specifius bnmunoibiorsszeonsids vizegdlat eredinényeit 3 2. példaban
lefrtak szorint, Feolsd sor pTGFS-3amal stabilan transafekidlt 2937 sejtekdd®19-08 Kidn) Ak sor nem

anasfektdlt 293T scjiek (nogatiy kootrafl), A & O Bldr ny, seiird wslial; B & Ty VI fikior detekisiésn

fluorsszosnoidval, S350 om-as Glters

A S, Abran mutathek be a hikezelds hatdsdt ra tenydszet sefirletben, 3 10, péidihon leirak
geetint.

A, abrin matatink be a2 akdv relombindas IX fdttor expreaszitibnak alakuddsst o WpkSeegher adott K
wimin Bgevényshen,

o

A hunkcionslican keposolt” megnevesds & vekdorsak szon kosfigurdeidies vonatkostk, amelyekben a

promdter Ggy helyerkedik of 2 vektoron beltll, hogy stmuliint képes & humdn véralvadayd fadotort kddeold DNE
ssekvencia franszhripeidiat. & Lnom Rankolondhisan Kaposolt™ megnevezds olvun konfigurdciden utad, mely sze~
ring & provedier obyan thvol helverkedik of & viralvaddel fabitor exprovszall génasskvencidided!, hogy nom képes
stimpalting 8 transekedpeids

A ad” pegnevesss pofipeptider kadold DNN szekvencidre vonatkordl, mely adot esetben veretl-gs ké-
veid-anckyvencidkat, Intronokat &5 exonokat taadimaeha

A veltor” megnevezds hirmely genetikat honstrketdon (pl plazmid, 8g, romnud, sih.)} venatkoaik, ¢

£

byik megfhleld seabidlyond clomekiel tSesiiva replibdcides Répes
A mmegnevesds o Mdmed- & expresseids hondozdkea s vonatkozik
A vektort hosdor” kifejesds » Smkeiondlis DNS-ok pazdaseithe vald, stabil vagy dimenetl bedpliiéedye

vonatkozik, & clabil bedplidat eldnydsaek tarfjuk.
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Ainlibodoy seorindt géniransefor vekior™ megneverss pénterdpiira alkaloas veltort j2l8L A veltor tar-
talmazaw 8 kivant Sokolondls szelvencidha, melvek a walioriieton 381 fonertek,

Az drett” megneverds adott protely molekulaszerkezetdre vonatkozik kbevetlendl & seithd! t0ridnd seok-
réotdist kdvetden {vagyia Rinyzik az Netermindlis export-szignd! pohipeptidie),

A L promdter” megnevessy & ropeliter DS swebeenciy wmaon wégididra vonatozik, mely az BNS
polimesiat k6t gén transabyipeibiasn felel.

A talilmday seorindt gydgyaszad kéwimndny | Jevipidaan baiSkony dbslse™ az a diels, mely kezelds vagy
rasgelbads sovhn hatdkonynak bizonyul, pl. hadkooyan kezell vagy osdbkenti & hemotilia tineteit, A tordpidsan
hatéhony dézis megaliapitisa a torfileten firtay szakember hatdskdrshe tantond

A Rodol vagy Hhédolis™ 1 nukieisay seekvencia szon tlgjdonsdgic vonathorik, hogy megleleld regy-
tator saekvencly jelenléithen, & vitro vagy in vive polipeptidbe tivhaté {(DNY coatében) vagy tanszidthad

{RNS csetében) A leirdys Srichushen a2 ,,t‘i:(pye-v-':w';‘(”> ~oxprovezaive”, TEAPYERST ol iuﬁ:{;ezés & profeing Kédald

gén transekripeididra do taoszlicididrs vonatkoak,

A tovabiakban rédssieiosen brenetiik 2 alfindny

Az {1} pondban ismettetet megealdsi@al mdd sverint 2 vérsivadisl fudtont kddole TNS sackvencithos
funkeiondliran Kaposcedddd prowdier nem olvan viuspromdier, medyet ax immortalizalt bumdn seiivonalos
expresszalt, logaldbb | viusteaasrkripeids akiivild fehérje stirpalal

Az iruvortaliedll humds seftvouat oifneieen bumontglizdl vese-, hdlyag-, mdl-, 0d8-, axivizony, sina-
xom-, pelefésaok- vagy gasetrolotesztindlis seit. Mg ellnytsebb, ha ax imanortatizdlt fmmdn sejtvonal Tumsn
ercbriondliy vese-septbll sefrmazik, fogelinpiisebb, fia 393 T sgftvonal (BCALC: 154201, refRG121229; DSM
ACC2494)

Az tnorialdlt seitvonalon expreswzdl, legdddbh 1 transaknipeidt akiivald febée Tebet Shutan viras T-
antigin, BE{A vagy EIN adepovins folidrje, 2 bovin papitfomavirus koral oégidianak DNS axcloverciiin dlal k-
dislt fehuirie & herpesavives TE fehidrje, BiSaySsen ax inmnortalizdlt seft legaldlb 2, vivusteanszkripeios akiivalé
fehénét expresszal, pl. a hbéradhany SVI0 Toantipdni é¢ adenovirus B1A fehérjét {mmt & fonti 2937 seitvonad.

A huindn vérabvadicl faktort kddedd DNS seekvencigior fonbicionalisan kaposoiddd promdier oldmedisen
fehet:

£ virsprosier, armslyeket nomw stimoldl ax tmanortelizalt sefteken oxpresaadit altivals fehére (mim
vl 3 BVEE ée a OMWY

{8} bouscheeping” gacdapromdier albvmdn) &

(i) szdvetspecifikue prométer (pl 2 wmifban Bed g-antitvipseind A widinduy seoringi logeltnyBaebh
promdter UMY pronsdier (aennyiben sz immortalizdlt sejfon exprosszall, transzkeipoidt akiivald
folidrje nom stimulaba a promdten),

A alMminy szerintl vekior tovabhi olvan vivuspromdtersket hordozhat, amelyekat 8 virnstranssheipeidt

4]

alciivaby fobdrich stinaiflnak, dofonkodondlisan nem kaposolddak & vérabvaddst fidatarhon hen vinspromdter
inhet adenovivas, Rous-szarkdmarvives vagy citonegaiovius. A veltor tartalmarhst mdg | ovagy 16bb wekiven-
ciat oz stdbbisk kil srolckeids markorsk, regultior seekvencisk {pl, PFRE), sth.

A homde véraleadis fakdor az {1} pordban inmeristett megvabdsitdel mdd seorint nem korkiiozd reddon, 2
kdvetiend lehet; X fikier, VI fktor, VI fiktor, V faktor, von Willchrand fultor {v W) &5 adank.

A {23 pontban Ismeristelt eidnyds negvaldsitdsd mdd seerint a vektor olyan DNS sekvenci txrtalmaz
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mely a VI fakiont vagy musteiniét kédolia, Mig 2 rekombindns IX fikder szerkevetiley $Haldban azonos a

:

plazrodbdl izoldlt vad tipusi proteinnel, & VIT fakier rekombindos sxpresseididra i8bh, mddositoit exprosszids

kouostrekeio i elallitotak, A VI faltor fakeiondlis polipeptidisnek domdaszerkessidt tekintve az A3 (1680~
16895 an.} & €2 domeénben [Kanfinee & Pipe, Hacmophilia 4, 370-379, old {1998 ihelyezkadnek of azok a
fontos interakeids helyek, ahol a vWF.gl kilestahasésha 16p, Az 1689, aminosay utdnt hasfids Iohetivs tesd,
hogy a VI faktor Tevilion 3 vIWP-r0l d¢ kilcsduhatasha Kpjen o dltdose! rendetkend foszinlipidekkel, Azok a

VHI fikior-konstrokeidk, amelvekneh hidoyzott ¢ yWE-kdtdhelye, VI faktor-hidnyos egerekbe focskendezve
fokozott hajlamot mutattak a proteolitihes endsztdses, Cooukell VIH faktor-konstrukeiok emiSaseit kultirakon
Wrénd rekownbindng expressxididval bebizonyosodott, hogy & Bedomén telics deldeifia nem véltontatia meg &
megfeleld, VIl faltor-szerd proteln bioldgial sktivitdsdt [Raton s mits, Biochendsiry 25, §343-8347, ofd
{1986}]. Hdadisad a B-dunsdn-kddnyoy konstrokaidk megfigyell expreszseits ratdil jelontdsen mugasabbak vol-
ik, ouint 2 vad tipust VI fekiordh, o # sejtek oRNS-seintidnek omelked8sével magyardshatd {Pittinan 8
maty., Blocd RY, 2R25-2935. old {1993}, felenley 4, relombinday VIH fakiont tartalnasd készitmény van fooga:
femban {(Recombinate® Baxter Heakh Care, Kogenste® &8 Kogenate FS® Bayer Corporaticn & Hefacto®
Wyeth, Geactics Inslttute),

A talaimany {3} pontishan fanertetelt oltunyds megvaidsitdel mad szevint a VI fakior mauteinis logalabb §

)

F«

mutdoidval rendslherik we alfbby, {a)-(d) muifciok kéznl
{a) = 162, valint mds sembogey aminosav-oldaiiénceal helvetiositatitk;
{hy 2 2011, szerind mis Mdoill arminosav-oidalidnceal helvettositestik;
o} 8 2223, valint mas ssvey aminosav-oidatitnecal helvettosfieitdk;
() 2 740, arginin és 8 1649, glutamin kdxtiti B-Jdomént srgininhan pandag kaposoldpeptidde! helyetiesi-
ottik, mualy 10-38, oldmplaen 1420 ambosmv-olialidned tanalmas,
A VIH faldor szmozdstt » vad tpust VIHE fakice 2. aconcsitdsedr aminosav-szekvencidjahos viszonyit-
fuk {ax éreft peptid anvinosav-szekvencifia nom betebmesza g 19 amdnosavbdl 3liG szigndlpeptidet, de tartak
sl (WO 2984899 Nerwzethdzi Kdcedtdtelt rugi].

& s sernleges auinosev-oldalline™ ¢ taldlosdny awerint Gly, Als, Loy, T, Met €5 Pro, eldnydsen Als

mezEs 3 iohjes B-d

fehet, A nds hideodl ominosay™ Asn, The ds Gln, eftnyBson Ast A savas sminosgv-oidafiane Gly és Asp, b
nydeax Gl lehet,

A taidbedtoy 3} pootban mertotet! megvalcoitdsl mddia srerint 2 VIH fidoor muteinje logaldhb ot tar
talmae ax (¥, (B) S5 (o) ponthan hnmertetelt mutdoidk k2, olfayisen az (@) &¢ (b} mutdeidk valamelvik&, eg
2l6nyisebben valamennyd, {2}, (b)Y € (o) ponthan felsorolt purdcist, Kilinteen oifnvis, I o mutein 3 kvetke-
28 routoiokat fotalvarsyy VIG2A, 820K & V22238,

A DNS szekvencis, mebvet o talabmdny szerintt () pontban famperetett vekior foglat magdban, a TR,
GEO32A &y THH63A nutdeidkksl rendelkesik, ameolveket sz Sveft, vad tpust VIH fakior I asonoaitdsadmi

DTS

NS szchvencidjahoz viszonyiuak, Eldayds mepvaideitdsl md&d seerint & DINS azckvencis 8 TORISU ceendes
mutdcidt iy tariaboaess (onnek s2dmozdedt o ae dentt, vad dpusd VI Gktor DNS saclovencididhor visanayie
juk).

A maldodny 33 ponthan lamerteted megvalosiidsl mddia syerint egyvsbidut ellmyds, ha & VIR ke
smtginge & () ponthan lpint omtdoidt tartalowarza.

A ldlmdny szerintl expressaide rondezer egy egyvedi VI Sdtor-munteint atkalmaz, amelynek a2 (a)-e}
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pontokban ismecrtetelt pontmiSeidh mellett résalegesen vagy toliosen hidmyeik 3 B-doménie; cliénydsen an
RT40 8 R1649 pozicidk kilzdtd B-domdnt jellegantes, srgininban gaeday audnossv-taviaridval helvettesitik, a
{dy pontban leiriak szerint

A talélmany szevint an , avgininban gardag™ Kifciends a2t jelentl, hogy & téviard logaldbb 3, eldnyieen feg-
alébb 4 arpinto-oldalldncnt tutalmee. A TogelSnyiseht megvaidaiisi mad szerint 2 vied g vad thhusg B-
domén legaldbh 8 anvinosaviabd] Spdl R, melyet egy varidbilis domén § aminosavia kivvet d, ax 5A dbrdt és a
9. azonvsitdszamy szekvencial).

A leint B-domén-mddositicokat tavtalmard koostndicidban @ affnlolt vWT kidhely valtozatian marad,
fgy megeltzhotd a spahresdlt VT faliwr awonnall proteolitiius emészididdss 2 Mpkdaegben vagy késdbl, a ke-

el paciens véréhen. Useka trorabinoal Winidnd hasiias specifikos akiivald hatdedt kbvarfen valik e 2 VIH fake

tor & VATl Az eltyds VI ket kided ¢cDNS-1 pll 4 OKE Frapmentem Sssetlioszidsdvel konstnsding,
az 1. péidshen Iofriak szering.

A talilmdoy (3} poothen izmertatett negvaldsitiel moédia veerintl proteln tovdbbi N- vagy Cotermindliy
sankvencibat tartalazhat, nem korldtozd fetlegge! rastalonanbaga » termdsacies sxport-szignil-peptidet, {mely

g 4, 13 & 13 aconcsitdszdned sackvencidkkal jellemwett proteinek ~1948l ~l4g teredd aminosave

seskvencitinak felel meg), annvk Hagmensdt vagy analogiit, mesterséges peptideket {pl.olizo-His olnkél), v,

A VIH Siktort eapresszdfd legelnyiechb vektor & pTOFEL, melest 3 2. dbrdn wutatimk be. A veltor
DNS-szeborneidia @ 3. azonositdssdond asckvencidn mwtatiud be, € tariabmazen sz smiftett § mutaodt {a
THRSC.GHI3TA, THH6EA ds TERISE nuteinek, it TI2VTC, GAGRRA, TH724A & TERTICY & sgy DNS szek-
vencidt, mely & B-domént kapesold, §. ancencsitdszams saekvencian bemutatott, B-domént kaposold szekvencist
kddolia}, & ¢ 4. azonositdssiml seekvencithan Shrdzelt VI faktor-mateint kédolia.

Tevibbi legeldnytisehb veltorok & pTGFS-2hyg-s & pTUFS-3, amelvek kdzds molekaldris szerkezeiét s §
dhrin Shrizolfuk.

A 12, azonosfidamind szekvencidval dbrdenlt pTEEE Thyp-s osak & TERISC caendes mutfeidt tartalmazes
Ennek eredmsnye :a)%yan VI Saktor-mstelz, mehosk Bodoménidt ¢ D azonosiidszdmd ssekvencibvel shedsolt
kapescddpeptid savbeatiudlia, de nem olon ovabbl viltozdst ax cladidleges fehdriosrerkezethen a 2, azonositd-
szérl srekvencidn bowmriaton vad tipusd szckvencighor viszonyitva

A pTGFES veltor, melvet 5 14, szonodidasimd wekvencis dhrdnad, 3 TARSC, THE68A & TERIGT mutd-
sidkat tavielmezes, melynck eradmdmeckdm {a 2. amcocsitdestmd szekvencidhor viemsayitve) a VISZA &
V2223E amincsave-szubsztitdoidkst tartalmazd VIH faldoromutein f8n Kie, & fort bmortetadt B-domén-
szubsziinteid meliot,

VIH faktor ol0Alltsn sordn a tenyésosds von Willebrund fakior jelenidtdben Wirtdndk. Uidbbit elénydsen

10-100, még eiduyischben S0-50 mol menayviséghen alkalmaeruk, 1 mol VI faktorea szémitva (3 tipkdregben

Safvagy a VIH fakior oidatdban, & theiiids off

& taldloday {3) pootban boertotet! eltnels megvabisdds! madiy seerintl véraivadast nktor 3 IX Bikaer
vagy anmak mateinge, «ibnyinen az 5. azonosiidexdonl srekvencighan dhrdzolt vad tipust IX fakior, Megfelelt
sopteinek példdnd & ¥X fakior pontroutdl & coonkeolt alakial, logeldmytiachh expresszids vebiorsl « FYGRGIE &
FTG35hye, amalyeket sorvondben 3 3. S5 4, abnin nistaiunk be.

¢

IX faktor oiSAlEAs sovsn « tenydsztds elthvrtsen B vitamin jeloniétshen windndk, mely §1-100 pg/od tip-

A N

kdzeg mormylsdzban, mig oifayisebh, ha 1-20 prdel tipkdrer meonplsdpben van jelen,

P
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A taldlmdny (1) megvalosiidsl mddia szering oljdras tovabbi Idpdsel szering
{e} & (b} ponthan izoldlt vémbvadast fukiont taztithak és/vagy
{dy a {b} pontban tzoldll & () pontben Heatitott vémivadasi Sakiort virus-inaktivicide kezelésosk vetjith

ald.

Az alkalowas satitdst Kpssek koad tartoznsk olyan e.!rjéréscsk, amelyeked] lsmert, hogy maviuali

nagy Gevlasdgd, stabil &8 erdeen akifv termék helothezését. Valaamtbats tsztitdsi efiardsole lnnmnatiinitds-
keoruatografia, anloncserdid-lenmatogrifia, néreskizdrisos kromatografia, sib, valenint ezek kombindeidi. &
vérabvadast fakiorok résaletes tsatitiel protokoljait fmmitn vérplasmstsl pl. 2 WOISIO593. nemzatkdzi kdezd-
idtelt ivat, az EPOBIISAT surdpal kiwrdtételi frat, 3 WOMD8E3/96, soa 15140/50/96. nomuzotkded béumétdtel frat
ismertati

tzek a tisziltssi protokoliok konnydszerre! adaptiibaidl g rekombingns VHT &5 IX faltorok izokidSsa sordn
felmerllit specifie kivinatmabhor. A IX faltor Hemiicdra bevezstett hatdkony protokelf olsd lpdse ammdni-
wm szulfdtes precipiicdd, melyet DEAE & HIC tentacle”™ lromstogeifia, valemdimt bepanin «ffiniids

Kromatogrifia kdvel {SR19909, Amerikat Egyesilt dllernokbelt taliinmdny).

<

A Hsetitort proteln mennyisdge ¢e akiivitdsa 3 tsethist elidrda sordn &5 ant kdvetSen FLIBA & koagalacita
vizegaiatial kbveihetd

Annak drdekeben, hogy legylznth 3 forided dgensek okoziz kontamindeidd » Huetlicdt predelnminiban
vagy a termékben, melvet Kézvetlentil a szebretdl rekombindns proteind tarialmard sejitenyésest fehithisndiabal
ayertitoXk, utdbbit ds'vagy @ mintdkat vius-tuaktivicios eljdrdschmak pl. hikezaidanek vethetitk ald, mely lehe
szavax vagy folydhony dllapotban wrténd hikewelés, vagyi anyagokipl. protedz-inhibitorok) hozzdaddsgval VAgY
andletil. A vives ~inaktivaeion Giabd tsatitdst folyamat kavetheti, mely 3 vegvi asyapok eltdvolitdsdt osforza, A
WOLFIONO? nempetkizl htnzdtétell frat srerind andon ~kromatogréfids eldrdssal wérplazmibal ayertek nEZY
Hentasdgh, vivusinaktivalt VITT fabtor-proteint. Tovibbi elidrisokedl is boszdmaltak, mebvek segitedgével vér-
plazmdhd] vagy mds biokiglal orrdsho! nagy Hsrtasded, fertlindsmentes alvadasi faltorokat lehet elfdiiant, &
Bipiddef bevont virusek hatdkonyan inakebvdlhatoh gy, hogy 8 potencialisan Sorifaf anyagot hidvofoh Bt ké
pozd, kidiaisor rendeserrel kezehitk, maid 2 vizben dbatinn rdsnt eRdvoli tuk. Kiegdsaitésként, a hidroféb
fazisoa Rezeléssel egy 1dfben vagy am kGvetlion nemionos biokompatibilis detergenseltkel ée dinlktl vagy
telalictl- fosafitokkal keasthotiik an anyagel (WOB6369/98. semuetkial kizndtéielf frat, BFOIIIITH0, aucdpat
kivrodtdtell frat, 6007972, Amerthad Egyesilt dllaronkhell szabadaimi frad).

A see-lpid bovenatd vimeok feaktivicits protokolla szerint a virest neminnes detergenssed keelik, majd
SU-85"Con ndhday drdn & hdkerslik (WO 783494 Nempetkded Kdazétételi frat).

A fontt eredmdnyel (Warsben dgy tinik, Togy 2 homdn seivonalon alapuld, hatéhony protein-expressaid

e

rendazer, a polenciSlisen voszdlyss infkotds agenacket tnakivals slifnizokkal koodindlva Muionsigoven &

(i!

vok oibaliidsdea,

egyvacerien alkabparhatd relhombingns véralvadist ko

fR

A wlilmdny sserintf (8 porvban leverstelt megvaldsiidsl mdd kivald VIT faloor mutdast hlztosit, mely

iehet gyégydenatt Résziimdnyek athostia, alkalmazhard bemofia kezeldadre sxolgdls gydgyszerek ol64ifsedra

Sz hemofila kezeldsére stkalmag eljdcdsokban, » rlilminy szerinti {111013) pontban xmertetent megvaldsitisi

v

madoknak megfeleibon. & feot] gyogydszatl késaflnutmyell & gydgyazerek teripissan hatékony dozisban tartad-

7

mazhatidk 8 VITE falinet, pll SC-568 g dzishan, ahol 200 ng VI fidor § Nesoretkdzi Egysdgnek (NE) felel

2. & benofilia Upusdiol figeden a plolens &vi bl mint JO000CNE VITT faktort Kap, mehvnsk beadésasa he-
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tende epyvser vagy hdhwer kel son

& gylgviszat hdealudnyek, gydgyarerek vagy preparftumok, amelveket ¢ {113-{13) pontokban isosrte-
tett megvalosiided mddok srorint hemofilia kezeldsdre szolgdld olisfuiook sorsn alkalmasunk, terdpidsan haté-
kony dézisban tartalmazzal a {§) pontban smexieielt megvalSsitdsl mdéd searintl VI Sakice-roisiny, vagy a

{9 )pontban ismertetel! géntnsafor-viktort, Blded tartalmarhat még pydgyiseatilag slfogadhaid adaiskanyager
8 8 3 Yag

&

X

kat, pl. nondn sedvumalbumint(HSA), olfavisss K 1 mghal mengvisdpben; szarestion sédai, pl Catlh s, olé-
aydsen -8 il awminosavalat, pl oot Rados, Murtiding, olényvoeen 0, 1-1M rdennvisdpben andnnsavanksa;
diszachandokat, pl ssachardet de/vapy wehaldnt, elénvisen 0,413 mennyiségbeny szerves sdkat, pl Na-
cifrdtnt, elfnyisen maximwn 30 oM menoyisdgben, st A Készitmmdayek vizesek vagy penevizssek lehemel,
wichbi esetben {5 komponensiik a gliverin ésfvagy polistilén-glikol {pl. PEG-30G). A késxitmény por alakd is le-
e, ox esetben & beaddst megeldstion fololdandd 2 mepfelelt olddszerben.

A fontiek &richadhen, a raliimdny (9} pontidhan inmertatett megvaldsiiasd mdd szennt génivansefervoskior
1§ lehet

Gydgyasaatt kdwitmények alkotdelense, alkalvazhatt bomofiila kezeldsére szolgdld gydgyszersk ofdalii-
Nsdra &5 hemofilie keveltedr alkalmay efidrisolday, & widimdny (113-{13) pontidban fsmenoieit megvaldaltast
mdd szorind. A gydpyaseat béeeiimények & gydgyseerek tovabbi, mepfeleld matrix komponenseket tartalmaz-
hatnak, pl Hpideket vagy hormuonckat, 3 WO 4914700, nemretkdel kdzastdiel frathan lefriak saoring, s hic
valkozds Gidn & kiinoids roadt képeel A géotansefer-veliort, vagy @ teldlminy scovintl géntransafir-vekton
tartalmand  gydgydszall késoltmdny vegy gyvdgyvszer beadbaié ovilisan, intravéndsan, inramuszhuldrissn,
szubkuridn, helyileg, nydlkahdniyvin kevesssitt (belodrive w s24]-8&8 orspravt) vagy gsndeyd dtjdn. Ae crdlis bojut-
tatds (pl. mibvonizalt hormondisepersid formdidban) oldmyds,

A {5} pontban ismerictett megvaldsital mdd specintl VI faktor-nurteln oldnytsen megfeiel a (3 ponthan
smortetelt uteinnek.

A tovabbiakban a VIR Gklormuteln standacd rekombindos sddsrerekkel Allithatd 018, pl. egy vlyan ofjé-
rissal, macly sxerind

{a) gandassitel tenydsatink, melyet a {8) pontban ismertstent vehtorral transaformaliunk, $¢/vagy tartal

g

e & {7 ponchen irmerteledt megvaldaitdel mdd szerinti DNSA {22 ninpdan fogldis fnmortatizil
emdn sefvonal tenydszitadt is, meby sicbilan exprosszdt logaldhb §, vinotransekeipoldt aksivild fo-
héridt ¢ olyan vekiont bordoy, amelynek vémstmmezkﬂp<:éé&; promdiere Srokoloniiisan kapesolddik a
hurain vérabvadasd fakiont kodold DING seskvencidhoz & shof a vivusprovodiet logaldhb i, ving-
transzkripoity aktivald fehédge stmulalia); &

(b & 19pkduegbdl tzoldfiuk s véralvaddal fikiont,

A megfeleld immorializal huoddsn scitvonalakat, traisehripoidt skiivald fohéridket & vionspromdtershet az
sifodckben ismertettk. Ax bwmortalizdh buosdn seftvonal olnydsen 2, vivestrnssbnipoidt altivilé protent
exprasszal, fegellnydisebben a hésradkeny, SV40 Toantigdnt &s adenovirus BIA proteint. As olideds résadt ke
pesheil tovdbid az ¢libbickben ixmertatett tisaitds (o) ée vims-dnakivasid (d}

& kereskadeln forgelomban kaphasé 2937 sejtvonalat (BCACC: 1a201, rofl 36121229) letitbe holynutiik
s DMBZ-aél (Deontache Surmalong von Mikroorganismen und Felikaltwen Gudd, Mascheroder Weg Ib,
38124 Brawnschwaig, Deomany), 2001.02.208n, & sz 3 DEM ACCI494 Jetét szdnot kapta

A tovabbickban példiken horesett Sluseirdind o taldimanyt
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£ példa: VT faktor kidnozdsa: a rekombindns VI faldtort kédold szekvenciat revers ansakeipeidval Al
totigk ol egy wijes humdén hepatosellalinis RKE késalethél, Bar kévetben 4 Fagmenst (12, 34, 346,
Fi¥stmndard POCR-1 mz-;pastzké‘tmk olyan lncinditdkst alkabmazve, amelyek restrikeids helyeket tartalmantak,
A X4 & 56 fragmensek Ssseeillesatsére a pBSFVIHYY plazmid SomalSall fragmens$t tompa végesl a
PREFVILSs ;riemmd Sall helydre inszertdltak, fgy a PREFVINY/S plasmidot myertiih. Brautdn & 36 fragmenst

Goy allftotiak <l bogy a pBSFVIG plazmider Xhol/BapHl &s részben Alwdd] enziromel emssrtettik, Bat &

i

fragivenst a pRIPVHIY plasnddbdl setomand Pal/Alveddl fragmenssel egy épdsben 2 pRSFVIILZ yma'fmci
vektordba Rohuk, Pl & Xbhol ovimmel oméseioniik, endlial a pREFVIIVS pleemidet mnniik. & 7

fragmenst dgy Sottuk ¢if, hogy o pRIVITITR plazmidor Rmal & részben Myva 2681 encimmed emdsateititk d¢

eBSFVIHLAS veltorks hodlted, amit Xhot 8 Mval 2681 enzimmel basitothuk, midital a pRSEFVIIA plazmddot

ayertil, Vigil a pBSFVHILE pleamid Smal/Xhol fragmensét tomps viggel 2 pTGOPGRET {Gotagene) vektor

Sall hebyére tnseertiliok (@ vekior o8dlitasdt o PCT/EPGYOI 368 nemuzethdet bejelentds smertetl} &5 v mddos
2 homan VEHI faktor pTGF8 eukarifta sxprosszide vekivedt nyertitkdld. av 1. &6 2. 4brit). Ba a veldor kddolia «

VIGTA, SI0TIN &5 V22238 montdeidkat tariabmand VHE Hiktormutems,

3. példar a IX fakior Kidnowdsn: 2 pUCES (MBI Formentas) vektort Xbal enzinune! eméssiottik, Klcnow
enzinmmel kexelthik & Giralipdhnk. Fet ax Nhal deletals veltort FcoRJ enzimanel emésaienik, Klanow suzinuuel
kezeltdk ¢s Giraligaliuk anuak drdekében, hogy as FooRT bebvet delewdlink. A vekior Sacl helyére Xbal kiitdhe-

fyvet inszertilomk dgyv, hopy a vekiwrt Sscl-ol emdszisulk, T, ~DNS-polimerfizzal kezeltik, alkalikus
foszfadzzal defosaforiidhiuk &s CTCTAGAG seckvencidjiiBiolabs#1032) Xbal-linkevrel ligaluk. Bzt kvetden
mdg egy Xbal helyat loswortiltunk Sy, hogy az Wonnan clbailiton vektont Hindl-al emésatertitk, Rlenow ene
zimmel kozeltik, atkalthus fosafatdozad defosafonilaitek &5 TPCTAGAQ sselovenciafd Xhal-Hokarrel {Biokabs
#1032) ligaltuk. Bat a vebtort pLiICHY Konek neveatiik ol

Annsk dedokdben, bogy @ phGFP-383T {Clontesh} vekiorhan jelenlevd Xbal helvet megsormmisiistik, 2
vektont Xbal eneimme! erodvriettil, Klonew snzimmel kezelitik $s diraligditdk, ami a pGFR/G velduet credmé-
ayezdy, Utthbit Miud eustrome] cndsztettiik, Klovow enslmmet kereltik maid BamHl-ol omészictiik, szt kve-
then pedig egy 2.3 kiloblztap@rhd! M6 fagmenst izoldftnk, mely 8 GFP gén tanalmanta, A fragmenst a
pUCIX vekior iShhsadeds Kidnoné helydre lnszertdiiud, amelyst Salf cozimoros! somdsxtentiink, Klenow ene
zimmel kezeltlik, majd Bam¥ cozlmmel smdszistilik. A keletkezett vekior 3 pTGPGT nevet kapis,

Az wldhbi oligomikleotidolat (detadion) PRE-S-GGO GTA CUA GOT TG TAG CTA GAaA CAY
CAT GTT CTG GOA TAT CAG CTT CET AGU TALG AAC AT ATG TTC TGS TAT CCC-37; 16 azond
tdszéet sxckvencia) de

PRE-AS{ -GG GTA CUA GAA CAT GAT GTT CTAGCT ACEG AAS CT0 ATATEC CAG AAL
ATGATG TIOTAG CTA CGA AGL THG TAC CCE-37 1 gronosiidezamé seakvencia)

Frbridiadliv, kindueal fosaforiliek, midlial o PRE(GS) inszevtet nyertiik,

A pTGEGY vektort BooDIOH coxinmel eméozientik, Kivnow enzimme] koseltil, slialilus fosafotinzdd
defosefirilshuk, waid & PRE() nanerttet Hpditnk, and a pTGERGS vekiont eredosdivvente.

A pLUICTS vekiont (MBI Formentas) Sall-ol eadsziotitik, Kienow enzirmmel kozeliilk, alkulibus HHezfaidezal
dafosfoniidik, majd 2 GUGCCLGT (Wiokhbs# 10435} seehvencidis Noti-linkerrs! lipdink, ami a pUTION
vekior! eredosfoyente,

A IX fakie oD hunsdin mdjenit-oDONS-BE {Clonteck) amplifikdink, K& olyan indivdlincot alkalmaz-
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tunk, amely lefodie o IX Saktor nyilt leotvasdai fAzisinak start-da stopkodonidt. Ennek eredményeképpen 1387
bp-bat Q6 fragmens kelothezatt, mely # telies Jeolvaatsl fibt tartalmazta, & kidnozdst meghdnnyitondd, a2 in

»

dittlancok végdn volf egy TeoRY (octvasdssal megepyezd) & egy BamBileclvasissal ellontdtes) restrikeids
hely. Az amplifikalast Pwo DNS polimenizeal {Rochringer Manoheim) végezith, 50 1 reakeidtérfogatban {10
mM Tris BOLpH 8,85, 23 o X1, § oM (NH)y Sop 2mb MeSQy), 30 inkabdeise cilduson &, 66° Ceon 1
pemig, 88" C-on | perig, 727 Chon 2 percig, mafd egy vsgsd Kiterjosntdsi iépda kovethenets, 72° Con 10 percig.

A reakodd tormdkett 3 pUCTY veltor BooRE & Bana¥T rostrikeids helyelre Hgdltek, maid B coli DHS-w

wrashe tonszformdiivg,. A pozitiv kidnokat asclekidiml, 8 sxekvencidhat roindiél véy inydhd! cikiusos
seckovendidssal (Amerhay) igazobuk, jeldbl Mocindittkkal QRGO & auwtomatikuy ansdizisset a LiCor

szekyondld rondszeven {(MWG, Riotech),

Az alibbi ncinditdhat alosbmazisn
GOAATTUCOCARAGOTTATOGUAGCGCGTGAACATGATCATGOC (eotvasassal mogegyverd bamvd; a
18 azonosiiGazdn szekvencia)

COOGGATOCATTAAGTCAGCTTICTETTTTCOOTTAATOO | asdsssl ellontéios irdnyd; a 17, seonvsisd-
szamd szokvencia),

A human cDNS-kdayvibd] fecldit IX humén véraivadésl faltor nyfls lovivasdst friedt tarmbonzd, 1,4
kilohdzisparbél 316 Fragmensét 2 font eltdiliton pUCISN vekior Pstl helyére inszertdlnik, majd a vektort Pstl

mimeve] emdszteititk, T-polimentzant keveluik, S alkalikue fosafatdzzal defoseforiliink. Az foy kelotkezst
PLICIOMLFIX veltorbal, HindiE €5 Not? enzirane! végeett kettds emdszidssel Kivigtuk a humdn IX faltor nyflt
eolvasdel fiziedt iartalmasd, 1,4 kbp-bdl 31 Gregmenst,

Bzt s fagmenst Bgdltuk a Hindl ¢s Notl enzimmel Mtazeresen emdezteit pTGFGS vekior 4,3 kbp-bsi &l
18 Tregmenséhes, a2 3. 8brio bemnutatolt pTGPGIE vekiort eredményazte. Uédbl sldnydsen alkatmashats IX
faktort kGdold exprasseits kaetta bejultatisirs a sejtekbe, &5 a 6, azonosiidenimé seekvencidn muiativk be.

252

Ipehla: fehdnidt exprosssdlS nmdn seivonsl:

Elénydsen a 8AZ0 (ECACC Ref 961212295 sejteonalat alkalmazzak, mely transeformalt humidn smbrio-

ndlis-vese-sejtvonal {293, BCACT RI55120602), & sishilan exprassedlin ax SV49, .'zs{’ﬁsérzé&my T-antigént [V

fembrane Biol, 132, 3%, ofd. {1996); Gone 156, 235, okd. {1995); PHAR USA 91, 12783, old, (1994); Phitgers
Axch. 427, 136 old. (1994); & Gen. Plyciol 169, 307, old. (1894 BicTechuigues 15, 308, ofd. {1893}, Fesnii

seftvonal 293t:A 18000 (Mol Cell Biol 7, 379 old {1987)] & 2937 meven s howxzabirhetd, Bat a
spiidihmszentl seitvunalat egy sor furdicionstiy expresseids vicsgdlathan sllabuactdk & Ggy Ak, hogy nagy

menayiséghen termel rebombintny fehdéridt. A sefteket T o ghitamdnnad &a 10% FCS-of Sleftort DMEM tép-

kzeghen hoydsailc, A IX falcor hatdkony termelidssénel érdekében a tipkdregher 100 ppind K vitemim
adagoibatunk (3770998, Anerikal Bryestit dlamokbeli szabadalmi rat),

Anxak drdekigben, hogy 2o expresseéht pa%ﬁpﬁ.ptid tisrtitdsdt epyszaribhd tegyiil, & seiteket megfelell ki
cpdsnitdket tarialmand, sadrume-vagy fhdrjementes kzepben tonydsathetiik, Mabilitdsl okokbél & VI faktor
sxekreialdsy & dipkduegber vWF jelenididben thridntk (3198348, Amerthal Egyesill flzmokbell seshadalnd
irat}, de fetridk Hpoprotomek, fosziolipidek, polighkolok, myomelemek, beparin, nemicnos felflatakilv anyagok

‘

&5 cikdodexirin boszieddsdt fv (EPORFOTH. curdpel hluadidicli frag, 3OTUR40., J108349, 587184, 3378612

erikal Egvesiilt sllamokbell szabadatod iz, BPR8T2487, surdpad kdsediétell frat, WO IS804, romactkdsd

kGrudiétels wath



£

A Ve VIR FRWR »
L z > < e

b * axsy  wSs x

AR * » L] x
XA RS dR XRR e

<

4, példa; 2937 sotek tansefokeiiss o dimenetl tormeiSse Solehdben

.

Fonfhedlé 2837 sejicket Kis slirficdy mellett sedlesntiing 10 onves codazékber, 6 mi DMEM ¢ 10%PCS (10
wp/ml K vitamin » FEX el68HiRdsihos) kizegéhe, a transziokedd <l8nl napon. & wanszfekeidt nagyvonatakban
T,2745 ol (ISR A VI fakeor

cifaliitasdbor 12 pg pTOFS-I plaemidet a IX fakior oibdfiftdsdhor ugyanannyl, pTGRGS plammidor

Chen & Ukayaron fltad Dhrovretett ofirds svorint vigeaik [Mol, Cell. Biol

wrassaiokiditunk, § oxdval & tanseitkeld win az iuszrdlddon pkdzeget fissre voordlil de « feltiltszdt &

&

ausziekeldl kverd 3. napon Gsszegyijinuk ds tovibbiinztitottuk vagy tovihbi tisztitds ndld BLISA-vagy

yger

wagnlometrids vizegdlatuak vereniik 18 (34 ax §. &y 6. péidakar).

3. példa: FI & PV koncontedeidttonk meshatirozdss BLISAqvad

X ki A hundn sekombindns 1X Sltor-saiotehal o trangefelaglht 2037 seiteX foliiszdidban, ELISA-
val mértitk. Bafogd cllenanyaghdm keoske-anti-humdn-IN  fikior-poliklondlis cllensmaget alkalmaztmk
{Enzyme Revesrch Leboratories), Vdamennyt inkubactd parasiint bumedban, 2 dvin bereszi@l, 22° Coon 6ridas,
A Tomescket {Trvney, avnston-4) 180 xvm 8.8 ug/mil sotitestet atalmand bevondpufferrel vontek be. Az s
mertatett kdribmények mellett blokkoliam nincs safilsdy, 2 lenmez ndgyveaent mosdss {Encors 2000, Merek)

§,1% viv PRS- Thvenn oldattal elogendS anemspecifibus klesduhatisok hlakkolisthoz,

b2

Az egyes ¥péseket kbvedon a mog nem ki fhérjdhet mosissal thvolitotk of. Mindegyik mérdheiy-
hez 10 pl 10 oM PSMF-f & 10 gf 6,11 M nitrhun-citeiint adbunk. A mintdk ¢ 2 standard {human fastor 1¥,
house standard, Ovtapharna) higitdsait difucide pufforel (HBS-BSA-EDTA-Tween®) végeattk, majd mérdle-
iyenkdnt 100 pbayi wérfogatban inkubdlnk. Deowekidld antitestként peroidizsal ol keeske-anti-FIX

polikiondls sntitestet alkabmaziuok (Enzyme Research Laboratories), 1 ug antitestimi dilucids puffer konosnt-
ricicban, majd inkebdlnk, ndrbhelyeaként 10 gl defopathan, Ssubszivitmdksnt mindegyik méedhelvier
130 ul ABTS-1 (Boche) adivnk, £y 142 Sz onidve 405 me hulldmboswsznd] olvastek ke o kolorimetids reakeid
erodmdnyél. Az seedményehet @ siandard honcenwdoidk Mogvinyshen mért abezorbaneia Hoedris regtessridia-

val seamoitottek ki, fv a2 «labhd @azatban Suszepeastiic

Seitezdmifmdy FIX -konceniniedd (ag/ml) Alvadasi 1d8 ()
2,821 3 43
8,y X 7
Mormél plazma: 3739«

Fi¥-hisayos plazmar 137140 s

VI fakion 2 bumdn rekombiodes VI fakiorszinteket o transefoladlt 2037 sejtek wpkdzegsben ELISA-
' hatdroziuk meg, befogd andltostién affinitds-timiton polikondlis barany-anmtt-FVHLC-késaitoxdéayt {FR0-

FIA-C, Aflinity Bhologioadd) alkalmazinad & lenvezck bevondsa 7 drdndy, 22°Ceon, paraciion kameihan dridat.

A Jemezeket (Dynex, Inmoakas4) 100 playd, H00-senees Mgidad antieste? analmazd hevond putferrel {38 mM

v

&,6-08 pH-H nétror-karbond) vonbad be. A fomerek négyarzert mosdsa {(Encore 300G, Mexk) mepfelelion

ek
Blohkola 2 nemapecifikus Mlosinhatdsoloxt

Az sgyes Kpdseket kivetSen @ meg nom kit fehdridker mosdssal yotitottnk ol 48 dea lnkobdlds utdn

X

R

mindegyik mérdhelyher 100 jdayit adtmk valamenmd pkizeg-mintdbs], amelyeket ¢ kildubdad, gTGFS-3
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plazotiddal ctabilan tansefeladl, 2837 Klaokbs! nyertiiok, A standacd FVIR higitésakat {house standasd,
Octophuema) dheidsy poliorrel (HRS-BSA-FDTA-Tween®) végertik, & a}ér{*,‘nai} sut [00ulnyt efugat-
ban indeobditnk, A detektdlset poroxiddzanl jeldh polikdondBs aatt- VI (F8C-F D, Affindty Biclogioals) slien-

anyag eidregydriolt highdedval végeziak, amit mérhelvenként 100 playi téri:'cgaiban &3 perore inkublitunk. A

, Ny

kolorimetrias reakeidhor § g O-feniléndiamin-teblettdt {P-6912, Sigma) kis id8vel ax alksbmazds eléit 12
pufferseubszirdtban oldothmk fel, mugd kicgdeeitenik 12 .{;si. 30%-0s Widrogduperoxiddal, Az cldathd 156 wi-
nyit adtwak valumennyt mérbhelyher, stithen 10 percly takubilink szohahdmeérséiioten, mald a reakeidt 56 @l
3.3M kénsay hozzdadisdval valamenoyl mérthelyen lediitoitok,

x

Hzatdn clvigestik a holorimetrids leolvasdst MEX Keader-el {Dvnex), 490 nm halidadosszon. AR red-
ményveket & standard koncentracidk fRggeduyében mért abszorbanciy linedrds regresszididval saanmdiotuk ki (7A
dhra) &2 g 78 Shnin tamerietiik.

&, néidas o hurmdn VI € IX alvadas Sctor aktivitéadnak dotchedlasa:

A tamdn rekombingns VHE faktce alvaddsd aktiviidedt a 3937 sejtek tonyéazcidnek Telilesdidhol(a safte-
ket kalchun-fosziitoy precipitilissal, pTOFS-1 plazmiddal transafekidituk a 4. példdban ivuertetelt médon) «
Kvetkezlkdppon Hetdnh

Az alvadisi ahtivitds vizsgilata parcidfis tromboplasetin 18t vizzgdls elidrison alapult, melynek sordn
manualis alvadiel esakde (ML-2, Inctrumentation Laboratories) alkatmazdssvs! cefatint {fosefatidibotanolanin)
sktivaltuok, Taoukmanyords caljabal 100 o) highaten felfiiezdt a transefeludl 2957 sejick KSzegshdl, 100 g

faktorhifnyos plazmét (Progen) €5 100 1 cefalint (Iostrumentation Laboratories) § parere 37°Coon inkubaliusnk.
Az alvadis folvamatét 100 pl CaCly hovadadisdval inditottuk o, mafd Ssszehasontitotuk a minta alvadasi idejét
3 nomodl plazmédval. Ax eredmdnyeket az SR dbrds Ssszesiylik. Lithatd, hogy & foliliazd seitiet {a pTOFR-1
plazmiddal transefelndl seitekbdl) o normal plasmédhor basonld alvadssi aktivitdesal rendelkentek, mig @ nem
teanszfekidl seitekre olyan éeidket kaptunk, mely sepfelel VI fiktor-hifinyos plaznsdénak,

A X fakor alvadasi aktivitiedt basondd vizsgilanal hatdrostuk meg, az eredményeket ax 5. példa 1éhldna-

taban mutatfuk be. A 10 dbrén ax oxpress2idt dlwdaoliok o K vitandn jeleniétének Riggvényében,
7. példs: virus-inakiiv
A virus-tosktivacidt & 6007978, Amertial Egyestlt allamokbell sesbadalmi frat alapide végezitk, mely

szerint potenchilican fortted fehdripoldathon keverdsse! ax aldhhi hatdanvagakat adtuk:
Lo8.2 md Tween® 50-at £ 0,06 mi TNBFA 19,74 mibayt oldather, vagy
Z08.2 aed Tritos® X-1D8-a & 0.3 i TNEP¢ 198 mb-nvi sldathos
Az il s 3. készitményekher | ool veimsolalat adton, majd 1 drdn keresantil, seobablndrsskisten intenzi-
von exirahdlak.
Farisszopardchd vigett mindkdt héseimbnyt conrifugiltok. A fertded jelleg vizsgilatdra 3 vizes fhaist

kb soronr | mi-oy nainsdat vettiak.

palda: VIU ¢ IX Sldon stebilan sxprossedld scitvonalak Moehosdsa oidovdsen n pTGFR-1 &

pTGFGIS vakiorokat alialmazak, melyek xerrendben 8 VI 68 IX fadior emidssaitekbe tindnd expresszitidra

atkalmay konsteekeiokat tertalmeznak. Annak Srdekében, hogy stabifan transzfokiall seitkidn seelekedd

yé tegylk, higromivineB-foszfotranszferdzt {& TE-hyg, Clontech HindDEMyve 12601 Dogrmenduma)

szublddnostuk az Smal-es helyre, mely mindksr wobiorban megalathats, Az fgy ofdalliton konstrukeisk

i

¢

{pTGFS-T-hyg S8 pTG38hyg) oisz halyrethen analome

b bumdn VI vagy IX fiktort 1640l exprasieids

A
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jk;azett’sik;i‘s, valamdint egy OMV-promdters! ée SV30 polindenilictds szignallal opyitt, §v a higwowicn-8e
oasforanssfente exprosseide kazetpdt, HEV dmidinkingzpromdterrel $5 HEV timidinkindz-polisdenilicise
szignallal gyttt {14, 4. abra), ‘

A pTOFS-Qhyg-s & pTOFE-3 vekioe (5. Stog, 2 12 &8 14, amoncsitdszdmn szekvencia) s pTGFS-Thye
szdrmnzéka, amelyben & V1624, S20TIN, V2223E (pTOFS-2hyg-s) S 8201 1IN {(F'TOFR-31 pontmntdsidkat vasd
tipust seskveneidra meverthluk POR~dependens slitoiesal, 8 QuicdkChange® protokollt (Stratagene) alkslmazva,

A viralvaddsd faktovokat kédold seelvencia biemely més, vilasziolt génszekvencidval helyetiesithet
HaeR & konstrukeidh ehetbyd teszi swabilen  expresszild sgitvonalak  ofdalfitdsdt  Kalolumfoszfitos
ransafokeidval sy out kiverd seelebicidval « higremichresisstonsidea, Réadasid apiu-moo& progeszisrons §
zékeny slemei{(PRE} is tartalmasnak. A pTG36hyy vekintral végrelt tranziens ranszfekeide Kiséeletel sotdn 2
tenydasté kzeghen mililtercokdnt kb, 48 np akifv IX Bkior termeldddt, mely BLISASs keapnlomedrikug
vizgsgilattal Minwtathatd vt (34 §. 46 & példay,

IX faktor elbaflitdsy drdeisben 3937 sejteket DMEM kdzepdben tenysszistiink, malyer 10% PCS-¢l & 10

sg/ml K ovitamin hozedadisival epdezitettiink & (477000990, Amerikal Bpvesilt allamoibeli suabadalmd irag;

I 2 10, 8bedt is) Blleedr meg kellett midinunk ant a kritikus antibiotibum-Ronosniraaidt, amelynd & stabilan
transefeltdlt 2937 sojivk hatdhony seelekeidia végbemegy. B osihél a seiteket ks ipitdshan szélesztettiik és 10~

800 pg/md higromicin-B joloniétdben tenpdaztenii, Kat hét mika azt widltek, hogy 200 weimi-s, vagy sunél
magasabb antibiotkunrkoncenintold methelt nince sejfndvekedss, axdrt ext a konconirfeidt vilnszinitak stabilan
sransefeltdlt seitek szelekoididhon

Tipusos wanselfeheidt 10 om-es cadsrdkben, 2037 scjtckke! vigeatiink, amelveket eldzd nap 1115 ardnyban

1 cedazénkdn

E

sadtosziothnk. Kalchurafoszfivpracipitdeids modszerre] [Biotechriques €7, §32-634, ofd, (18

b
7265
o

12 pg plezmided mransefektdbunk, 2 nep anibve a tipkdzeget frissre overéliiik, mely 200 pe/nd Moromichn Bt
tartabmascit, 3-3 hét suelekoior kvetbon a Kizeger, VIH vagy IN fabtor kimutatdss végett, BLISA-val teszieltik
{d. 5. pstdeg. A pozitiv Klonokat {zolaltul 83 24 mérshelves femezrs vittlik,

BLISA vizsgalatot &8 skivitde-meghatdrozdst kivetfien 2 pozitfv kidnokat mep Rémzer subkidnoziuk,
majd felvzaporiicttnk ée alikvotod mennyiségeiket Ietfagyusatotuk, tovabbi slkalroazas &5 jollomzds céliabal

& példat & stabilon reonelekiall seltek fonctipus-azoncasiednak bizonvitdss a VI Suktor expresszididnak

i sty bovounofunrssscencids doteltfitsved & pTGRE-3 plaznaiddal{49718. Kidn) stabilan transefekealt 2037

sejtebet €8 2 pomy tansefekdlt 3937 sejteket {negativ Kontroll) az adhézids tenyvéazetekbdl, melyek 3 DMEM +
$,150 FBS tdpkizegdden feayésatek, tripssinizacioval konvilasatottuk ¢ temyvészibedsny okedl, néhdnyszor masiuk
&5 & mi PBE puiforhen resausependditek,

A selfszoszprazidkbol I phayl serlt mifoosekdpos trgvlemesre teitlink ds szobshSmérsdkloten
inkubattak, amiy & folyaddk wlescn chpdrofgott. A seiteket 10 porcig T0%-ue stilalkohotban Budbuk & & perciy
senbabdradesdtdeten sadrftotnd, & tirgylomezeket semeapesifikns detekidlas elfen hlokkolink Gay, hogy 1%
FRE4G talomed PES pofferben blubdlink, Az oled sotitestet b antiFVILC FRO-ELACC, Affalty
Biologicalsy 10% FRS-¢ &8 0,194 szaponint tartalinazd PRS pufforre! sndeszorosiva higitotiuk 83 80 pereig, parg-

z

sitott kamrdban, szobahdmérsskisten jokobhdlink, Tuotensiy mosist Kdvetden (PRX-el) slkénzitentiik o mbsedik an-

tieet {th antl sh OYF konjugituen 313-163-003, Jackson InmmumoBessarch) sedazszoros highdsal, mad & feat
mertetelt mddon inkubiltek, Bx kdvatden « mikvosekdpos propardtumet fntenziven moatek, majd 3%-0n glive-

2

rineélegge! &5 fadtlomezvel fediik fo. & sojtcket fohdr fay- &8 Huoregecencin-milrosskdpiival toitik Hhatdvd
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emissziS 370 nmeen). Az eredményeket & A Shrdn motstidd be.

18, példa o rekombindne IX oy hdsubilitdsdnak vizapdlais & tenvéazst szliviesshen:
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A mintdkat Egen lohDadk &5 sz PIN akttviiist # &, péiddhan lefriak szerint hatdroziok meg. Az eredmé-

myeket 2 9. dbrdn dsvoertofiiik. 4 dvdan keresetl, 37°C-on ax akiivitds csalmem viltozsiian maradh.
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L VHE faloior muleln, amelybeon a 740 Arp & 1849 Glu kdediti B-domsn hrciyetéesis‘w fett arginiaban
guedag kapesolipeptiddel, amelyben fogaldhd 3 Arg-cldalifne van & 10-25 aminosav-olduildncot tastalman,
abol 2 VI Giktor sedmozisa w2 érett vad tipusd VI fikior 2. aronasitdszammal jelzett szekvencidiihos van
Viszonyitva,
2. Az L igdaypont szecintt VEL faleor muteln, amely sz alibbi mutdeick kdzil legalsbh egyet iartabmam
{8} a 182, valin helysttecitdee comleges amincsav-oldalidnceal, amely Gly, Als, Loy, T, Met vagy Fro
oidailine birmelvike
(b} a 201 1. szevin helysttesii€er hidrofil aainosyv-oldallinesal, amely Ass, Thr vagy Gin ofdalides bae-
meiyike; 48
(o} 2 2223 valin helyetiesitése savas aminosav-oldalidnceal, amely Gla vagy Asp oldallénc.

3 A2 igdnypoat szerintt VIL fakior muteln, amelyben lopalibh egy mretéoid van az { () &8 (b} pontokban
femertetet! mutdcidk k8ail.

4 A 2. igénypont seerinti VIL Rditor mustsin, amely a3 {a), (b} &5 {0 pontokban fsmertetett mindhdrom
mutcidt mrtalmazea,

3. A 24, igdaypontok birmelyike szorion VHL fabtor mutein, amelyhen az {2} ponthan felsorolt mutieidk
kil w 162, valin slaninnal, s () pontban Sohorol mudeiol k3ol 3 2011, werke aceparagiznal ésfvagy a (@)
pontban ieserelelt mutdoldk kezila 2223, valin glutaminnal ot belyattestive.

& Az 13 iglwyponick birmelyike szerinti VIL fakicr muisin, amelyben az acgininban gacday

1

Eapceoldpeptid 14-20 aminossv-nldailincot tastiimaz,

7. Az -8, igéuypontok hdrmetyike saerinti VIIL falitor mutaln, shol # kapesolépe ntid 8 koverkezd amino-

sav~szekvenciakat tartalmenza
az BESONSRIE sanincsnv-seekvenclit éa'vagy
3 QAYRYRRE aninosav-nzelvenciat,

A7 igdwypomt  wrerinti VI fultor muteln, shol oz haposoldpeptid  seekvensidia
SFSOQNSRHUAYRYRRG.

8. Az 1. ipdnypont sesrati VI fdior mutein, soely a 4., 13, vagy 15, azcnoaftdszémd szekvencia 1o
1448, aminosavail tariaimazza,

10 DNS-saclovencia, amely ax 19, igéayponiok birmelyike szering VIIL uz&si\m Tteint kddola,

11 A 10 igdoypont seeningl DNS-szekvencia, amely logalihd egyvet tartalmar sz aldbhi mutieick kbl
TAE5C, GEOIZA vagy TO6SRA, amelvek az dveit, vad tipusd VHL fkior 1. szonoaitdvzdmt DNS szekvencidit:
hor vannak viszenyitve; elfayiven 3 DNS szekvencia muindhdrom rasdciss tartalmanza.

12, Vektor, anely & 310, vagy 1 igdnypont seerial DNS-aeekvencidt fartalmaras,

13, A 12, igénypont ssorintl vekior, amely sovcendben 2 3., 12, & 14, azonosiidazson szekvenciin bermta-
ot pTGEFR 1, pT OS2y vagy pTCFS-3

A L pduypoot saeom veldes, amedy géntrsnsafor-vekivr,

£3. Tzolalt gaedusent, amely 13, igénypont szerinti veldomal van transeformitva Sxivary 16, indnvpont see-
rivtd DNS-seekvencia tastalmaz.

16, Bhards ax 1% ipoyponivk birmelyike szeringi VI faktor muteln o1081itasars, amal foflomerve, hogy
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{a} 15. igéuypont sxerint ransaformall gardascitet tonydaatiink: €
{hy 2 tipkBaegbél a VI fabtor meteint fzolilfok.

7. Gydgydszait késeimdny, amely sz 1-9. igéuyponiek: hrmelyike ssering VIIE faktor moteist, vagy 2
4, izdaypoot szeving gdntransefer-vekton tanslmazea.

IR Az -8 igdnypontok hrmelyike szeringl VI Gktor rovtedn vagy 2 14, iodavpont seerint péntvansaer-
vektor alkalmazdsa hemofiliz, olinydsen Achemofiia kezeléedre ulkalmas gydgvazer eldaliitdsara.

19, A IR, igdaypont szevinti eljdrda, qzzal fellomanve, Bogy 3z {8} péshen hmmortalizdlt humn scitvoanlat
tenydsaiiink, amely Simian vine Toantipdut stabilan expresszdl é¢ olyan veltont hordoz, smelynek proméiere
rufikédOképesen Raposeldadil & VL faktor monteint hédols DNS-saskvencidhoz,

28, A I8, igdnypont szering eljarss, czzad “'x"efle:‘me ave, hogy tmmortalizdll humdn ssivonathént immontali-

milt vese, hiélyag, mdj, 18, saivivom, stmalzom, petefések vagy gasairointosztingls sejtet alkalmaznuk,

21, & 20, igénypont seerint eifdeds, azzel fellemenve, bogy ramertalizall humén sefivonalkéot humin ver

ae-sejihidl sedrmad, olnybeen 93T (DSM ACC2494) seftvonalat alkalmazank.

22, A 1921 igduyponick bamnelyike szorintt elisess, azzal Jellemezve, hogy szeleboids markent ds/vagy
regulator-ssokvenciikat iy tartalmasd vektort allodmazunk,
23, A 14, dgdoypond saevingd elifrie, ansed jeflemenve, hogy gardusejihént immortalizalt vese, hdbvag, md,

Wds, seivizom, simatsom, peteRsrel vagy gasatrofntesztinglis seftet, stnyisen homdn veseseith¥ szdrnmsd

sejtet aliabnazank,

24, A 33, iglaypont szednn eljdrds, arzal fellemerve, hogy lmmorntalizilt sejtvonalisnt ogaldbd opy virus-
trunszkoipeiot aktivald fohSrél, mind példaal az B1A vagy BIR afenoviras fehére, 2 bovin papitioreavions korad
régiditaak TINS szekvencidja $had kSdolt fohére s herposzviras IR fehérie atkotott esoporthd! kivalasrion

akdivitor fehérjét expresesild seitvonalat alkalmarunk,
25, A 1924, igdayponiok birmelyike szerint elidrds, azzad jellemarve, bogy a tenydenidst von Willebrand
faktor {vWF) jelonléidhen vigezailik.

W

26, A 16 € 19925, igdnypontok bivmelyihe szerinti eljdnds, amal jellemerve, hogy tovibhs:
{o} tisetfjuk 2 (b} ponthan fzoldlt véraleaddst fuditont dafvagy
{d} virus-inakiivacits keselsnek vetitk ai8 « (b} pontian izoldlt, vagy a (¢} ponthan tisztitott véralvaddst
faktort,
27, bamoralizdit humdn sejtvonal, ety siabilon expresszal legalébt egy, virustranseksipeiot akiivels fe-

= &

by, €6 19-21. igénypontok klrmelyike weerntd VI Sakior soutsint kddold veldort hordo.

28. A 19-21. igénypontok birmelvike szerinti eljdrdshan definidlt immortalizdlt bumin seitvomal, amety
stabilan expresszdl legalibh gy viustanedoipeiot akavild fhéddy, ¢ amely 19, fgénypontok barmelviks
seerint definddl VI fikior routeint kSdold veliont hordoz.

A meghatalmazott:
DIANUBIA
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