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OBLAST TECHNIKY

Navrhovany vynalez se tyka novych derivati lidského koagulacniho faktoru VII, polypeptidt

DERIVATY KOAGULACNIHO FAKTORU VII

faktoru VII, polynukleotidovych konstrukti kédujicich tyto polypeptidy, vektorti a
hostitelskych bun&k obsahujicich a exprimujicich polynukleotid, lécebnych sloZeni

obsahujicich derivaty faktoru VII, pouZiti a zptisobt 1éEby.

DOSAVADNI STAV TECHNIKY

Koagulace krve je proces, ktery se sklada ze souboru interakci riiznych krevnich slozek (nebo

faktort), které nakonec davaji vznik krevni srazenin€. Obecné, krevni slozky, které se i¢astni
procesu, ktery byl zminén jako koagula¢ni ,kaskada®, jsou enzymaticky neaktivni proteiny
(proenzymy nebo zymogeny), které jsou plisobenim aktivatoru (ktery je sam o sobé
aktivovany koagulaéni faktor) pfeménény na proteolytické enzymy. Koagulaéni faktory, které
prodélaly tuto pfeménu jsou obecné popisovany jako ,.aktivni faktory®, a jsou oznaovany
ptidanim pismene ,.a* ke jménu koagulaé¢niho faktoru (napf. faktor VlIla).

Spusténi procesu zastavujiciho krvaceni je vyvolano tvorbou komplexu mezi tkanovym
faktorem odhalenym pfi poskozeni cévni stény, a faktorem VIla. Tento komplex poté
preméfiuje faktory IX a X na jejich aktivni formy. Faktor Xa pfeméfiuje omezené mnoZstvi
protrombinu na trombin na buiikach tkang s timto faktorem. Trombin aktivuje krevni desticky
a faktory Va VIII se méni na faktory Va a VIIla, oba kofaktory v dalS$im procesu vedou
k plné aktivaci trombinu. Tento proces zahrnuje tvorbu faktoru Xa faktorem I[Xa (v komplexu
s faktorem VlIla) a vyskytuje se na povrchu aktivovanych krevnich destiCek. Trombin
nakonec pfeméfuje fibrinogen na fibrin za tvorby fibrinové sraZeniny.

Faktor VII je stopovy plazmaticky glykoprotein, ktery cirkuluje v krvi jako jednofetézcovy
zymogen. Zymogen je katalyticky neaktivni. Jednofetézcovy faktor VII muze byt in vitro
preménén na dvoutetézcovy faktor VIla faktorem Xa, faktorem Xlla, faktorem [Xa, faktorem
VIla nebo trombinem. Faktor Xa je povaZovan za nejvétsi fyziologicky aktivator faktoru VII.
K pieméné zymogenu faktoru VII na aktivovanou dvoufetézcovou molekulu dochazi
Stépenim vnitini Arg,sy-Ileis3 peptidové vazby.

Casto je u subjektu nutné stimulovat nebo vybérové blokovat koagulaéni kaskadu. Faktor
Vila byl pouzivan pro kontrolu poruch krvacenti, které mély rizné pficiny, jako je nedostatek
koagulagniho faktoru (napi. hemofilie A a B nebo nedostatek koagulacnich faktori XI nebo

VII) nebo inhibitory koagulaéniho faktoru. Faktor VIla byl také pouzivan pro kontrolu



nadmérného krvaceni vyskytujiciho se u subjektd s normalné fungujici krevni koagula¢ni
kaskadou (zadné nedostatky koagulaéniho faktoru nebo inhibitory proti né&kterému
z koagulacnich faktortl). Takové krvaceni miize byt napiiklad zpasobeno $patnou funkci
krevnich desticek, trombocytopenii nebo Willebrandovou chorobou. Krvéceni je také velky
problém ve spojeni s chirurgii a jinymi formami poskozeni tkané.

Evropsky patent 200 421 (ZymoGenetics) popisuje nukleotidovou sekvenci kodujici lidsky
faktor VII a expresi rekombinantniho faktoru VII v savé&ich burikach.

Dickinson es al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93, 14379-14384, 1996) popisuje polypeptidy
faktoru VII, kde Lysl157, Vall58, Glu296, Met298, Asp334, Ser336 nebo Lys337 byly
Jednotlivé nahrazeny Ala. Iwanaga e al. (Thromb. Haemost. (dodatek, srpen 1999) 466,
abstrakt 1474) popisuje varianty faktoru VIla, kde byly zbytky 316 az 320 odstranény nebo
byly zbytky 311 az 322 nahrazeny odpovidajicimi zbytky z trypsinu.

Antikoagulanty jako je heparin, kumarin, derivaty kumarinu, derivaty indandionu nebo jinych
Cinidel, mohou byt pouZity pro vybérovou blokaci koagulaéni kaskady u pacientd, naptiklad
béhem dialyzy ledvin, nebo pfi 1é¢bé zavazné trombbzy cév, pii diseminované intravaskularni
koagulaci (DIC) a u pacientii s dal§imi zdravotnimi poruchami. Napiiklad, lécba heparinem
nebo mimot€lni lécba ionty citratu (US 4 500 309), mize byt pouZita pfi dialyze, aby se
predeslo koagulaci béhem pribéhu 1é¢by. Heparin je také pouZivan pro ptedchazeni zavazné
cévni trombdzy u pacientli podstupujicich chirurgicky zasah.

Lécba heparinem nebo jinymi antikoagulanty mizZe mit nicméné nezadouci vedlejsi ucinky.
Dostupné antikoagulanty obecné pusobi spiSe nez specificky v misté sraZeni, v celém téle.
Heparin miize napfiklad zpiisobit t&Zka krvaceni. Navic, s jeho polodasem rozpadu pfiblizné
80 minut je heparin rychle odstranén z krve, coZ nuti k jeho Gastému podavani. Jelikoz
heparin pisobi jako kofaktor pro antitrombin I (AT III), a AT 1II je rychle odstranén pfi
Ié€be DIC, je casto obtizné udrzet piesné davkovani heparinu, coZ vede k nutné prubézné
kontrole hladin AT III a heparinu. Heparin je také netc¢inny pii extrémnim odstranéni AT IIL.
Déle, dlouhodobé pouzivani heparinu méze také zvysit shlukovani krevnich desticek a
redukovat pocet krevnich desticek, coz ma za nasledek vznik osteopordzy. Derivaty
indandionu mohou mit také toxické vedlejsi uginky.

Navic k vySe kratce popsanym antikoagulantim byly nalezeny dalsi pfirozené se vyskytujici
proteiny, které maji antikoagulatni aktivitu. Napiiklad, Reutelingsperger (US 4 736 018)
izoloval antikoagulaéni proteiny z aorty skotu a z lidskych pupeénich Zil a tepen. Maki et al.

(US 4 732 891) popisuje antikoagulaéni proteiny odvozené od lidské placenty. Navic, AT III



byl navrhovan jako lécebny koagulant (Schipper et al., Lancet 1 (8069): 854-856 (1978);
Jordan, US 4 386 025; Bock et al., US 4 517 294).

Priblizn€ u 30 % nebo vice pacientl, u kterych byla provedena plastika krevnich cév,
odstranéni vystelky artérii nebo bypass §tép, tromboza a/nebo mnozZeni bunék hladkého
svalstva zplisobuje opétovné uzavfeni cév a nasledné neuspé$nou rekonstrukéni chirurgii.
Toto uzavieni cév nasledyjici po chirurgii je znamé jako restenoza. Restenoza je vysledek
komplexu vzajemného piisobeni biologickych procesi zahrnujicich ukladani krevnich
desticek a tvorbu krevni sraZeniny, uvolfiovani hemotaktickych a mitogennich faktord a
putovani a rozmnoZovani bunék hladkého svalstva cév do vnitiniho obalu rozsiteného
arterialniho segmentu.

Inhibice shlukovani krevnich desti¢ek v mistech mechanického poSkozeni milze omezit
rychlost restonézy u lidi. Jelikoz shlukovani krevnich desticek se vyskytuje v mistech
akutnich cévnich poranéni, tvorba krevni sraZeniny v téchto mistech mize byt zodpovédna za
aktivaci krevnich destic¢ek a jejich nasledné shlukovani.

Mezinarodni pfihlaSka WO 92/15686 popisuje inaktivovany faktor VlIla, polynukleovou
kyselinu a sav¢i bunécné linie pro produkci inaktivovaného faktoru Vlla a sloZeni obsahujici-
inaktivovany faktor Vlla pro inhibici koagulace krve.

Mezinarodni pifihlaska WO 94/27631 popisuje zpisoby inhibice cévni restenozy, aktivity
tkanového faktoru a ukladani krevnich desticek.

Mezinarodni pfihlaska WO 96/12800 popisuje zpisob lécby akutniho uzavieni koronarni
tepny zahrnujici individudlni slozZeni, které obsahuje inaktivovany faktor VIla ve spojeni
s tkanovym aktivatorem plazminogenem nebo streptokinazou.

VétSina proteinii podanych do obéhu je u savci rychle odstranéna ledvinami. Tento problém
mize byt Castené prekondn podavanim velkého mnoZstvi proteinu nebo opakovanym
podavanim. Nicméné, vys$si davky proteinu mohou vyvolat vznik protilatek, které mohou
vazat a inaktivovat protein a/nebo usnadnit odstranéni proteinu z téla subjektu. Opakované
podavani lécebného proteinu je v podstaté neucinné a mize byt nebezpeéné, nebot’ mize
vyvolavat alergickou reakci.

RGzné pokusy vyfeSit problémy spojené s proteinovou lécbou zahrnuji mikroobaly,
lipozémovy smérovany systém, podavani fuznich proteini a chemickd pozménéni.
Nejslibngjsi z téchto zplsobu do této doby je pozménéni 1éCebného proteinu kovalentnim
piipojenim polymeril polyalkylenoxidu, obzvlasté polyethylenglykolu (PEG). Napiiklad, US
4 179 337 popisuje pouziti PEG nebo polypropylenglykolu vazanému k proteiniim, aby

poskytovaly fyziologicky aktivni neimunogenni ve vodé rozpustné polypeptidové sloZeni.
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Nucci er al. popisuje rizné proteiny, které byly pozménény pridanim PEG zahrnujici
adenozin deamiddzu, L-asparaginazu, interferon alfa 2b (IFN-a2b), superoxid dismutazu,
streptokinazu, tkanovy plazminogenovy aktivator (tPA), urokindzu, urikazu, hemoglobin,
interleukiny, interferony, TGF-beta, EGF, a dals{ riistové faktory (Nucci ef al., 1991, Ady.
Drug Delivery Rev. 4:133-151). Takové pokusy vyustily v trochu del3i polo¢as rozpadu
proteini a v redukci proteinové imunogenicity.

Typicky PEGylace proteind zahrnuje aktivaéni PEG s funkéni skupinou, kterd reaguje
s lysinovym zbytkem na povrchu proteinu. Jestlize Je pozménéni proteinu dokonéeno, je
aktivita proteinu obyé&ejné ztracena. Postupy pozménéni, které umoziiuji ¢aste¢nou PEGylaci
proteinu obycejné vyust'uji v pouze 50 % ztratu aktivity a ve znatné zvyseny polocas rozpadu
v séru, takze celkova G¢inna davka proteinu je nizsi.

Soucasné pokroky ve zptisobech PEGylace proteinu zahrnuji aktivované PEG ¢&inidla, ktera
reaguji s thiolovymi skupinami proteinu, s naslednym kovalentnim pfipojenim PEG
k cysteinu, jehoZ zbytek byl vloZen do mista piirozené se vyskytujiciho lysinu v proteinu.
Shaw et al. (US 5 166 322) popisuje specifické varianty IL-3, které maji cystein vlozZeny do
specifickych mist v ptirozend se vyskytujici aminokyselinové sekvenci. Sulthydrylové
reaktivni slouceniny (napf. aktivovany polyethylenglykol) jsou poté pfipojeny k témto
cysteinim reakei s variantou IL-3. Katre ef al. (US 5 206 344) popisuje specifické varianty
IL-2, které obsahuji cystein vlozeny do specifického mista v pfirozené se vyskytujici
aminokyselinové  sekvenci.  Varianta IL-2  nasledné reaguje s aktivovanym
polyethylenglykolovym €inidlem, aby byla tato &ast pfipojena k cysteinu.

Stale v soutasném stavu techniky existuje potieba zdokonalenych polypeptidi faktoru VII
majicich prodlouZenou koagulagni nebo antikoagulacni aktivitu. Konkrétng, potiebné jsou
polypeptidy, které maji zvyseny polocas rozpadu v séru bez nezadoucich vedlejsich a¢inkd,
Jako je systémova aktivace koagula¢niho systému a krvaceni spojené s béZnou létbou, a které
mohou byt poddvany v pomérné nizkych davkach, takZe je odstranéno opakované podavani

vétSiho mnozZstvi proteinu.

PODSTATA VYNALEZU

Vynélez se tyka novych polypeptidii koagulaéniho faktoru Vila se stejnou nebo vys$si

aktivitou ve srovnani s kontrolnim typem faktoru Vlla a s derivaty faktoru VII majici zvyseny
polocas rozpadu v séru.

Byly nalezeny oblasti v molekule faktoru Vlla, kde mohou nastat zmény v primarni strukture
nebo jind pozménéni, aniz dojde k ovlivnéni nebo omezeni biologické aktivity faktoru Vlla.

Oblasti ve struktufe faktoru VIla, které byly urCeny, Ze nejsou zahrnuty do vazby



k tkanovému faktoru nebo k faktoru X, zahrnuji aminokyseliny v pozici 247 az 260 a 393 az
406 v SEQ ID NO:1. Specificky, aminokyseliny v pozicich Q250, R396 a P406 v sekvenci
SEQ ID NO:1 byly analyzovany pro vloZeni cysteinovych (Cys) zbytkd. VloZeni Cys zbytkd
Je nasledovano spojenim s chemickou skupinou, napi-. polyethylenglykolem (PEG), aby se
zvysil polocas rozpadu derivatu faktoru VII v ob&hu. Cysein byl také viozen do C-koncové
sekvence SEQ ID NO:1 (tykajici se 407C), s naslednym napojenim PEG. Také toto pfidani
cysteinu k C-koncové sekvenci SEQ ID NO:1 je bez snizeni proteolytické aktivity
polypeptidd faktoru VIla. Tyto derivaty faktoru VII, napk. polypeptid faktoru VII spojeny
s molekulou PEG, jsou lécebn& uzite&né v situacich, kdy je zapotiebi prodlouZeny uéinek
polypeptidii faktoru VII, napf. v situacich, kdy je opakované podavani nebo podéavani velkého
mnozstvi polypeptidu faktoru VII nevhodné nebo problematické. Navic, polypeptidy faktoru
VIla podle navrhovaného vynalezu s vlozenymi aminokyselinami (napf. Cys zbytek) schopné
spojeni s chemickou skupinou v pozicich v molekule faktoru Vila, které neovliviuji
proteolytickou aktivitu, mohou byt pouzity pro vlozeni jakékoliv funk&ni skupiny spojeného
faktoru VII.

Z prvniho -hlediska, vyndlez poskytuje polypeptid faktoru VII' majict ~aminokyselinovou
sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina nahrazena odlisnou
aminokyselinou, pfi¢emz odlisnd aminokyselina je schopna spojeni s chemickou skupinou a
piicemz polypeptid faktoru VII ma v podstaté stejnou nebo vyssi aktivitu ve srovndni
s rekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru VIia.

Z druhého hlediska, vyndlez poskytuje polypeptid faktoru VII majici aminokyselinovou
sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde aminokyselina odpovidajici aminokyseliné
v pozici vybirané z 247 az 260, 393 az 405 nebo 406 v SEQ ID NO:1 byla nahrazena odli$nou
aminokyselinou. Tim je rozuméno, Ze jakikoliv aminokyselina v pozici vybirané z 247 az
260, 393 az 405 nebo 406 v SEQ ID NO:1 miiZe byt nahrazena odlignou aminokyselinou bez
podstatného snizeni aktivity polypeptidu faktoru VII.

Ze tretiho hlediska, vynalez poskytuje polypeptid faktoru VII majici aminokyselinovou
sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde aminokyselina odpovidajici aminokyseling
v pozici vybirané zR396, Q250 nebo P406 vSEQ ID NO:1 byla nahrazena odli$nou
aminokyselinou. Tim je rozuméno, ze prvni pismeno v R396, Q250 a P406 predstavuje
aminokyselinu vyskytujici se pfirozené ve vyznatené pozici v SEQ ID NO:1.

Z dalsiho hlediska, vynalez poskytuje polypeptid faktoru VII majici aminokyselinovou
sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde aminokyselina schopna spojeni s chemickou

skupinou byla vlozena do sekvence SEQ ID NO:1 nebo jeji varianty v pozici, kde polypeptid
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faktoru VII ma v podstaté¢ stejnou nebo vy$si aktivitu ve srovnani srekombinantnim
kontrolnim typem lidského faktoru VIla. Tim je rozuméno, Ze aminokyselina mize byt
vlozena do sekvence SEQ ID NO:1 bez nahrazeni né&aké aminokyseliny. VloZeni
aminokyseliny miize byt ve stejném misté v sekvenci SEQ ID NO:1, kde je aminokyselina
dale nahrazena. Takto miZe byt v jednom zpracovani vloZeni aminokyseliny nasledovéno
nahrazenim aminokyseliny nebo naopak.

Z dalsiho hlediska, vynalez poskytuje polypeptid faktoru VII majici aminokyselinovou
sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde aminokyselina schopna spojeni s chemickou
skupinou byla pfidana k N- nebo C-konci SEQ ID NO:1 nebo jeji varianty.

Zde uzivany pojem ,aminokyselina“, pfedstavuje jednu nebo vice aminokyselin. Tim je
rozuméno, Ze aminokyselina nahrazujici jinou aminokyselinu, nebo ktera je vloZena nebo
pfidana k polypeptidu faktoru VII, je schopna spojeni s jakoukoliv chemickou skupinou, co?
zvySi skute¢nou molekuldrni hmotnost polypeptidu faktoru VII. Toto spojeni s chemickou
skupinou zahrnuje, ale neni takto omezeno, kovalentni pfipojeni polyethylenglykolu (PEG),
monomethoxypolyethylenglykolu, dextranu, poly-(N-vinylpyrrolidon)-polyethylenglykolu,
homopolymera propylenglykolu, kopolymeru - - polypropylenoxid/ethylenoxidu,
polypropylenglykolu, polyoxyethylovanym polyolum (napf. glycerol) a polyvinylalkoholu,
kolominovych kyselin nebo dalsich polymerd zaloZenych na uhlohydratech, polymert
aminokyselin a derivati biotinu.

Vyhodné je chemicka skupina biologicky sluéitelny, netoxicky, neimunogenni a ve vodé
rozpustny polymer. Nejvyhodnéji je chemicka skupina je vodé rozpustna ve vsech &astech.
Nahrazeni, vloZeni nebo pfidani aminokyseliny a spojeni schemickou skupinou je bez
podstatného sniZeni koagula¢ni aktivity aktivované formy derivatu faktoru VII ve srovnani
s rekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru VIla.

Zde uzivany pojem ,polypeptid faktoru VII“, pfedstavuje jakykoliv protein majici
aminokyselinovou sekvenci 1 az 406 nativniho lidského faktoru VII (SEQ ID NO:1) nebo jeji
varianty. To zahrnuje lidsky faktor VII, lidsky faktor VIla a jejich varianty.

Zde uzivané pojmy ,.faktor VII“ nebo ,,FVII“, pfedstavuji produkt skladajici se z neaktivni
formy (faktor VII). Zde uzivané pojmy ,faktor VIla“ nebo ,FVIla®, pfedstavuji produkt
skladajici se zaktivované formy (faktor VIIa). To zahrnuje proteiny, které maji
aminokyselinovou sekvenci 1 aZ 406 nativniho lidského faktoru VII nebo faktoru VIla. To
dale zahrnuje proteiny smimé pozménénou aminokyselinovou sekvenci, napiiklad,
pozménény N-terminalni konec zahrnujici odstrafiovani nebo pfidavani na N-terminalnim

aminokyselinovém konci, pokud si tyto proteiny v podstaté ponechaji aktivitu faktoru VIla.



»Faktor VII“ nebo faktor VIla® v ramci vySe zminéné definice mtize zahrnovat prirodni
alelické variace, které mohou existovat a vyskytovat se u jednoho i druhého jedince. Dale se
muiZe liSit stupei a misto glykosylace nebo Jiné post-translaéni zmény v zavislosti na
vybranych hostitelskych buiikach a povaze hostitelského bunééného prostiedi.

Zde uZivané pojmy ,,varianta“ nebo »varianty* piedstavuji lidsky faktor VII majici sekvenci
SEQ ID NO:1, kde jedna nebo vice aminokyselin puvodniho proteinu bylo nahrazeno Jjinou
aminokyselinou, a/nebo kde jedna nebo vice aminokyselin pivodniho proteinu bylo
odstranéno, a/nebo kde jedna nebo vice aminokyselin bylo vloZeno do proteinu, a/nebo kde
Jedna nebo vice aminokyselin bylo pfidano k piivodnimu proteinu. Toto pfidani mize
probihat jak na N-terminalnim konci nebo na C-terminalnim konci plivodniho proteinu, nebo
na obou.

Zde pouzivany pojem ,,v podstaté stejna nebo zvysena aktivita ve srovnani s rekombinantnim
kontrolnim typem lidského faktoru VIla®“, predstavuje aktivitu vét¥ nez 70 % aktivity
rekombinantniho kontrolniho typu lidského faktoru Vila. V jednom zpracovéni je aktivita
Vvetsi nez 80 % aktivity rekombinantniho kontrolniho typu lidského faktoru VIla. V jiném
zpracovani je aktivita vétsi nez 90 %. aktivity rekombinantniho kontrolniho typu lidského
faktoru VlIa. V dalsim zpracovéani je aktivita vétsi nez 100 % aktivity rekombinantniho
kontrolniho typu lidského faktoru VIla. V daliim zpracovani je aktivita vétsi nez 120 %
aktivity rekombinantniho kontrolniho typu lidského faktoru VIla. V dalsim zpracovani je
aktivita vétsi nez 200 % aktivity rekombinantniho kontrolniho typu lidského faktoru Vlla.
V dalsim zpracovani je aktivita vétsi nez 400 % aktivity rekombinantniho kontrolniho typu
lidského faktoru VIIa.

Zde pouzivany pojem ,derivat faktoru VII“ piedstavuje polypeptid faktoru VII majici
sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde jedna nebo vice aminokyselin ptvodniho
peptidu byly chemicky pozménény, napf. alkylaci, PEGylaci, acylaci, tvorbou esteru nebo
tvorbou amidu nebo podobng. To zahmuje PEGylovany lidsky faktor Vlla, cystein-
PEGylovany lidsky faktor VIla a jejich varianty.

Pojem ,,PEGylovany lidsky faktor VIla“ pfedstavuje faktor VIla majici PEG molekulu
pfipojenou k aminokyseliné lidského polypeptidu faktoru Vlla.

Pojem ,cystein-PEGylovany lidsky faktor VIla® piedstavuje faktor VIla majici PEG
molekulu spojenou s sulthydrylovou skupinou cysteinu vloZeného do lidského faktoru Vlla.
Zde pouzivany pojem ,,0dlisna aminokyselina* predstavuje jednu nebo vice aminokyselin,
které jsou odlisné od aminokyseliny pfirozené se vyskytujici v této pozici. To zahrnuje

aminokyseliny, které mohou byt kodovany polynukleotidem. Nejvhodnéji je odlisna



aminokyselina v pfirodni L-form& a mute byt kodovana polynukleotidem. Specifickym
pfikladem je L-cystein (Cys).

Zde pouzivany pojem ,.aktivita® znamena schopnost polypeptidu faktoru VII nebo jeho
varianty pfeménit jeho substrat faktor X na aktivni faktor Xa. Aktivita polypeptidu faktoru
VII mize byt méfena ,.In Vitro proteolytickym rozborem* (viz priklad 6).

Zde pouzivany pojem »polyethylenglykol“ nebo ,PEG* pfedstavuje  slouéeninu
polyethylenglykol nebo jeji derivat, s vazebnymi nebo bez vazebnych ¢inidel, s vazebnymi
nebo aktiva¢nimi  skupinami (napf. thiolova, triflatova, azirdinova, oxiranovd nebo
nejvyhodnéji maleimidova skupina). Piikladem aktivovanych PEG slougenin podle vynalezu
Jsou slouceniny jako je maleimidomonomethoxy-PEG.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje derivat faktoru V]I zahrnujici polypeptid faktoru VII,
ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde byla
aminokyselina nahrazena odlisnou aminokyselinou, pfi¢emz odlisna aminokyselina je spojena
s chemickou skupinou, ktera zvysuje vlastni molekulovou hmotnost polypeptidu faktoru VII
z 300 na 100000, a piicemz derivat faktoru VII ma v podstaté stejnou nebo VySSi aktivitu ve
srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru Viia.

Zde pouzivany pojem ,,chemicka skupina‘“ pfedstavuje jednu nebo vice chemickych skupin.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje derivat faktoru VII zahrnujici polypeptid faktoru VII,
ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde byla
aminokyselina odpovidajici aminokyseliné v pozici vybirané z 247 a3 260, 393 az 405 nebo
406 v SEQ ID NO:1 nahrazena odlignou aminokyselinou, pficemz odlisna aminokyselina je
spojena s chemickou skupinou, kterd zvysuje vlastni molekulovou hmotnost polypeptidu
faktoru VII z 300 na 100000, a pficemz derivét faktoru VII ma v podstaté stejnou nebo vyssi
aktivitu ve srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru ViJa.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje derivat faktoru VII zahrnujici polypeptid faktoru VII,
ktery méa aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde byla
aminokyselina odpovidajici aminokyseliné vybirané z R396, Q250 nebo P406 v SEQ ID
NO:1 nahrazena odlisnou aminokyselinou, pficem# odligna aminokyselina je spojena
s chemickou skupinou, ktera zvySuje vlastni molekulovou hmotnost polypeptidu faktoru VII
z 300 na 100000, a pfidemz derivét faktory VII ma v podstaté stejnou nebo VySSi aktivitu ve
srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru Vlla.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje derivat faktoru VII zahrnujici polypeptid faktoru VI,
ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde byla

aminokyselina vlozena do SEQ ID NO:1 nebo do Jeji varianty, pficemz aminokyselina je



spojena s chemickou skupinou, ktera zvySuje vlastni molekulovou hmotnost polypeptidu
faktoru VII z 300 na 100000, a pfi¢emz derivat faktoru VII ma v podstaté stejnou nebo vy3si
aktivitu ve srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru VIla.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje derivat faktoru VII zahrnujici polypeptid faktoru VII,
ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:l1 nebo jeji variantu, kde byla
aminokyselina pfidana k N- nebo C-konci sekvence SEQ ID NO:1 nebo jeji varianty, pfi¢emz
aminokyselina je spojena s chemickou skupinou, kterd zvySuje vlastni molekulovou hmotnost
polypeptidu faktoru VII z 300 na 100000, a pficemz derivat faktoru VII ma v podstaté stejnou
nebo vyssi aktivitu ve srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru Vila.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje sloZeni obsahujici derivat faktoru VII zahrnujici
polypeptid faktoru VII, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji
variantu, kde byla aminokyselina nahrazena odliSnou aminokyselinou, pfi¢emz odli$na
aminokyselina je spojena s chemickou skupinou, ktera zvySuje vlastni molekulovou hmotnost
polypeptidu faktoru VII z 300 na 100000, a pfi¢emz derivat faktoru VII ma v podstaté stejnou
nebo vyssi aktivitu ve srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru VIla.

- Z dalsiho hlediska, vyndlez popisuje slozeni obsahujici derivat faktoru- VH zahrnujici
polypeptid faktoru VII, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji
variantu, kde byla aminokyselina odpovidajici aminokyseliné v pozici vybirané z 247 az 260,
393 az 405 nebo 406 v SEQ ID NO:1 nahrazena odliSnou aminokyselinou, pfi¢emz odlisna
aminokyselina je spojena s chemickou skupinou, ktera zvysuje vlastni molekulovou hmotnost
polypeptidu faktoru VII z 300 na 100000, a pri¢emz derivat faktoru VII ma v podstaté stejnou
nebo vyssi aktivitu ve srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru Vila.

Z dalSiho hlediska, vynalez popisuje sloZeni obsahujici derivat faktoru VII zahrnujici
polypeptid faktoru VII, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji
variantu, kde byla aminokyselina odpovidajici aminokyselin€ vybirané z R396, Q250 nebo
P406 v SEQ ID NO:1 nahrazena odliSnou aminokyselinou, pficemz odlisna aminokyselina je
spojena s chemickou skupinou, kterd zvySuje vlastni molekulovou hmotnost polypeptidu
faktoru VII z 300 na 100000, a pfi¢emz derivat faktoru VII ma v podstaté stejnou nebo vy3si
aktivitu ve srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru VIIa.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje sloZzeni obsahujici derivat faktoru VII zahrnujici
polypeptid faktoru VII, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji
variantu, kde byla aminokyselina vloZena do SEQ ID NO:1 nebo do jeji varianty, pfiCemz

aminokyselina je spojena s chemickou skupinou, ktera zvySuje vlastni molekulovou hmotnost



polypeptidu faktoru VII z 300 na 100000, a pficemz derivét faktoru VII ma v podstate stejnou
nebo vyssi aktivitu ve srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru Vlla.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje sloZeni obsahujici derivat faktoru VIJ zahrnujici
polypeptid faktoru VII, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji
variantu, kde byla aminokyselina pfidana k N- nebo C-konci sekvence SEQ ID NO:1 nebo
Jeji varianty, pfi¢emsz aminokyselina je spojena s chemickou skupinou, ktera zvysuje vlastni
molekulovou hmotnost polypeptidu faktoru VII z 300 na 100000, a pticemz derivat faktory
VII méd v podstaté stejnou nebo Vyssi aktivitu ve srovnani s rekombinantnim kontrolnim
typem lidského faktoru Vlla.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje lé¢ebné sloZeni obsahujici derivat faktoru VII zahrnuyjici
polypeptid faktoru VII, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji
variantu, kde byla aminokyselina nahrazena odliSnou aminokyselinou, pficemZ odlisna
aminokyselina je spojena s chemickou skupinou, ktera zvysuje vlastni molekulovou hmotnost
polypeptidu faktoru VII z 300 na 100000, a pficemz derivat faktoru VIl ma v podstaté stejnou
nebo vyssi aktivitu ve srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru VIla; a
popfipad¢ Iécebné pfijatelny nosic.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje 1écebné slozeni obsahujici derivat faktoru VII zahrnujici
polypeptid faktoru VII, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji
variantu, kde byla aminokyselina odpovidajici aminokyseling v pozici vybirané z 247 az 260,
393 az 405 nebo 406 v SEQ ID NO:1 nahrazena odlisnou aminokyselinou, pfi¢emz odlisna
aminokyselina je spojena s chemickou skupinou, ktera zvysuje vlastni molekulovou hmotnost
polypeptidu faktoru VII z 300 na 100000, a picemz derivat faktoru VII ma v podstaté stejnou
nebo vyssi aktivitu ve srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru Vila; a
popfipadé€ lécebn¢ piijatelny nosié.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje lécebné slozeni obsahujici derivat faktoru VII zahrnujici
polypeptid faktoru VII, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji
variantu, kde byla aminokyselina odpovidajici aminokyselin& vybirané zR396, Q250 nebo
P406 v SEQ ID NO:1 nahrazena odlignou aminokyselinou, pfi¢emz odlisna aminokyselina je
spojena s chemickou skupinou, ktera zvySuje vlastni molekulovou hmotnost polypeptidu
faktoru VII z 300 na 100000, a pficemz derivat faktoru VII ma v podstaté stejnou nebo vyssi
aktivitu ve srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru Vlla; a poptipadé
IéCebné pijatelny nosic.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje léebné slozeni obsahujici derivat faktoru VII zahrnujici

polypeptid faktoru VII, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji



variantu, kde byla aminokyselina vlozena do SEQ ID NO:I nebo do Jeji varianty, pticemz
aminokyselina je spojena s chemickou skupinou, ktera zvysuje vlastni molekulovou hmotnost
polypeptidu faktoru VII z 300 na 100000, a pficemz derivat faktoru VII m4 v podstaté stejnou
nebo vy§si aktivitu ve srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru Vlla; a
popfipadé lé¢ebné piijatelny nosic.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje lécebné sloZeni obsahujici derivat faktoru VII zahrnujici
polypeptid faktoru VII, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji
variantu, kde byla aminokyselina pfiddna k N- nebo C-konci sekvence SEQ ID NO:I nebo
Jeji varianty, pti¢em? aminokyselina je spojena s chemickou skupinou, ktera zvysuje vlastni
molekulovou hmotnost polypeptidu faktoru VII z 300 na 100000, a pficemz derivat faktoru
VII ma v podstaté stejnou nebo VvysSi aktivitu ve srovnani s rekombinantnim kontrolnim
typem lidského faktoru VIla; a popiipadé Ié€ebné prijatelny nosic.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje inaktivovany polypeptid faktoru VII, kde polypeptid
faktoru VII je dale pozménén v Jeho katalytickém misté, piiemZ pozménéni potladuje
schopnost polypeptidu faktoru VII aktivovat plazmaticky faktor X nebo IX. V jednom
zpracovani je inaktivovany polypeptid faktoru VII pozménén v jeho katalytickém misté serin
proteinézovﬁh inhibitorem. V dalsim zpracovani je inaktivovany polypeptid faktoru VII
pozménén v jeho katalytickém misté peptidem s halomethylketonem vybiranym ze skupiny
obsahujici: Phe-Phe-Arg chlormethylketon, Phe-Phe-Arg chlormethylketon, D-Phe-Phe-Arg
chlormethylketon, D-Phe-Phe-Arg chlormethylketon, Phe-Pro-Arg chlormethylketon,
D-Phe-Pro-Arg chlormethylketon, Phe-Pro-Arg chlormethylketon, D-Phe-Pro-Arg
chlormethylketon, L-Glu-Gly-Arg chlormethylketon a D-Glu-Gly-Arg chlormethylketon,
Dansyl-Phe-Phe-Arg chlormethylketon, Dansyl-Phe-Phe-Arg chiormethylketon,
Dansyl-D-Phe-Phe-Arg chlormethylketon, Dansyl-D-Phe-Phe-Arg chlormethylketon,
Dansyl-Phe-Pro-Arg chlormethylketon, Dansyl-D-Phe-Pro-Arg chlormethylketon,
Dansyl-Phe-Pro-Arg chlormethylketon, Dansyl-D-Phe-Pro-Arg chlormethylketon,
Dansyl-L-Glu-Gly-Arg chlormethylketon a Dansyl-D-Glu-Gly-Arg chlormethylketon.

Zde pouzivany pojem winaktivovany polypeptid faktoru VII* predstavuje polypeptid faktoru
VII, ktery nema schopnost aktivovat plazmaticky faktor X nebo IX.

Z dalsiho hlediska, vynélez popisuje inaktivovany derivat faktoru VI, kde inaktivovany
polypeptid faktoru VII ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, a
ktery ma pozménéné katalytické misto, pficemz pozménéni potladuje schopnost polypeptidu

faktoru VII aktivovat plazmaticky faktor X nebo IX, a ktery je dale spojen s chemickou



skupinou, ktery zvysuje vlastni molekulovou hmotnost inaktivovaného polypeptidu faktoru
VII z 300 na 100000.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje inaktivovany derivat faktoru VII, pfi¢emz inaktivovany
polypeptid faktoru VII ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo Jeji variantu, kde
byla aminokyselina nahrazena odlignou aminokyselinou, pficemZ odlisna aminokyselina je
spojena s chemickou skupinou a polypeptid faktoru VII ma v podstaté stejnou nebo vyssi
aktivitu ve srovnani srekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru VIla, a je
pozménén v katalytickém misté, pfiemz pozménéni potladuje schopnost polypeptidu faktoru
VII aktivovat plazmaticky faktor X nebo IX, a je dale spojen s chemickou skupinou, ktera
zvySuje vlastni molekulovou hmotnost polypeptidu faktoru VII z 300 na 100000.

Z dalsiho hlediska, vynélez popisuje inaktivovany derivat faktoru VII, pfiCemz inaktivovany
polypeptid faktoru VII ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde
byla aminokyselina odpovidajici aminokyseling v pozici vybirané z 247 az 260, 393 az 405
nebo 406 v SEQ ID NO:1 nahrazena odlisnou aminokyselinou, a je pozménén v katalytickém
misté, pficemz pozménéni potlacuje schopnost polypeptidu faktoru VII aktivovat plazmaticky
faktor X nebo IX, a je dale spojen s chemickou skupinou, kterd zvysuje vlastni-melekulovou -
hmotnost polypeptidu faktoru VII z 300 na 100000.

Z dalSiho hlediska, vyndlez popisuje inaktivovany derivat faktoru VII, pfi¢emzZ inaktivovany
polypeptid faktoru VII ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo Jjeji variantu, kde
byla aminokyselina odpovidajici aminokyseling vybirané z R396, Q250 nebo P406 v SEQ ID
NO:1 nahrazena odlisnou aminokyselinou, a je pozménén v katalytickém mistg, pficem?
pozmeénéni potlacuje schopnost polypeptidu faktoru VII aktivovat plazmaticky faktor X nebo
IX, a je dale spojen schemickou skupinou, ktera zvySuje vlastni molekulovou hmotnost
polypeptidu faktoru VII z 300 na 100000.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje inaktivovany derivat faktoru VII, pfi¢emz inaktivovany
polypeptid faktoru VII ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde
byla aminokyselina, ktera je schopnd spojeni s chemickou skupinou, vlozena do SEQ ID
NO:1 nebo do jeji varianty tak, aby polypeptid faktoru VII mél v podstaté stejnou nebo vyssi
aktivitu ve srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru Vila, a je
pozménén v katalytickém misté, pfi¢emZ pozménéni potlatuje schopnost polypeptidu faktoru
VII aktivovat plazmaticky faktor X nebo IX, a je dale spojen s chemickou skupinou, ktera
zvySuje vlastni molekulovou hmotnost polypeptidu faktoru VII z 300 na 100000.

Z daliho hlediska, vynalez popisuje inaktivovany derivét faktoru VII, pfiCemz inaktivovany

polypeptid faktoru VII ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde



byla aminokyselina, ktera je schopna spojeni s chemickou skupinou, pfidana k N- nebo C-
konci sekvence SEQ ID NO:1 nebo do jeji varianty, a je pozménén v katalytickém mistg,
piicemZ pozménéni potlacuje schopnost polypeptidu faktoru VII aktivovat plazmaticky faktor
X nebo IX, a je dale spojen schemickou skupinou, ktera zvysuje vlastni molekulovou
hmotnost polypeptidu faktoru VII z 300 na 100000.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje sloZeni obsahujici inaktivovany derivat faktoru VII,
pfiemz inaktivovany polypeptid faktoru VII ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1
nebo jeji variantu, a je pozménén v katalytickém misté, pfi€emZ pozménéni potladuje
schopnost polypeptidu faktoru VII aktivovat plazmaticky faktor X nebo IX, a je déle spojen
s chemickou skupinou, ktera zvysuje vlastni molekulovou hmotnost polypeptidu faktoru VII
z 300 na 100000.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje sloZeni obsahujici inaktivovany derivat faktoru VII,
pfi¢emZ inaktivovany polypeptid faktoru VII ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1
nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina nahrazena odlisnou aminokyselinou, pficemz
odliSna aminokyselina je schopna spojeni s chemickou skupinou a polypeptid faktoru VII ma
v podstaté stejnou nebo vy3si -aktivitu ve. srovnani- s-rekombinantnim kontrolnim typem -
lidského faktoru Vlla, a je pozménén v katalytickém misté, pficemZ pozménéni potlacuje
schopnost polypeptidu faktoru VII aktivovat plazmaticky faktor X nebo IX, a je dale spojen
s chemickou skupinou, ktera zvysuje vlastni molekulovou hmotnost polypeptidu faktoru VII
z 300 na 100000.

Z dalsiho hlediska, vynéalez popisuje sloZeni obsahujici inaktivovany derivat faktoru VII,
pficemz inaktivovany polypeptid faktoru VII ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1
nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina odpovidajici aminokyseling v pozici vybirané
z 247 az 260, 393 az 405 nebo 406 v SEQ ID NO:1 nahrazena odlidnou aminokyselinou, a je
pozménén v katalytickém misté, pficemz pozménéni potladuje schopnost polypeptidu faktoru
VII aktivovat plazmaticky faktor X nebo IX, a je dale spojen s chemickou skupinou, ktera
zvySuje vlastni molekulovou hmotnost polypeptidu faktoru VII z 300 na 100000.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje sloZeni obsahujici inaktivovany derivat faktoru VII,
pri¢emzZ inaktivovany polypeptid faktoru VII méa aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1
nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina odpovidajici aminokyseling vybirané z R396,
Q250 nebo P406 v SEQ ID NO:l nahrazena odlidnou aminokyselinou, a je pozménén
v katalytickém mist¢, pfiemz pozménéni potladuje schopnost polypeptidu faktoru VII
aktivovat plazmaticky faktor X nebo IX, a je dale spojen s chemickou skupinou, ktera zvysuje

vlastni molekulovou hmotnost polypeptidu faktoru VII z 300 na 100000.
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Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje sloZeni obsahujici inaktivovany derivat faktoru VII,
piicemz inaktivovany polypeptid faktoru VII ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1
nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina, kterd je schopna spojeni s chemickou skupinou,
vloZena do SEQ ID NO:1 nebo do jeji varianty tak, aby polypeptid faktoru VII mél v podstaté
stejnou nebo vys3i aktivitu ve srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru
Vlila, a je pozménén v katalytickém misté, piicemz pozménéni potlauje schopnost
polypeptidu faktoru VII aktivovat plazmaticky faktor X nebo IX, a Jje dale spojen s chemickou
skupinou, kterd zvy$uje vlastni molekulovou hmotnost polypeptidu faktoru VII z300 na
100000.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje slozeni obsahujici inaktivovany derivat faktoru VII,
pficemZ inaktivovany polypeptid faktoru VII ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1
nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina, ktera je schopna spojeni s chemickou skupinou,
pfiddna k N- nebo C-konci sekvence SEQ ID NO:1 nebo do Jeji varianty, a je pozménén
v katalytickém mist&, priemZ pozménéni potlacuje schopnost polypeptidu faktoru VII

aktivovat plazmaticky faktor X nebo IX, a je dale spojen s chemickou skupinou, ktera zvysuje

vlastni molekulovou hmotnost pelypeptidu faktoru VII z 300 na 100000. o el

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje lédebné sloZeni obsahujici inaktivovany derivat faktoru
VII, pfi¢emz inaktivovany polypeptid faktoru VII ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID
NO:1 nebo jeji variantu, a je pozménén v katalytickém mistg, pficemZ pozménéni potladuje
schopnost polypeptidu faktoru VII aktivovat plazmaticky faktor X nebo IX, a je dale spojen
s chemickou skupinou, ktera zvysuje vlastni molekulovou hmotnost polypeptidu faktoru VII
z 300 na 100000; a poptipad& lécebné prijatelny nosic.

Z dalsiho hlediska, vynélez popisuje 1é¢ebné slozeni obsahujici inaktivovany derivat faktoru
VII, pfi¢emZ inaktivovany polypeptid faktoru VII ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID
NO:1 nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina nahrazena odlisnou aminokyselinou,
pficemZ odlisna aminokyselina je schopna spojeni s chemickou skupinou a polypeptid faktoru
VII mé v podstaté stejnou nebo vyssi aktivitu ve srovnani s rekombinantnim kontrolnim
typem lidského faktoru VIla, a je pozménén v Katalytickém mistg, pfiCem? pozménéni
potlacuje schopnost polypeptidu faktoru VII aktivovat plazmaticky faktor X nebo IX, a je dale
spojen s chemickou skupinou, kterd zvysuje vlastni molekulovou hmotnost polypeptidu
faktoru VII z 300 na 100000; a popiipadé 1éebné pfijatelny nosic.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje 1é&ebné slozeni obsahujici inaktivovany derivat faktoru
VII, pticemz inaktivovany polypeptid faktoru VII ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID

NO:1 nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina odpovidajici aminokyseliné¢ v pozici
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vybirané z247 az 260, 393 az 405 nebo 406 vSEQ ID NO:l nahrazena odlignou
aminokyselinou, a je pozménén v katalytickém misté, pri¢em? pozménéni potlacuje schopnost
polypeptidu faktoru VII aktivovat plazmaticky faktor X nebo IX, a je dale spojen s chemickou
skupinou, kterd zvySuje vlastni molekulovou hmotnost polypeptidu faktoru VII z300 na
100000; a popiipadé 1é¢ebné piijatelny nosié.

Z dal3iho hlediska, vynalez popisuje lé¢ebné sloZeni obsahujici inaktivovany derivat faktoru
VII, pfi¢emz inaktivovany polypeptid faktoru VII ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID
NO:1 nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina odpovidajici aminokyseliné¢ vybirané
z R396, Q250 nebo P406 v SEQ ID NO:1 nahrazena odli§nou aminokyselinou, a je pozménén
v katalytickém mist&, pfi¢emZ pozménéni potlatuje schopnost polypeptidu faktoru VII
aktivovat plazmaticky faktor X nebo IX, a je dale spojen s chemickou skupinou, ktera zvysuje
vlastni molekulovou hmotnost polypeptidu faktoru VII z 300 na 100000; a popfipadé lécebné
piijatelny nosic.

Z dalsiho hlediska, vynélez popisuje 1écebné sloZeni obsahujici inaktivovany derivat faktoru
VII, pfi¢emz inaktivovany polypeptid faktoru VII ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID
_ NO:I nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina, ktera je schopnd - spojeni - s-chemickou
skupinou, vloZena do SEQ ID NO:1 nebo do jeji varianty tak, aby polypeptid faktoru VII mél
Vv podstaté stejnou nebo vysSi aktivitu ve srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem
lidského faktoru VIIa, a je pozménén v katalytickém misté, pricemz pozménéni potlacuje
schopnost polypeptidu faktoru VII aktivovat plazmaticky faktor X nebo IX, a je dale spojen
s chemickou skupinou, ktera zvysuje vlastni molekulovou hmotnost polypeptidu faktoru VII
z 300 na 100000; a popiipadé lécebné prijatelny nosic.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje 1é¢ebné slozeni obsahujici inaktivovany derivat faktoru
VII, pfi€emZ inaktivovany polypeptid faktoru VII ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID
NO:1 nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina, ktera je schopna spojeni s chemickou
skupinou, pfiddna k N- nebo C-konci sekvence SEQ ID NO:1 nebo do Jeji varianty, a je
pozménén v katalytickém misté, pficemz pozménéni potladuje schopnost polypeptidu faktoru
VII aktivovat plazmaticky faktor X nebo IX, a je dale spojen s chemickou skupinou, ktera
zvySuje vlastni molekulovou hmotnost polypeptidu faktoru VII z 300 na 100000; a poptipadé
1écebné piijatelny nosic.

Z dalsiho hlediska, vynélez popisuje polynukleotidovy konstrukt koédujici polypeptid faktor
VII, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde byla

aminokyselina nahrazena odlisnou aminokyselinou, pfi¢emZ odlisna aminokyselina je



16

schopna spojeni s chemickou skupinou a polypeptid faktoru VII m4 v podstaté stejnou nebo
vy$8i aktivitu ve srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru VIIa.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje polynukleotidovy konstrukt kodujici polypeptid faktor
VII, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo Jeji variantu, kde byla
aminokyselina odpovidajici aminokyseliné v pozici vybirané z 247 a7 260, 393 az 405 nebo
406 v SEQ ID NO:1 nahrazena odlisnou aminokyselinou.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje polynukleotidovy konstrukt kodujici polypeptid faktor
VIIL, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo Jeji variantu, kde byla
aminokyselina odpovidajici aminokyseliné vybirané z R396, Q250 nebo P406 v SEQ ID
NO:1 nahrazena odlinou aminokyselinou.

Z dalsiho hlediska, vynélez popisuje polynukleotidovy konstrukt kodujici polypeptid faktor
VII, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo Jeji variantu, kde byla
aminokyselina, ktera je schopna spojeni s chemickou skupinou, vloZena do SEQ ID NO:1
nebo do jeji varianty tak, aby polypeptid faktoru VII mé&l v podstaté stejnou nebo vyssi

aktivitu ve srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru VlIa.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje polynukleotidovy kenstrukt kodujici polypeptid faktor =

VII, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo Jeji variantu, kde byla
aminokyselina, ktera je schopna spojeni s chemickou skupinou, pfidana k N- nebo C-konci
sekvence SEQ ID NO:1 nebo do jeji varianty.

V jednom zpracovani je polynukleotidovym konstruktem vektor.

Pojem  ,polynukleotid“  piedstavuje  jedno-  nebo dvojretézcovy  polymer
deoxyribonukleotidovych nebo ribonukleotidovych bazi c¢tenych od 5" k 3" konci.
Polynukleotidy zahrnuji RNA a DNA, a mohou byt izolovany z pfirodnich zdroji,
syntetizovany in vitro, nebo pripraveny kombinaci piirodnich a umélych molekul. Délka
molekuly polynukleotidu je zde dana z hlediska nukleotidii (zkratka »nt™) nebo part bazi
(zkratka ,,bp™). Pojem ,,nukleotidy* je pouzivéan pro jedno- a dvojfetézcové molekuly tam, kde
to souvislost umoziuje. KdyZ je pojem pouzit pro dvojictézcové molekuly, je pouZit pro
znazornéni celé délky a tim se rozumi, Ze je to ekvivalent pojmu ,.pary bazi“. Odbornici
v soucasném stavu techniky rozumi, Ze dva fetézce dvojietézcového polynukleotidu se mohou
mirné lidit v délce, a Ze jejich konce mohou byt riizné jako vysledek enzymatického $tépeni;
takto, ne vSechny nukleotidy dvojfetézcové molekuly polynukleotidu musi byt parovany.
Takové nesparované konce obecné& nebudou piesahovat délku 20 nt.

Zde pouzivany pojem ,,vektor* ptedstavuje jakoukoli kyselinu nukleovou schopnou mnoZzit se

v hostitelskych bunkach. Takto méze vektor byt autonomné se mnozici vektor, napf. vektor,



ktery existuje jako extrachromozomalni ¢ast, jehoZ mnoZeni je nezavislé na chromozomalnim
mnoZeni, napf. plazmid. Jinak mize byt vektor vloZen do hostitelské buriky, je za¢lenén do
genomu hostitelské bunky a je zmnozen dohromady schromozomem, do kterého byl
zatlenén. Volba vektoru bude casto zavisla na hostitelskych burikach, do kterych bude
zaClenén. Vektory zahrnuji, ale nejsou tak limitovany, plazmidové vektory, fagové vektory,
viry nebo kosmidové vektory. Vektory obycejné obsahuji pocatek replikace a alespori jeden
vybérovy gen, napf. gen, ktery koduje produkt, ktery je snadno zjistitelny nebo jehoz
pfitomnost je potiebna pro bunécny rust.

Z dalsiho hlediska, vyndlez popisuje eukaryotické hostitelské buiiky obsahujici
polynukleotidovy konstrukt zahrnujici sekvenci koédujici polypeptid faktoru VII majici
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina
nahrazena odliSnou aminokyselinou, pfi¢emz odlisnd aminokyselina je schopna spojeni
s chemickou skupinou a polypeptid faktoru VII ma v podstaté stejnou nebo vyssi aktivitu ve
srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru Vlila.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje eukaryotické hostitelské buiky obsahujici

- polynukleotidovy konstrukt zahrnujici sekvenci kodujici polypeptid “faktoru VI majici =~

aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina
odpovidajici aminokyseliné v pozici vybirané z 247 az 260, 393 az 405 nebo 406 v SEQ ID
NO:1 nahrazena odliSnou aminokyselinou.

7 dalsiho hlediska, vynalez popisuje eukaryotické hostitelské bunky obsahujici
polynukleotidovy konstrukt zahrnujici sekvenci kodujici polypeptid faktoru VII majici
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina
odpovidajici aminokyseliné¢ vybirané z R396, Q250 nebo P406 v SEQ ID NO:1 nahrazena
odli$nou aminokyselinou.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje eukaryotické hostitelské buiiky obsahujici
polynukleotidovy konstrukt zahrnujici sekvenci kédujici polypeptid faktoru VII majici
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina, ktera je
schopna spojeni s chemickou skupinou, vlozena do SEQ ID NO:1 nebo do jeji varianty tak,
aby polypeptid faktoru VII mél v podstaté stejnou nebo vySsi aktivitu ve srovnani
s rekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru Vlla.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje eukaryotické hostitelské buiiky obsahujici
polynukleotidovy konstrukt zahrnujici sekvenci kodujici polypeptid faktoru VII majici

aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina, ktera je
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schopnd spojeni s chemickou skupinou, pfidana k N- nebo C-konci sekvence SEQ ID NO:1
nebo do jeji varianty.

Zde pouzivany pojem ,.eukaryotické hostitelské buiiky“ predstavuje jakékoliv bunky, v¢etné
hybridnich bunék, ve kterych mize byt exprimovana heterologni DNA. Typické hostitelské
buriky zahrnuji, ale nejsou tak limitovany, hmyzi buiiky, kvasinky, savéi buriky, zahrnujici
lidské buiiky jako jsou BHK, CHO, HEK a COS buiky. V postupu podle navrhovaného
vynalezu jsou kultivované hostitelské buniky vyhodné savéi buriky, nejvyhodnéji zavedené
savei bunééné linie, zahrnujici CHO (napt. ATCC CCL 61), COS-1 (napi. ATCC CRL 1650),
bunky ledvin kiecka (BHK) a HEK293 (napf. ATCC CRL 1573; Graham ef al., J. Gen. Virol.
36:59-72, 1977) bunécné linie.

Nejvyhodnéjsi BHK bunétna linie je tk™ ts13 BHK bun&na linie (Waechter and Baserga,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:1106-1110, 1982), které jsou zde popisovany jako BHK 570
buiiky. BHK 570 buné¢na linie je dostupna od American Type Culture Collection, 12301
Parklawn Dr., Rockville, MD 20852, pod ATCC pistupovym &islem CRL 10314. Tk ts13
BHK bunécné linie je také dostupna pod ATCC piistupovym &islem CRL 1632,

-~ Dal3i vhodné bunééné linie zahrnuji Rat Hep T (krysi uddorevé bunky jater;: ATCC CRL
1600), Rat Hep II (krysi nadorové bunky jater; ATCC CRL 1548), TCMK (ATCC CCL 139),
buiiky lidskych plic (ATCC HB 8065), NCTC 1469 (ATCC CCL 9,1) a DUKX bunky
(Urlaub and Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci USA 77:4216-4220, 1980). Uzitecné jsou také 3T3
buriky, Namalwa buiiky, myelomy a fiize myelom s jinymi busikami. V jednom zpracovani
Jsou eukaryotické hostitelské buiiky savéiho piivodu. V dalim zpracovani jsou eukaryotické
hostitelské bunky vybirany ze skupiny obsahujici CHO busiky, BHK buriky nebo HEK buriky.
Z dal3iho hlediska, vynalez popisuje transgenni zvite exprimujici polynukleotidovy konstrukt
kodujici polypeptid faktoru VII majici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji
variantu, kde byla aminokyselina nahrazena odlisnou aminokyselinou, pficemz odlisna
aminokyselina je schopna spojeni schemickou skupinou a polypeptid faktoru VII ma
v podstaté stejnou nebo vyssi aktivitu ve srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem
lidského faktoru Vlla.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje transgenni zvife exprimujici polynukleotidovy konstrukt
kodujici polypeptid faktoru VII majici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji
variantu, kde byla aminokyselina odpovidajici aminokyseliné v pozici vybirané z 247 az 260,
393 az 405 nebo 406 v SEQ ID NO:1 nahrazena odli$nou aminokyselinou.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje transgenni zvife exprimujici polynukleotidovy konstrukt

kodujici polypeptid faktoru VII majici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jejt



variantu, kde byla aminokyselina odpovidajici aminokyseling vybirané z R396, Q250 nebo
P406 v SEQ ID NO:1 nahrazena odlisnou aminokyselinou.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje transgenni zvife exprimujici polynukleotidovy konstrukt
kodujici polypeptid faktoru VII majici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji
variantu, kde byla aminokyselina, ktera je schopna spojeni s chemickou skupinou, vloZena do
SEQ ID NO:1 nebo do jeji varianty tak, aby polypeptid faktoru VII mél v podstaté stejnou
nebo vyssi aktivitu ve srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru Vila.

Z dalSiho hlediska, vynalez popisuje transgenni zvife exprimujici polynukleotidovy konstrukt
kodujici polypeptid faktoru VII majici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji
variantu, kde byla aminokyselina, ktera je schopna spojeni s chemickou skupinou, pfidéna
k N- nebo C-konci sekvence SEQ ID NO:1 nebo do jeji varianty.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje transgenni rostlinu exprimujici  polynukleotidovy
konstrukt kodujici polypeptid faktoru VII majici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1
nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina nahrazena odlisnou aminokyselinou, pficem?
odlisnd aminokyselina je schopna spojeni s chemickou skupinou a polypeptid faktoru VII ma
v podstaté stejnou nebo - vyssi aktivitu. ve srovadni- s rekombinantnim kontrolnim typem
lidského faktoru Vlia.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje transgenni rostlinu exprimujici polynukleotidovy
konstrukt kédujici polypeptid faktoru VII majici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1
nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina odpovidajici aminokyseliné v pozici vybirané
z 247 az 260, 393 az 405 nebo 406 v SEQ ID NO:1 nahrazena odli§nou aminokyselinou.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje transgenni rostlinu exprimujici polynukleotidovy
konstrukt kédujici polypeptid faktoru VII majici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1
nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina odpovidajici aminokyseliné vybirané z R396,
Q250 nebo P406 v SEQ ID NO:1 nahrazena odlisnou aminokyselinou.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje transgenni rostlinu exprimujici  polynukleotidovy
konstrukt kédujici polypeptid faktoru VII majici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1
nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina, ktera Je schopnd spojeni s chemickou skupinou,
vloZena do SEQ ID NO:1 nebo do jeji varianty tak, aby polypeptid faktoru VII mél v podstaté
stejnou nebo vy3si aktivitu ve srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru
Vlla.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje transgenni rostlinu exprimujici polynukleotidovy

konstrukt kodujici polypeptid faktoru VII majici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1
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nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina, ktera Je schopna spojeni s chemickou skupinou,
pfidana k N- nebo C-konci sekvence SEQ ID NO:1 nebo do jeji varianty.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje zplsob produkce polypeptidu faktoru VII, pticemz
zptsob zahrnuje kultivaci eukaryotickych hostitelskych bun&k ve vhodném ristovém médiu,
které obsahuji polynukleotidovy konstrukt kodujici polypeptid faktoru VII, ktery ma
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina
nahrazena odlisnou aminokyselinou, pficemZ odlisna aminokyselina je schopna spojeni
s chemickou skupinou a polypeptid faktoru VII ma v podstaté stejnou nebo vyssi aktivitu ve
srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru VIla, za podminek
umoZrigjicich syntézu proteinu z polynukleotidového konstruktu a ziskani polypeptidu
z kultivééniho média.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje zpisob produkce polypeptidu faktoru VII, piidemz
zpisob zahrnuje kultivaci eukaryotickych hostitelskych bunék ve vhodném rastovém médiu,
které obsahuji polynukleotidovy konstrukt kodujici  polypeptid faktoru VII, ktery ma

aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina

odpovidajici aminokyseling v pozici vybirané z 247 az 260. 393 a3 405 nebd 406 vSEQID

NO:1 nahrazena odlisnou aminokyselinou, za podminek umoznujicich syntézu proteinu
z polynukleotidového konstruktu a ziskani polypeptidu z kultivaéniho média.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje zpiisob produkce polypeptidu faktoru VII, pficemz
zpusob zahrnuje kultivaci eukaryotickych hostitelskych bunék ve vhodném riistovém médiu,
které obsahuji polynukleotidovy konstrukt kodujici polypeptid faktoru VII, ktery ma
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina
odpovidajici aminokyseling vybirané z R396, Q250 nebo P406 v SEQ ID NO:] nahrazena
odliSnou aminokyselinou, za podminek umoziujicich syntézu proteinu z polynukleotidového
konstruktu a ziskani polypeptidu z kultivacniho média.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje zpisob produkce polypeptidu faktoru VII, pricemz
zpusob zahrnuje kultivaci eukaryotickych hostitelskych bunék ve vhodném ristovém médiu,
které obsahuji polynukleotidovy konstrukt kodujici polypeptid faktoru VII, ktery ma
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina, ktera je
schopna spojeni s chemickou skupinou, vloZena do SEQ ID NO:1 nebo do Jjeji varianty tak,
aby polypeptid faktoru VII mél v podstaté stejnou nebo vyssi aktivitu ve srovnani
s rekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru Vila, za podminek umoziujicich
syntézu proteinu z polynukleotidového konstruktu a ziskani polypeptidu z kultivaéniho

média.
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Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje zpusob produkce polypeptidu faktoru VII, pficemz
zplisob zahrnuje kultivaci eukaryotickych hostitelskych bunék ve vhodném ristovém médiu,
které obsahuji polynukleotidovy konstrukt kodujici polypeptid faktoru VII, ktery ma
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo Jeji variantu, kde byla aminokyselina, ktera je
schopné spojeni s chemickou skupinou, pfidana k N- nebo C-konci sekvence SEQ ID NO:1
nebo do jeji varianty, za podminek umoziiujicich syntézu proteinu z polynukleotidového
konstruktu a ziskani polypeptidu z kultivaéniho média.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje zplsob produkce polypeptidu faktoru VII, pficemz
zpisob zahmuje ziskéni polypeptidu faktoru VII zmléka produkovaného transgennim
zvifetem, které exprimuje polynukleotidovy konstrukt kodujici polypeptid faktoru VII, ktery
ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina
nahrazena odlisnou aminokyselinou, pfi¢emZ odlisna aminokyselina Je schopna spojeni
s chemickou skupinou a polypeptid faktoru VII m4 v podstaté stejnou nebo vyssi aktivitu ve
srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru Vila.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje zptsob produkce polypeptidu faktoru VII, pficemz
zpusob _zahrnuje ziskani polypeptidu faktoru VII .z miéka produkovan¢ho - transgennim-
7 zvifetem, které exprimuje polynukleotidovy konstrukt kodujici polypeptid faktoru VII, ktery
ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo j jeji variantu, kde byla aminokyselina
odpovidajici aminokyseliné v pozici vybirané z 247 az 260, 393 az 405 nebo 406 v SEQ ID
NO:1 nahrazena odli$nou aminokyselinou.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje zplsob produkce polypeptidu faktoru VII, picems
zpisob zahrnuje ziskani polypeptidu faktoru VII z miéka produkovaného transgennim
zvifetem, které exprimuje polynukleotidovy konstrukt kédujici polypeptid faktoru VII, ktery
ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina
odpovidajici aminokyseling vybirané z R396, Q250 nebo P406 v SEQ ID NO:1 nahrazena
odlidnou aminokyselinou.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje zpilsob produkce polypeptidu faktoru VII, pticemz
zpusob zahrnuje ziskani polypeptidu faktoru VII zmléka produkovaného transgennim
zvifetem, které exprimuje polynukleotidovy konstrukt kodujici polypeptid faktoru VII, ktery
ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina,
ktera je schopna spojeni schemickou skupinou, vlozena do SEQ ID NO:1 nebo do jeji
varianty tak, aby polypeptid faktoru VII mél v podstaté stejnou nebo vys$s§i aktivitu ve

srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru Vila.
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Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje zpiisob produkce polypeptidu faktoru VII, pficems
zplsob zahrnuje ziskani polypeptidu faktoru VII zmléka produkovaného transgennim
zvifetem, které exprimuje polynukleotidovy konstrukt kodujici polypeptid faktoru VII, ktery
ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina,
ktera je schopna spojeni s chemickou skupinou, pfidana k N- nebo C-konci sekvence SEQ ID
NO:1 nebo do jeji varianty.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje zpisob produkce polypeptidu faktoru VII, pficems
zpisob zahrnuje kultivaci bunék transgennich rostlin exprimyjicich  polynukleotidovy
konstrukt koédujici polypeptid faktoru VII, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID
NO:1 nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina nahrazena odlisnou aminokyselinou,
pfi¢emZ odli$na aminokyselina je schopna spojeni s chemickou skupinou a polypeptid faktoru
VII ma v podstaté stejnou nebo vy3si aktivitu ve srovnani s rekombinantnim kontrolnim
typem lidského faktoru Vlla, a ziskani polypeptidu faktoru VII z transgenni rostliny.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje zpiisob produkce polypeptidu faktoru VII, pticemz
zpusob zahrnuje kultivaci bunék transgennich rostlin exprimyjicich polynukleotidovy
konstrukt kodujici polypeptid faktoru VI, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID
NO:1 nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina odpovidajici aminokyseling Vv pozici
vybirané z247 az 260, 393 az 405 nebo 406 v SEQ ID NO:1 nahrazena odli$nou
aminokyselinou, a ziskani polypeptidu faktoru VII z transgenni rostliny.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje zptisob produkce polypeptidu faktoru VII, pficemz
zpusob zahrnuje kultivaci bunék transgennich rostlin exprimujicich  polynukleotidovy
konstrukt kodujici polypeptid faktoru VII, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID
NO:1 nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina odpovidajici aminokyseling vybirané
2R396, Q250 nebo P406 v SEQ ID NO:I nahrazena odlisnou aminokyselinou, a ziskani
polypeptidu faktoru VII z transgenni rostliny.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje zptisob produkce polypeptidu faktoru VII, piicemz
zplisob zahrnuje kultivaci buné&k transgennich rostlin exprimujicich polynukleotidovy
konstrukt kodujici polypeptid faktoru VII, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID
NO:1 nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina, ktera je schopna spojeni s chemickou
skupinou, vlozena do SEQ ID NO:1 nebo do jeji varianty tak, aby polypeptid faktoru VII mél
Vv podstaté stejnou nebo vy$si aktivitu ve srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem
lidského faktoru Vlla, a ziskani polypeptidu faktoru VII z transgenni rostliny.

Z dalSiho hlediska, vynalez popisuje zpiisob produkce polypeptidu faktoru VII, pficemz

zpisob zahrnuje kultivaci bunék transgennich rostlin exprimujicich polynukleotidovy
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konstrukt kodujici polypeptid faktoru VII, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID
NO:1 nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina, ktera je schopna spojeni s chemickou
skupinou, pridana k N- nebo C-konci sekvence SEQ ID NO:1 nebo do jeji varianty, a ziskani
polypeptidu faktoru VII z transgenni rostliny.
Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje zpisob produkce derivatu faktoru VII zahrnujici kroky:

a) produkce polypeptidu faktoru VII;

b) spojeni polypeptidu faktoru VII s chemickou skupinou;

c) naneseni derivatu faktoru VII na kationtovou vyménnou chromatografii nebo

kolonu pro gelovou filtraci; a

d) vymyti derivatu faktoru VII.
Z dal3iho hlediska, vynalez poskytuje tvorbu inaktivovaného derivatu faktoru VII zahrnujici
kroky:

a) produkee polypeptidu faktoru VII;

b) pozménéni polypeptidu faktoru VII v jeho katalytickém misté serin proteinazovym

inhibitorem;
¢) spojeni inaktivovanéhe polypeptidu-faktoru VII s chemickou skupinou;
d) naneseni derivatu faktoru VII na kationtovou vyménnou chromatografii nebo kolonu
pro gelovou filtraci; a

e) vymyti inaktivovaného derivatu faktoru VIL
V jednom zpracovani podle navrhovaného vynalezu, zplisob produkce polypeptidu faktoru
VII zahrnuje kultivaci eukaryotickych hostitelskych bunék ve vhodném riistovém médiu,
které obsahuji polynukleotidovy konstrukt kodujici polypeptid faktoru VII, ktery ma
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo Jeji variantu, kde byla aminokyselina
nahrazena odliSnou aminokyselinou, piicemZ odli$na aminokyselina je schopna spojeni
s chemickou skupinou a polypeptid faktoru VII ma v podstaté stejnou nebo vyssi aktivitu ve
srovnani s rekombinantnim  kontrolnim typem lidského faktoru Vila, za podminek
umoziujicich syntézu proteinu z polynukleotidového konstruktu a ziskani polypeptidu
z kultivaéniho média.
V jednom zpracovani podle navrhovaného vynalezu, zplsob produkce polypeptidu faktoru
VII zahrnuje kultivaci eukaryotickych hostitelskych bunék ve vhodném réistovém médiu,
které obsahuji polynukleotidovy konstrukt kodujici polypeptid faktoru VII, ktery ma
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo Jeji variantu, kde byla aminokyselina

odpovidajici aminokyseling v pozici vybirané z 247 az 260, 393 az 405 nebo 406 v SEQ ID
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NO:1 nahrazena odlisnou aminokyselinou, za podminek umoziiyjicich syntézu proteinu
z polynukleotidového konstruktu a ziskani polypeptidu z kultivaéniho média.

V jednom zpracovani podle navrhovaného vynalezu, zpisob produkce polypeptidu faktoru
VII zahrnuje kultivaci eukaryotickych hostitelskych bunék ve vhodném riistovém médiu,
které¢ obsahuji polynukleotidovy konstrukt kodujici polypeptid faktoru VII, ktery ma
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina
odpovidajici aminokyseling vybirané z R396, Q250 nebo P406 v SEQ ID NO:1 nahrazena
odli$nou aminokyselinou, za podminek umoziujicich syntézu proteinu z polynukleotidového
konstruktu a ziskani polypeptidu z kultivatniho média.

V jednom zpracovani podle navrhovaného vynalezu, zpusob produkce polypeptidu faktoru
VII zahrnuje kultivaci eukaryotickych hostitelskych bunk ve vhodném riistovém médiu,
které obsahuji polynukleotidovy konstrukt kodujici polypeptid faktoru VII, ktery ma
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina, ktera je
schopna spojeni s chemickou skupinou, vlozena do SEQ ID NO:1 nebo do Jeji varianty tak,

aby polypeptid faktoru VII mel Vv podstaté stejnou nebo vyssi aktivitu ve srovnani

s rekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru Vlla, za podminek ‘amozZiiujicich

syntézu proteinu z polynukleotidového konstruktu a ziskani polypeptidu z kultivaéniho
média.

V jednom zpracovani podle navrhovaného vynélezu, zpiisob produkce polypeptidu faktoru
VII zahrnuje kultivaci eukaryotickych hostitelskych bungk ve vhodném ristovém médiu,
které obsahuji polynukleotidovy konstrukt kodujici polypeptid faktoru VII, ktery ma
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina, ktera je
schopna spojeni s chemickou skupinou, pfiddna k N- nebo C-konci sekvence SEQ ID NO:1
nebo do jeji varianty, za podminek umoZiujicich syntézu proteinu z polynukleotidového
konstruktu a ziskani polypeptidu z kultivaéniho média.

V dal$im zpracovani, vynalez popisuje zpiisob produkce polypeptidu faktoru VII, pricemz
zpusob zahrnuje ziskani polypeptidu faktoru VII zmléka produkovaného transgennim
zvifetem, které exprimuje polynukleotidovy konstrukt kodujici polypeptid faktoru VII, ktery
ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina
nahrazena odlisnou aminokyselinou, pficemz odligng aminokyselina je schopna spojeni
s chemickou skupinou a polypeptid faktoru VII ma v podstaté stejnou nebo vyssi aktivitu ve
srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru Vlia.

V dal$im zpracovani, vynalez popisuje zpisob produkce polypeptidu faktoru VII, pricemz

zpusob zahrnuje ziskani polypeptidu faktoru VII z mléka produkovaného transgennim
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zvifetem, které exprimuje polynukleotidovy konstrukt kodujici polypeptid faktoru VII, ktery
ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina
odpovidajici aminokyselin€ v pozici vybirané z 247 az 260, 393 az 405 nebo 406 v SEQ ID
NO:1 nahrazena odli$nou aminokyselinou.

V dal$im zpracovani, vynalez popisuje zptsob produkce polypeptidu faktoru VII, pricemz
zpisob zahrnuje ziskdni polypeptidu faktoru VII zmléka produkovaného transgennim
zvifetem, které exprimuje polynukleotidovy konstrukt kédujici polypeptid faktoru VII, ktery
ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina
odpovidajici aminokyseliné¢ vybirané z R396, Q250 nebo P406 v SEQ ID NO:1 nahrazena
odlinou aminokyselinou.

V dal8im zpracovani, vynalez popisuje zplisob produkce polypeptidu faktoru VII, pricemz
zpusob zahrnuje ziskdni polypeptidu faktoru VII zmléka produkovaného transgennim
zvifetem, které exprimuje polynukleotidovy konstrukt kodujici polypeptid faktoru VII, ktery
ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina,

ktera je schopna spojeni s chemickou skupinou, vlozena do SEQ ID NO:1 nebo do jeji

“varianty tak, aby polypeptid faktoru VII ‘mél vpodsfaté stejnou nebo vyssi aktivitu ve

srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru VIla.

V dalsim zpracovani, vynalez popisuje zpisob produkce polypeptidu faktoru VII, pficemz
zpusob zahrnuje ziskani polypeptidu faktoru VII zmléka produkovaného transgennim
zvifetem, které exprimuje polynukleotidovy konstrukt kodujici polypeptid faktoru VII, ktery
ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina,
ktera je schopna spojeni s chemickou skupinou, pfidana k N- nebo C-konci sekvence SEQ ID
NO:1 nebo do jeji varianty.

V dalSim zpracovani, vynalez popisuje zpiisob produkce polypeptidu faktoru VII, pficemz
zpusob zahrnuje kultivaci bunék transgennich rostlin exprimujicich polynukleotidovy
konstrukt koédujici polypeptid faktoru VII, ktery méa aminokyselinovou sekvenci SEQ ID
NO:1 nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina nahrazena odlinou aminokyselinou,
pficemZ odliSnd aminokyselina je schopna spojeni s chemickou skupinou a polypeptid faktoru
VII ma v podstaté stejnou nebo vyssi aktivitu ve srovnani srekombinantnim kontrolnim
typem lidského faktoru Vlla, a ziskani polypeptidu faktoru VII z transgenni rostliny.

V dal$im zpracovani, vynalez popisuje zpiisob produkce polypeptidu faktoru VII, pficemz
zpisob zahrnuje kultivaci bunék transgennich rostlin exprimujicich polynukleotidovy
konstrukt kédujici polypeptid faktoru VII, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID

NO:1 nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina odpovidajici aminokyseling v pozici
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vybirané z247 az 260, 393 az 405 nebo 406 vSEQ ID NO:1 nahrazena odlisnou
aminokyselinou, a ziskani polypeptidu faktoru VII z transgenni rostliny.

V dalsim zpracovani, vynalez popisuje zpisob produkce polypeptidu faktoru VII, pfi¢emz
zplsob zahrnuje kultivaci bunék transgennich rostlin exprimujicich polynukleotidovy
konstrukt kédujici polypeptid faktoru VII, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID
NO:1 nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina odpovidajici aminokyseliné¢ vybirané
z R396, Q250 nebo P406 v SEQ ID NO:1 nahrazena odlisnou aminokyselinou, a ziskani
polypeptidu faktoru VII z transgenni rostliny.

V dalSim zpracovani, vynélez popisuje zpisob produkce polypeptidu faktoru VII, pfiemz
zpisob zahrnuje kultivaci bunék transgennich rostlin exprimujicich polynukleotidovy
konstrukt kodujici polypeptid faktoru VII, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID
NO:1 nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina, ktera je schopna spojeni s chemickou
skupinou, vloZena do SEQ ID NO:1 nebo do jeji varianty tak, aby polypeptid faktoru VII mél
v podstaté stejnou nebo vy3si aktivitu ve srovnani srekombinantnim kontrolnim typem
lidského faktoru Vlla, a ziskani polypeptidu faktoru VII z transgenni rostliny.

V dal$im zpracovani, vynalez popisuje zplisob produkce polypeptidu faktoru VII, pficemz
zpusob zahrnuje kultivaci bunék transgennich rostlin exprimujicich polynukleotidovy
konstrukt kodujici polypeptid faktoru VII, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID
NO:1 nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina, ktera je schopna spojeni s chemickou
skupinou, pfidana k N- nebo C-konci sekvence SEQ ID NO:1 nebo do Jeji varianty, a ziskani
polypeptidu faktoru VII z transgenni rostliny.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje pouziti derivatu faktoru VII obsahujici polypeptid
faktoru VII, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde byla
aminokyselina, kterd je schopna spojeni schemickou skupinou, ktera zvySuje vlastni
molekulovou hmotnost polypeptidu faktoru VII z 300 na 100000 a derivat faktoru VII ma
Vv podstaté stejnou nebo vys§i aktivitu ve srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem
faktoru Vlla pro pfipravu léciva pro 1é&bu krvécivych piihod nebo posileni normalniho
hemostatického systému.

Zde pouzivany pojem ,létba“ predstavuje podavani Gcinného mnoZstvi lécebné aktivni
slouceniny podle vynalezu, aby bylo ptedchazeno jakymkoliv symptomim nebo staviim
nemoci nebo z divodu 1é¢by nebo zmirnéni téchto symptomii nebo jiz rozvinutych stavi
nemoci. Pojem ,,1écba“ tak zahrnuje také preventivni 1é¢bu.

Pojem ,,posileni normélniho hemostatického systému piedstavuje posileni schopnosti tvofit

trombin.
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Zde pouzivany pojem ,,porucha krvaceni* odrazi jakoukoli poruchu, vrozenou, ziskanou nebo
vyvolanou, buné&ného nebo molekularniho piivodu, ktera se projevuje krvacenim. Prikladem
jsou poruchy koagulacniho faktoru (napf. hemofilic A a B nebo nedostatek koagula¢nich
faktord XI nebo VII), inhibitory koagulacniho faktoru, $patna funkce krevnich desticek,
trombocytopenie nebo von Willebrandova choroba.

Pojem ,krvacivé prihody* pfedstavuje nekontrolovatelné nebo nadmérné krvaceni, které je
hlavnim problémem ve spojitosti s chirurgii a dal$imi formami tkafového poranéni.
Nekontrolovatelné a nadmérné krvaceni se mize vyskytovat u subjektli s normalnim
koagulaénim systémem a u subjektdi s poruchami koagulaci nebo krvaceni. Nedostatek
koagulacnich faktori (hemofilie A a B, nedostatek koagulacnich faktort XI nebo VII) nebo
inhibitory koagulaéniho faktoru mohou byt p¥icinou poruch krvaceni. Nadmérna krvaceni se
vyskytuji u subjekti s normaln& fungujici krevni koagulaéni kaskadou (zadny nedostatek
koagula¢niho faktoru nebo inhibitory proti koagulaénim faktoriim) a mohou byt zpisobeny
Spatnou funkci krevnich desti¢ek, trombocytopenii nebo von Willebrandovou chorobou.
V téchto ptipadech mohou byt krvaceni podobné tém krvicenim, které Jsou zpisobeny
- hemofilii,-nebot’ hemostaticky systém, jako pfi hemofilii, nema,  nebo mé nenormalni
nezbytné koagulacni ,,slozky* (jako jsou krevni desti¢ky nebo von Willebrandiiv faktor), které
zpusobuji zdvaZna krvaceni. U subjektdi s nadmérnym tkaiiovym poskozenim ve spojitosti
s chirurgii nebo rozsahlym trauma miiZe byt normélni hemostaticky mechanismus ochromeny
narokem bezprostiedniho zastaveni krvaceni a mize dojit ke krvaceni namisto normalniho
hemostatického mechanismu. DosaZeni dostateéné zastavy krvaceni je také problém pii
krvaceni vyskytujici se v organech, jako je mozek, oblast stfedniho ucha a o¢i, kde je
omezena moznost chirurgické zastavy krvaceni. Stejny problém muZe nastat pfi odebirani
biopsii z rliznych organi (jatra, plice, nadorova tkan, gastrointestinalni trakt), stejné tak jako
pfi laparoskopické chirurgii. Pfi vSech t&chto situacich je tézké zajistit zastaveni krvaceni
chirurgickymi technikami (stehy, svorky, apod.), coZ je také v pfipadé, kdy je krvaceni
rozsifené (krvacejici gastritida a nadmérné délozni krvaceni). Akutni a nadmérna krvaceni se
mohou vyskytovat také u subjektd podstupujici protisrazlivou 1é¢bu, kde bylo podstoupenou
1écbou vyvolana 3patna srazlivost krve. Tyto subjekty potfebuji chirurgicky zasah, v ptipadg,
Ze protisrazlivy u¢inek musi byt rychle neutralizovan. Pro subjekty s lokalizovanou rakovinou
prostaty je radikalni odstranéni prostaty b&zn& pouzivanym postupem. Operace je velmi &asto
komplikovana zna¢nou az nékdy masivni ztritou krve. Zna¢na ztrata krve béhem odstranéni
prostaty se tyka hlavné komplikované anatomické situace s riznymi hust& cévnatymi misty,

ktera nejsou snadna pro udrzeni chirurgické zastavy krvaceni, a kterdA mohou vyustit
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vrozsahlé krvaceni zvelké oblasti. Jina situace, kteri miZe predstavovat problémy
v nedostate¢ném zastaveni krvaceni, mize nastat, kdyz subjekt s normalnim hemostatickym
mechanismem podstupuje protisrazlivou 1é¢bu pro prevenci tromboembolického onemocnéni.
Tato lécba mize zahrnovat heparin, jiné formy proteoglykanti, warfarin nebo jiné formy
antagonistl vitaminu K, stejné tak jako aspirin a jiné inhibitory shlukovani krevnich desti¢ek.
Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje pouziti derivatu faktoru VII obsahujici polypeptid
faktoru VII, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde byla
aminokyselina odpovidajici aminokyseliné v pozici vybirané z 247 az 260, 393 az 405 nebo
406 v SEQ ID NO:1 nahrazena odlisnou aminokyselinou, pficemZ odli§na aminokyselina je
spojena s chemickou skupinou, ktera zvysuje vlastni molekulovou hmotnost polypeptidu
faktoru VII z 300 na 100000 a derivat faktoru VII ma v podstaté stejnou nebo vyssi aktivitu
ve srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem faktoru Vlla pro pfipravu lé¢iva pro 1éc¢bu
krvacivych piihod nebo posileni normalniho hemostatického systému.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje pouziti derivatu faktoru VII obsahujici polypeptid
faktoru VII, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde byla

aminokyselina odpovidajici aminokyseliné vybirané z R396; Q250 nebo P406 v SEQ ID -

NO:1 nahrazena odlisnou aminokyselinou, pficemz odligna aminokyselina je spojena
s chemickou skupinou, ktera zvysuje vlastni molekulovou hmotnost polypeptidu faktoru VII
2300 na 100000 a derivat faktoru VII ma v podstaté stejnou nebo vyssi aktivitu ve srovnani
s rekombinantnim kontrolnim typem faktoru Vlla pro piipravu lé¢iva pro lé¢bu krvacivych
pfihod nebo posileni normélniho hemostatického systému.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje pouziti derivatu faktoru VII obsahujici polypeptid
faktoru VII, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde byla
aminokyselina vlozena do sekvence SEQ ID NO:1 nebo Jeji varianty, pfi¢emz aminokyselina
je spojena s chemickou skupinou, ktera zvysuje vlastni molekulovou hmotnost polypeptidu
faktoru VII z 300 na 100000 a derivat faktoru VII ma v podstaté stejnou nebo vys3i aktivitu
ve srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem faktoru Vila pro pfipravu lé¢iva pro 1é¢bu
krvécivych ptihod nebo posileni normélniho hemostatického systému.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje pouziti derivatu faktoru VII obsahujici polypeptid
faktoru VII, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde byla
aminokyselina pfidana k N- nebo C-konci SEQ ID NO:1, pfiemZ aminokyselina je spojena
s chemickou skupinou, ktera zvy3uje vlastni molekulovou hmotnost polypeptidu faktoru VII

z 300 na 100000 a derivat faktoru VII mé v podstaté stejnou nebo vyssi aktivitu ve srovnani
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s rekombinantnim kontrolnim typem faktoru Vlla pro pripravu léCiva pro léc¢bu krvacivych
pfihod nebo posileni normalniho hemostatického systému.

V jednom zpracovani podle vynalezu je krvaceni spojeno s hemofilii A nebo B. V jiném
zpracovani je krvaceni spojeno s hemofilii se ziskanymi inhibitory. V jiném zpracovéni je
krvaceni spojeno s trombocytopenii. V Jiném zpracovani je krvaceni spojeno s von
Willebrandovou chorobou. V jiném zpracovani Je krvéceni spojeno s rtiznym poskozenim
tkané. V jiném zpracovani je krvaceni spojeno s riznym traumatem. V jiném zpracovani je
krvaceni spojeno s chirurgii. V jiném zpracovani je krvaceni spojeno s laparoskopickou
chirurgii. V jiném zpracovani je krvaceni spojeno s krvacivou gastritidou. V jiném zpracovani
je krvaceni spojeno s nadmémym déloznim krvacenim. V jiném zpracovani se krvaceni
vyskytuje u organii somezenou moznosti mechanického zastaveni krvaceni. V jiném
zpracovani se krvaceni vyskytuje v mozku, v oblasti stfedniho ucha nebo o¢i. V jiném
zpracovani je krvaceni spojeno s odebiranim biopsii. V jiném zpracovani je krvaceni spojeno
s protisrazlivou lé¢bou.

Zde pouZivany pojem , subjekt piedstavuje jakéhokoliv zivocicha, obzvlaste savce, jako jsou
lidé, a kde je to vhodné, miize byt zaménitelné pouZit pojem,,pacient.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje pouziti derivatu faktoru VII obsahujici polypeptid
faktoru VII, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde byla
aminokyselina nahrazena odli$nou aminokyselinou, pricemz odlisna aminokyselina je spojena
s chemickou skupinou, ktera zvySuje vlastni molekulovou hmotnost polypeptidu faktoru VII
2 300 na 100000 a derivat faktoru VII ma v podstaté stejnou nebo vyssi aktivitu ve srovnani
s rekombinantnim kontrolnim typem faktoru Vlla, pro piipravu léciva pro lécbu krvacivych
piihod nebo posileni normalniho hemostatického systému.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje pouZiti derivatu faktoru VII obsahujici polypeptid
faktoru VII, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo Jeji variantu, kde byla
aminokyselina odpovidajici aminokyseliné v pozici vybirané z 247 az 260, 393 az 405 nebo
406 v SEQ ID NO:1 nahrazena odlignou aminokyselinou, pfic¢emz odligna aminokyselina je
spojena s chemickou skupinou, ktera zvySuje vlastni molekulovou hmotnost polypeptidu
faktoru VII z 300 na 100000 a derivat faktoru VII ma v podstaté stejnou nebo vyssi aktivitu
ve srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem faktoru Vlla, pro pfipravu lé¢iva pro lé¢bu
krvacivych ptihod nebo posileni normalniho hemostatického systému.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje pouziti derivatu faktoru VII obsahujici polypeptid
faktoru VII, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo Jeji variantu, kde byla
aminokyselina odpovidajici aminokyseliné vybirané zR396, Q250 nebo P406 v SEQ ID
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NO:1 nahrazena odlisnou aminokyselinou, pfi¢emz odlisna aminokyselina je spojena
s chemickou skupinou, ktera zvysuje vlastni molekulovou hmotnost polypeptidu faktoru VII
z 300 na 100000 a derivat faktoru VII ma v podstaté stejnou nebo vys§i aktivitu ve srovnani
s rekombinantnim kontrolnim typem faktoru Vlla, pro pripravu léciva pro lécbu krvéacivych
pfihod nebo posileni normalniho hemostatického systému.

Z dalsiho hlediska, vynélez popisuje pouziti derivatu faktoru VII obsahujici polypeptid
faktoru VII, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde byla
aminokyselina vlozena do sekvence SEQ ID NO:1 nebo Jeji varianty, pficemZ aminokyselina
je spojena s chemickou skupinou, ktera zvysuje vlastni molekulovou hmotnost polypeptidu
faktoru VII z 300 na 100000 a derivat faktoru VII ma v podstaté stejnou nebo vyssi aktivitu
ve srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem faktoru Vlla, pro pfipravu lé¢iva pro 1é¢bu
krvacivych piihod nebo posileni normalniho hemostatického systému.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje pouziti derivatu faktoru VII obsahujici polypeptid
faktoru VII, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde byla
aminokyselina pfidana k N- nebo C-konci SEQ ID NO:1, pficemz aminokyselina je spojena
s.chemickou skupinou, kterd zvysuje vlastni molekulovou hmotnost polypeptidu faktoru VI
2 300 na 100000 a derivat faktoru VII ma v podstaté stejnou nebo vys$§i aktivitu ve srovnani
s rekombinantnim kontrolnim typem faktoru Vlla, pro pfipravu Ié¢iva pro lé¢bu krvéacivych
pfihod nebo posileni normélniho hemostatického systému.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje zpisob lécby krvacivych piihod nebo poruch krvéaceni u
subjektu nebo posileni normalniho hemostatického systému, pfiCemz zplsob zahrnuje
v pfipad€ potfeby podavani lé¢ebné nebo preventivné ucinného mnoZstvi derivatu faktoru VIJ
obsahujici polypeptid faktoru VII, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo
Jeji variantu, kde byla aminokyselina nahrazena odlignou aminokyselinou, pfi¢emz odlisna
aminokyselina je spojena s chemickou skupinou, ktera zvysuje vlastni molekulovou hmotnost
polypeptidu faktoru VII z 300 na 100000 a derivat faktoru VII ma v podstaté stejnou nebo
vy$3i aktivitu ve srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem faktoru VIa.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje zpiisob 1é¢by krvacivych ptihod nebo poruch krvaceni u
subjektu nebo posileni normalniho hemostatického systému, pfiemZ zplsob zahrnuje
v ptipad€ potfeby podavani lécebné nebo preventivng uginného mnozstvi derivatu faktoru VII
obsahujici polypeptid faktoru VII, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo
Jeji variantu, kde byla aminokyselina odpovidajici aminokyselin€ v pozici vybirané z 247 az
260, 393 az 405 nebo 406 v SEQ ID NO:1 nahrazena odlisnou aminokyselinou, pficemz

odlisnd aminokyselina je spojena s chemickou skupinou, ktera zvySuje vlastni molekulovou
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hmotnost polypeptidu faktoru VII z300 na 100000 a derivat faktoru VII ma v podstaté
stejnou nebo vyssi aktivitu ve srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem faktoru Viia.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje zpiisob 1écby krvacivych piihod nebo poruch krvaceni u
subjektu nebo posileni normalniho hemostatického systému, pricemz zpiisob zahrnuje
v pfipadé potieby podavani lé&ebné nebo preventivné uéinného mnoZstvi derivatu faktoru VII
obsahujici polypeptid faktoru VII, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo
jeji variantu, kde byla aminokyselina odpovidajici aminokyseling vybirané z R396, Q250
nebo P406 v SEQ ID NO:l1 nahrazena odlidnou aminokyselinou, pficemz odlisna
aminokyselina je spojena s chemickou skupinou, ktera zvysuje vlastni molekulovou hmotnost
polypeptidu faktoru VII z 300 na 100000 a derivat faktoru VII ma v podstaté stejnou nebo
vy$si aktivitu ve srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem faktoru Vlila.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje zpiisob 1é¢by krvacivych piihod nebo poruch krvaceni u
subjektu nebo posileni normalniho hemostatického systému, pricemz zplsob zahrnuje
v pfipadé potieby poddvani lé¢ebné nebo preventivné u¢inného mnozstvi derivatu faktoru VII
obsahujici polypeptid faktoru VII, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo
Jeji variantu, kde byla aminokyselina vloZzena do sekvence SEQ D NO:1 nebo J€ji varianty,
piicemz aminokyselina je spojena s chemickou skupinou, ktera zvysuje vlastni molekulovou
hmotnost polypeptidu faktoru VII z 300 na 100000 a derivat faktoru VII ma v podstaté
stejnou nebo vy3si aktivitu ve srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem faktoru Vla.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje zpiisob 1écby krvéacivych pithod nebo poruch krvaceni u
subjektu nebo posileni normalniho hemostatického systému, pficemz zpusob zahrnuje
v piipadé€ potieby podavani lééebné nebo preventivné uéinného mnozstvi derivatu faktoru VII
obsahujici polypeptid faktoru VII, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo
jeji variantu, kde byla aminokyselina pfidéna k N- nebo C-konci SEQ ID NO:1, piicemz
aminokyselina je spojena s chemickou skupinou, ktera zvysuje vlastni molekulovou hmotnost
polypeptidu faktoru VII z 300 na 100000 a derivat faktoru VII ma v podstaté stejnou nebo
vyssi aktivitu ve srovndni s rekombinantnim kontrolnim typem faktoru Vila.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje pouziti inaktivovaného derivatu faktoru VII, kde
inaktivovany polypeptid faktoru VII ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji
variantu, a ktery ma pozménéné katalytické misto, pficem? pozménéni potlacuje schopnost
polypeptidu faktoru VII aktivovat plazmaticky faktor X nebo IX, a ktery je dale spojen
s chemickou skupinou, ktery zvySuje vlastni molekulovou hmotnost inaktivovaného
polypeptidu faktoru VII z 300 na 100000, pro ptipravu létiva pro potladeni tvorby trombu u

pacienta.
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Z dalsiho hlediska, vyndlez popisuje pouziti inaktivovaného derivatu faktoru VII, pficemy
inaktivovany polypeptid faktoru VII méa aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji
variantu, kde byla aminokyselina nahrazena odlisnou aminokyselinou, pficemz odlisna
aminokyselina je spojena s chemickou skupinou a polypeptid faktoru VII ma v podstaté
stejnou nebo vyssi aktivitu ve srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru
Vlla, a je pozménén v katalytickém misté, pficem? pozménéni potlacuje schopnost
polypeptidu faktoru VII aktivovat plazmaticky faktor X nebo IX, a je dale spojen s chemickou
skupinou, ktera zvySuje vlastni molekulovou hmotnost polypeptidu faktoru VII z300 na
100000, pro pfipravu Ié¢iva pro potlaceni tvorby trombu u pacienta.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje pouziti inaktivovaného derivatu faktoru VII, pficemz
inaktivovany polypeptid faktoru VII méa aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji
variantu, kde byla aminokyselina odpovidajici aminokyseliné v pozici vybirané z 247 az 260,
393 az 405 nebo 406 v SEQ ID NO:1 nahrazena odlignou aminokyselinou, a je pozménén
v katalytickém misté, pficemz pozménéni potlatuje schopnost polypeptidu faktoru VII

aktivovat plazmaticky faktor X nebo IX, a je dale spojen s chemickou skupinou, ktera zvysuje

vlastni molekuloveu hmotnest polypeptidu-faktoru VII z 300 na-100000, pro pfipravu lé¢iva

pro potla¢eni tvorby trombu u pacienta.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje pouziti inaktivovaného derivatu faktoru VII, pficemz
inaktivovany polypeptid faktoru VII ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji
variantu, kde byla aminokyselina odpovidajici aminokyselin& vybirané z R396, Q250 nebo
P406 v SEQ ID NO:1 nahrazena odli$nou aminokyselinou, a je pozménén v katalytickém
misté, priemZ pozménéni potlacuje schopnost polypeptidu faktoru VII aktivovat plazmaticky
faktor X nebo IX, a je dale spojen s chemickou skupinou, ktera zvysuje vlastni molekulovou
hmotnost polypeptidu faktoru VII z 300 na 100000, pro piipravu léiva pro potlaceni tvorby
trombu u pacienta.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje pouZiti inaktivovaného derivatu faktoru VII, pii¢emz
inaktivovany polypeptid faktoru VII méa aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji
variantu, kde byla aminokyselina, ktera je schopna spojeni s chemickou skupinou, vloZena do
SEQ ID NO:1 nebo do jeji varianty tak, aby polypeptid faktoru VII mél v podstaté stejnou
nebo vyssi aktivitu ve srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru Vila, a
Je pozménén v katalytickém mist&, pricemZ pozménéni potlatuje schopnost polypeptidu
faktoru VII aktivovat plazmaticky faktor X nebo IX, a je déle spojen s chemickou skupinou,
ktera zvySuje vlastni molekulovou hmotnost polypeptidu faktoru VII z 300 na 100000, pro

pfipravu lé€iva pro potlageni tvorby trombu u pacienta.
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Z dalsiho hlediska, vyndlez popisuje pouZiti inaktivovaného derivatu faktoru VII, pficemz
inaktivovany polypeptid faktoru VII ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji
variantu, kde byla aminokyselina, ktera je schopna spojeni s chemickou skupinou, pridana
kN- nebo C-konci sekvence SEQ ID NO:1 nebo do jeji varianty, a je pozménén
v katalytickém misté, pfiCemz pozménéni potlatuje schopnost polypeptidu faktoru VII
aktivovat plazmaticky faktor X nebo IX, a je dale spojen s chemickou skupinou, ktera zvysuje
vlastni molekulovou hmotnost polypeptidu faktoru VII z 300 na 100000, pro pripravu lé¢iva
pro potlaceni tvorby trombu u pacienta.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje zplisob potlatovani tvorby trombu u pacienta, ktery
zahrnuje mistni podavani lécebné ucinné davky slozeni do mista cévy nachylného k tvorbg
trombu, pficemz slozeni obsahuje inaktivovany derivat faktoru VII, kde inaktivovany
polypeptid faktoru VII ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo Jeji variantu, a je
pozménén v katalytickém misté, pficemZ pozménéni potladuje schopnost polypeptidu faktoru
VII aktivovat plazmaticky faktor X nebo IX, a je dale spojen s chemickou skupinou, ktera

zvySuje vlastni molekulovou hmotnost polypeptidu faktoru VII z 300 na 100000.

Z dalsiho hlediska; -vynalez popisuje- zptisob-potlatovani tvorby trombu u pacienta, ktery™

zahrnuje mistni podavani lécebné Gcinné davky sloZeni do mista cévy nachylného k tvorbé
trombu, pfiemz sloZeni obsahuje inaktivovany derivat faktoru VII, kde inaktivovany
polypeptid faktoru VII ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde
byla aminokyselina nahrazena odlisnou aminokyselinou, pfi¢emz odlisna aminokyselina je
schopna spojeni schemickou skupinou, a je pozménén v katalytickém misté, pficemz
pozménéni potlaCuje schopnost polypeptidu faktoru VII aktivovat plazmaticky faktor X nebo
IX. a je dale spojen s chemickou skupinou, ktera zvysuje vlastni molekulovou hmotnost
polypeptidu faktoru VII z 300 na 100000.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje zpiisob potlacovani tvorby trombu u pacienta, ktery
zahrnuje mistni podavéni lé¢ebn& ucinné davky sloZeni do mista cévy nachylného k tvorbé
trombu, pfi¢emz slozeni obsahuje inaktivovany derivat faktoru VII, kde inaktivovany
polypeptid faktoru VII ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo Jeji variantu, kde
byla aminokyselina odpovidajici aminokyseliné v pozici vybirané z 247 az 260, 393 a3 405
nebo 406 v SEQ ID NO:1 nahrazena odlisnou aminokyselinou, a je pozménén v katalytickém
misté, pficemZ pozménéni potlatuje schopnost polypeptidu faktoru VII aktivovat plazmaticky
faktor X nebo IX, a je dale spojen s chemickou skupinou, kterd zvySuje vlastni molekulovou

hmotnost polypeptidu faktoru VII z 300 na 100000.
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Z dalSiho hlediska, vynélez popisuje zpiisob potlaovani tvorby trombu u pacienta, ktery
zahrnuje mistni podavani lécebné ucinné davky sloZeni do mista cévy nachylného k tvorbe
trombu, pficemz slozeni obsahuje inaktivovany derivat faktoru VII, kde inaktivovany
polypeptid faktoru VII ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo Jeji variantu, kde
byla aminokyselina odpovidajici aminokyseliné vybirané z R396, Q250 nebo P406 v SEQ ID
NO:1 nahrazena odlisnou aminokyselinou, a je pozménén v katalytickém mist&, pricemz
pozménéni potlatuje schopnost polypeptidu faktoru VII aktivovat plazmaticky faktor X nebo
IX, a je déle spojen schemickou skupinou, ktera zvySuje vlastni molekulovou hmotnost
polypeptidu faktoru VII z 300 na 100000.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje zpiisob potladovani tvorby trombu u pacienta, ktery
zahrnuje mistni podavani lécebné G¢inné davky sloZeni do mista cévy nachylného k tvorbé
trombu, pficemz slozeni obsahuje inaktivovany derivat faktoru VII, kde inaktivovany
polypeptid faktoru VII ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde
byla aminokyselina schopna spojeni s chemickou skupinou vlozena do sekvence SEQ ID

NO:1 nebo jeji varianty, a je pozménén v katalytickém misté, pficemz pozménéni potladuje

. schopnost polypeptidu faktoru VII aktivovat plazmaticky fiktor X-nebo IX, a je dale spojen

s chemickou skupinou, kterd zvysuje vlastni molekulovou hmotnost polypeptidu faktoru VII
z 300 na 100000.

Z dalsiho hlediska, vynalez popisuje zpiisob potlacovani tvorby trombu u pacienta, ktery
zahrnuje mistni podavani lécebné ucinné davky slozeni do mista cévy nachylného k tvorbé
trombu, pfi€emz slozeni obsahuje inaktivovany derivat faktoru VII, kde inaktivovany
polypeptid faktoru VII méa aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde
byla aminokyselina schopnd spojeni s chemickou skupinou pfidana k N- nebo C-konci SEQ
ID NO:1, a je pozménén v katalytickém misté, pficemz pozménéni potlacuje schopnost
polypeptidu faktoru VII aktivovat plazmaticky faktor X nebo IX, a Jje dale spojen s chemickou
skupinou, ktera zvySuje vlastni molekulovou hmotnost polypeptidu faktoru VII z300 na
100000.

\Y jednom‘zpracovém' podle vynalezu je chemicka skupina v podstaté neutralni.

Zde pouzivany pojem ,,neutralni“ predstavuje biologicky slugitelnou chemickou skupinu, coz
znamena, Ze neni toxickd, neni imunogenni a je ve vodé rozpustna. V podstaté neutralni
chemické skupiny podle této definice zahrnuji, ale nejsou tak limitovany, polyethylenglykol
(PEG), monomethoxypolyethylenglykol, dextran, poly-(N-vinylpyrrolidon)polyethylenglykol,
homopolymery propylenglykolu, kopolymer polypropylenoxid/ethylenoxidu,
polypropylenglykol, polyoxyethylované polyoly (napt. glycerol) a polyvinylalkohol,
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kolominiové kyseliny nebo jiné polymery zalozené na uhlohydratech, polymery aminokyselin
a derivaty biotinu.

V dalSim zpracovani podle vynalezu je chemicka skupina ve vodé rozpustna.

V dal$im zpracovani podle vynalezu ma chemicka skupina molekulovou hmotnost 1000 az
80000.

V dal$im zpracovani podle vynalezu ma chemicka skupina molekulovou hmotnost 5000 az
60000.

V dalSim zpracovani podle vynalezu ma chemicka skupina molekulovou hmotnost 10000 az
40000.

V dalSim zpracovani podle vynalezu ma chemickd skupina molekulovou hmotnost 500 az
20000.

V dalS$im zpracovani podle vynalezu ma chemicka skupina molekulovou hmotnost 500 az
5000.

V dalS$im zpracovani podle vynalezu ma chemicka skupina molekulovou hmotnost 750 az
5000.

V dalsim zpracovani podle vynalezu je chemicka skupina polyethylenglykol.

V dalSim zpracovani podle vynélezu je chemicka skupina vybirana z jedné do Sesti molekul
polyethylenglykolu.

V nejvyhodnéj$im  zpracovani podle vynalezu je chemicka skupina jedna molekula
polyethylenglykolu.

V dal$im zpracovani podle vynalezu je chemicka skupina monomethoxypolyethylenglykol.

V dalSim zpracovani podle vynalezu je chemickd skupina dextran.

V dal$im zpracovéni podle vynalezu je chemicka skupina poly-(N-vinylpyrrolidon)-
-polyethylenglykol.

V dal8im zpracovani podle vynalezu je chemicka skupina homopolymer propylenglykolu.

V dal$im zpracovani podle vynalezu je chemicka skupina polypropylenoxid.

V dal8im zpracovani podle vynalezu je chemicka skupina polyoxyethylovany polyol.

V dal$im zpracovani podle vynalezu je chemicka skupina polyvinylalkohol.

V dalSim zpracovani podle vynalezu je chemickd skupina polymer zaloZeny na
uhlohydratech.

V dalSim zpracovani podle vynalezu je chemickd skupina polymer aminokyselin.

V dalSim zpracovani podle vynalezu je chemicka skupina derivat biotinu.
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V dal$im zpracovani podle vynalezu je chemicka skupina spojena s volnou sulthydrylovou
skupinou piitomnou na aminokyseling, ktera byla zaménéna za jinou aminokyselinu, ktera
byla vlozena nebo pfidana k polypeptidu.

V dal$im zpracovani podle vynélezu je chemicka skupina spojena s cysteinem.

V dal§im zpracovani podle vynalezu je nahrazena, vlozend nebo pfidana aminokyselina
schopna spojeni s chemickou skupinou.

V dalsim zpracovani podle vynalezu mé aminokyselina schopna spojeni s chemickou
skupinou volnou sulthydrylovou skupinu.

V dal§im zpracovani podle vynalezu je aminokyselina, ktera je schopna spojeni s chemickou
skupinou, cystein.

V daldim zpracovani podle vynalezu obsahuje nahrazend, vloZzena nebo pridana
aminokyselina sulfhydryl, jako je cystein.

V dalim zpracovani polypeptidu faktoru VII byla aminokyselina vloZena v pozici vybirané
z 247 az 260, 393 az 405 nebo 406 v SEQ ID NO:1.

V dalsim zpracovani polypeptidu faktoru VII byla aminokyselina odpovidajici R396 v SEQ
ID NO:1 nahrazena odlisnou aminokyselinou. I
V dalsim zpracovani polypeptidu faktoru VII byla aminokyselina odpovidajici Q250 v SEQ
ID NO:1 nahrazena odli$nou aminokyselinou.

V dal$im zpracovani polypeptidu faktoru VII byla aminokyselina odpovidajici P406 v SEQ
ID NO:1 nahrazena odlisnou aminokyselinou.

V dalim zpracovani polypeptidu faktoru VII byla pfidavna aminokyselina schopna spojeni
s chemickou skupinou vlozena do sekvence SEQ ID NO:1 nebo jeji varianty tak, Ze
polypeptid faktoru VII ma v podstaté stejnou nebo vy3Si aktivitu ve srovnani
s rekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru Vlla.

V dalsim zpracovani polypeptidu faktoru VII byla dali aminokyselina schopna spojeni
s chemickou skupinou pfidana k N- nebo C-konci sekvence SEQ ID NO:1 nebo jeji varianty.
V dal$im zpracovani polypeptidu faktoru VII byla aminokyselina pfidana k C-konci sekvence
SEQ ID NO:1.

V dal$im zpracovani polypeptidu faktoru VII byla aminokyselina pfidana k N-konci sekvence
SEQ ID NO:1.

V dalsim zpracovani polypeptidu faktoru VII byl pfidan cystein.

V dal$im zpracovani polypeptidu faktoru VII byl vioZen cystein.

V dalsim zpracovani polypeptidu faktoru VII byla aminokyselina vybirand ze skupiny

zahrnujici K157, V158, E296, M298, 1305, D334, S336, K337 a F374 v SEQ ID NO:1 byla
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nahrazena jinou aminokyselinou, pficemZ aminokyselina zvy3i aktivitu ve srovnani
s rekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru VIla.

V dalsim zpracovani polypeptidu faktoru VII byla aminokyselina odpovidajici K157 v SEQ
ID NO:1 nahrazena aminokyselinou nezavisle vybiranouz G, V, S, T, N, Q,DaE.

V dalsim zpracovani polypeptidu faktoru VII byla aminokyselina odpovidajici V158 v SEQ
ID NO:1 nahrazena aminokyselinou nezavisle vybiranouz S, T, N, Q,DaE.

V dalSim zpracovani polypeptidu faktoru VII byla aminokyselina odpovidajici V158 v SEQ
ID NO:1 nahrazena aminokyselinou nezavisle vybiranou z T a D.

V dalsim zpracovéni polypeptidu faktoru VII byla aminokyselina odpovidajici E296 v SEQ
ID NO:1 nahrazena aminokyselinou nezavisle vybiranouz R, K a V.

V dalSim zpracovani polypeptidu faktoru VII byla aminokyselina odpovidajici E296 v SEQ
ID NO:1 nahrazena aminokyselinou V.

V dalSim zpracovani polypeptidu faktoru VII byla aminokyselina odpovidajici E298 v SEQ
ID NO:1 nahrazena aminokyselinou nezavisle vybiranou z R, K, Q a N.

V dalsim zpracovani polypeptidu faktoru VII byla aminokyselina odpovidajici E298 v SEQ
~ ID NO:1 nahrazena aminokyselinou Q. - —- S T e

V dalSim zpracovani polypeptidu faktoru VII byla aminokyselina odpovidajici L305 v SEQ
ID NO:1 nahrazena aminokyselinou nezavisle vybiranouz A, V, L, L M, F, W, P, G, S, T, C,
Y.N,E,K,R,H,DaqQ.

V dalsim zpracovani polypeptidu faktoru VII byla aminokyselina odpovidajici L.305 v SEQ
ID NO:1 nahrazena aminokyselinou V.

V dalSim zpracovani polypeptidu faktoru VII byla aminokyselina odpovidajici D334 v SEQ
ID NO:1 nahrazena aminokyselinou E.

V dalsim zpracovani polypeptidu faktoru VII byla aminokyselina odpovidajici S336 v SEQ
ID NO:1 nahrazena aminokyselinou G.

V dalsim zpracovani polypeptidu faktoru VII byla aminokyselina odpovidajici K337 v SEQ
ID NO:1 nahrazena aminokyselinou nezavisle vybiranouz A, G, V,S, T,N,Q,D aE.

V dalsim zpracovani polypeptidu faktoru VII byla aminokyselina odpovidajici K337 v SEQ
ID NO:1 nahrazena aminokyselinou A.

V dal$im zpracovani polypeptidu faktoru VII byla aminokyselina odpovidajici F374 v SEQ
ID NO:1 nahrazena aminokyselinou nezavisle vybiranou z A, V, L, I, M, F,W, P,G,S, T, C,
Y,N,E,K,R,H,DaE.

V dalsim zpracovani polypeptidu faktoru VII byla aminokyselina odpovidajici F374 v SEQ

ID NO:1 nahrazena aminokyselinou P.



38

eveoe
.
seaseee
LEE X
sces
sese
.
scee
.

V dalsim zpracovani podle vynalezu je polypeptid faktoru VII lidsky faktor VII.

V dalSim zpracovani podle vynalezu je polypeptid faktoru VII lidsky faktor VIla.

V pfitomném ptesném popisu jsou aminokyseliny znazornény zkratkami, tak jak je naznaceno

v tabulce 1, které jsou schvileny IUPAC-IUB komisi pro biochemické ndzvoslovi (CNB).

Aminokyseliny a jejich izomery zndzornéné jménem nebo nasledujicimi zkratkami jsou

v pfirodni L-form€, pokud neni vyznaceno jinak. Dale, levy a pravy konec aminokyselinové

sekvence peptidu predstavuje N- a C-terminalni konec, pokud neni vyznaceno jinak.

Tabulka 1: Zkratky aminokyselin:

aminokyselina

tiipismenny kod

jednopismenny kod

Glycin Gly G
Prolin Pro p
Alanin Ala A
Valin Val \Y
Leucin Leu L
[soleucin Ile I

Methionin Met M
Cystein Cys C
Fenylalanin Phe F
Tyrosin Tyr Y
Tryptofan Trp %
Histidin His H
Lysin Lys K
Arginin Arg R
Glutamin Gln Q
Asparagin Asn N
Kyselina glutamova |Glu E
Kyselina asparagova |Asp D
Serin Ser S
Threonin Thr T

Vynalez také popisuje zplsob pfipravy lidského polypeptidu faktoru VIL, jak je zminéno vyse.

Lidské polypeptidy faktoru VII jsou vyhodné produkovany rekombinantnimi DNA

technikami. DNA sekvence kodujici lidsky faktor VII muiZe byt izolovan pfipravenim

genomové nebo cDNA knihovny a naslednym hledanim DNA sekvence, ktera koduje

vSechny nebo Cast proteinu hybridizaci pii pouziti umélych oligonukleotidovych znagek podle

standardnich technik (Sambrook er al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold

Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, 1989). Pro zdej3i pouziti je DNA
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sekvence kodujici protein nejvyhodnéji lidského pivodu, tj. odvozena od lidské genomové
nebo cDNA knihovny.

DNA sekvence kodujici polypeptidy lidského faktoru VII mohou byt pfipraveny uméle
zavedenymi standardnimi metodami, napt. fosfoamiditovou metodou popsanou v Beaucage
and Caruthers, Tetrahedron Letters 22 (1981), 1859-1869, nebo zpiisobem popsanym
v Matthes ef al., EMBO Journal 3 (1984), 801-805. Podle fosfoamiditové metody jsou
oligonukleotidy syntetizovany, napi. v automatickém DNA syntezdtoru, pak vy&istény,
spojovany a klonovany do vhodnych vektori.

DNA sekvence mohou byt pfipraveny také polymerazovou fetézovou reakei pii pouziti
specifickych primert, jak je popsano naptiklad v US 4 683 202, Saiki et al., Science 239
(1988), 487-491, nebo v Sambrook et al., viz vyse.

DNA  sekvence kodujici lidské polypeptidy faktoru VII jsou obycejné vlozeny do
rekombinantniho vektoru, coz mizZe byt kterykoliv vektor, ktery mize byt bézné pouzit pro
postupy s rekombinantni DNA, a volba vektoru bude ¢asto zaviset na hostitelskych burkach,

do kterych bude vloZen. Takto muze byt vektorem autonomné se mnozici vektor, tj. vektor,

ktery se vyskytuje jako extrachromozomalni soucast, kdy se mnozeni vyskytuje nezavisle nd -

chromozomalnim mnoZeni, napf. plazmid. Jinak mize byt vektor po vloZeni do hostitelské
buriky zaclenén do genomu hostitelské buriky a zmnozen dohromady s chromozémem, do
které¢ho byl vlozZen.

Nejvhodnéji je vektorem expresni vektor, ve kterém je DNA sekvence kodujici lidské
polypeptidy faktoru VII operabilné spojena s dalimi segmenty, které jsou vyzadovéany pro
transkripci DNA. Obecné, expresni vektor je odvozen od plazmidu nebo virové DNA, nebo
miZe obsahovat oba prvky. Pojem ,operabilné spojen” znamena, Ze segmenty jsou
uspofadany tak, Ze plni svoji funkci ve shodé se zamyslenym uéelem, napi. spousti
v promotoru transkripci a ta postupuje po celé DNA sekvenci kodujici polypeptid.
Promotorem miize byt jakakoliv DNA sekvence, ktera vykazuje transkripéni aktivitu ve
vybranych hostitelskych bunikdch a miZe byt odvozena od gend kodujicich proteiny
homologni nebo heterologni k hostitelskym burikam.

Ptiklady vhodnych promotorii pro fizeni transkripce DNA koédujici polypeptid lidského
faktoru VII v sav¢ich buinikach zahrnuji SV40 promotor (Subramani et al., Mol. Cell. Biol. 1
(1981), 854-864), MT-1 (metalothioneniovy gen) promotor (Palmiter er al., Science 222
(1983), 809-814), CMV promotor (Boshart et al., Cell 41:521-530, 1985) nebo hlavni pozdni
promotor adenoviru 2 (Kaufman and Sharp, Mol. Cell. Biol. 2:1304-1319, 1982).
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Piikladem vhodného promotoru pro pouziti v hmyzich bunkach je polyhedrinovy promotor
(US 4 745 051; Vasuvedan et al., FEBS Lett. 311, (1992) 7-11), P10 promotor (J.M. Vlak er
al., J. Gen. Virology 69, 1988, 765-776), promotor zakladniho proteinu polyhedrosového viru
u Autographa californica (EP 397 485), promotor ¢asného genu 1 bakuloviru (US 5 155 037;
US 5 162 222), nebo promotor opoZdéné ¢asného genu bakuloviru 39K (US 5 155 037; US 5
162 222).

Prikladem vhodného promotoru pro pouziti v kvasinkovych hostitelskych buiikach zahrnuji
promotory kvasinkovych glykolytickych genl (Hitzeman et al., J. Biol. Chem. 255(1980),
12073-12080; Alber and Kawasaki, J. Mol. Appl. Gen. 1 (1982), 419-434) nebo geny
alkoholdehydrogenazy (Young ef al., Genetic Engineering of Microorganisms for Chemicals
(Hollaender ef al., eds.), Plenum Press, New Yor, 1982) nebo TPI1 (US 4 599 311) nebo
ADH2-4c¢ (Russell ef al., Nature 304 (1983), 652-654) promotory.

Pfiklady vhodnych promotort pro pouziti vlaknitych hostitelskych bunék hub jsou naptiklad
ADH3 promotor (McKnight et al., The EMBO J. 4 (1985), 2093-2099) nebo tpiA promotor.

Piiklady dalSich uzite¢nych promotort jsou promotory odvozené od genu kodujiciho A.

- oryzae TAKA amylazu, Rhizomucor miehei proteinazu, 4. niger neutraini a-amylazu, 4. niger

nebo A. awamori glukoamylazu (gluA), Rhizomucor miehei lipazu, A. oryzae alkatickou
proteinazu, 4. oryzae fosfit izomerazu nebo A. nidulans acetamidazu. Nejvyhodnéjii jsou
TAKA amylaza a gluA promotory. Vhodné promotory jsou zminény naptiklad v EP 238 023
a EP 383 779.

DNA sekvence kodujici lidské polypeptidy faktoru VII mohou byt také v piipadé potieby
operabilné spojeny s vhodnym terminatorem, jako je terminator lidského ristového hormonu
(Palmiter e al., Science 222, 1983, 809-814) nebo TPII (Alber and Kawasaki, J. Mol. Appl.
Gen. 1, 1982, 419-434) nebo ADH3 (McKnight er al., The EMBO J. 4, 1985, 2093-2099)
terminatory. Vektor mizZe také obsahovat sadu RNA sestfihovych mist umisténych ve sméru
od promotoru a proti sméru od mista vloZeni samotné sekvence faktoru VII. Nejvhodnéjsi
RNA sestfihovd mista mohou byt ziskana z adenoviru a/nebo z imunoglobulinovych gent.
Expresni vektory obsahuji také polyadenyla¢ni signal, ktery je umistén ve sméru mista
vloZeni. Nejvhodnéjsi polyadenylaéni signaly zahrnuji asny nebo pozdni polyadenylaéni
signal z SV40 (Kaufman and Sharp), polyadenyla¢ni signal zadenoviru 5 Elb oblasti,
terminator genu pro lidsky ristovy hormon (DeNoto ef al., Nucl. Acids Res. 9:3719-3730,
1981) nebo polyadenylacni signal z genu pro lidsky faktor VII nebo genu pro hovézi faktor

VIL. Expresni vektory mohou také zahrnovat nekodujici virovou vedouci sekvenci, jako je

seoe
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tiislozkova vedouci sekvence adenoviru 2, umisténa mezi promotorem a misty sestfihu RNA;
a sekvenci zesilovaci, jako je zesilova¢ SV40.

Rekombinantni vektor muze dale obsahovat DNA sekvenci umozZiujici vektoru se mnozit
v piislusné hostitelské bunce. Pfikladem takové sekvence (jestliZe hostitelska buiika je sav¢i
bunka) je SV40 pocatek replikace.

Jestlize hostitelkou burikou je kvasinkova burika, jsou vhodnymi sekvencemi umoZiiujici
vektoru se mnozit 2y replikacni geny REP 1 az 3 kvasinkového plazmidu a poc¢atek replikace.
Vektor miize také obsahovat volitelny znak, napf. gen, jehoZ produkt dopliiuje n&jaky
nedostatek v hostitelské burice, jako je gen kodujici dihydrofolat reduktazu (DHFR) nebo TPI
gen Schizosaccharomyces pombe (popsan v P.R. Russell, Gene 40, 1985, 125-130), nebo
geny, které udéluji odolnost proti 1é¢iviim, napf. ampicilin, kanamycin, tetracyklin,
chloramfenikol, neomycin, hygromycin a methotrexat.Volitelné znaky pro vlaknité houby
zahrnuji amdS, pyrG, argB, niaD nebo sC.

Pro fizeni lidskych polypeptidi faktoru VII podle navrhovaného vynalezu k sekreci
hostitelskymi bunikami, miZe byt do rekombinantniho vektoru zavedena sekreéni signalni
sekvence (znama také jako vedouci sekvence, prepro- sekvence nebo pre- sekvence). Sekreéni
signalni sekvence je spojena s DNA sekvenci kodujici lidské polypeptidy faktoru VII ve
spravném ¢tecim ramci. Sekreéni signalni sekvence jsou bézné umistény 5° k DNA sekvenci
kodujici peptid. Sekrecni signalni sekvence tak miize byt normalné spojena s proteinem nebo
muZe byt z genu kddujici jiny sekretovany protein.

Pro sekreci z kvasinek, mize sekre¢ni signalni sekvence kodovat jakykoliv signalni peptid,
ktery zaruCuje uUCinné fizeni exprimovanych lidskych polypeptidi faktoru VII k sekreci
bunikou. Signalni peptid miiZze byt pfirozené se vyskytujici signalni peptid, nebo jeho funkéni
¢ast, nebo to mize byt umély peptid. Vhodnymi signalnimi peptidy je signalni peptid a-
faktoru (US 4 870 008), signalni peptid mysi slinné amylazy (O. Hagenbuchle ef al., Nature
289, 1981, 643-646), signalni peptid pozménéné karboxypeptidazy (L.A. Valls et al., Cell 48,
1987, 887-897) BARI signdlni peptid kvasinek (WO 87/02670), nebo signalni peptid
kvasinkové proteinazy 3 (YAP3) (M. Egel-Mitani ef al., Yeast 6, 1990, 127-137).

Pro u¢innou sekreci kvasinkami miize byt sekvence kddujici vedouci peptid vloZena ve sméru
signalni sekvence a od sméru DNA sekvence kodujici polypeptidy lidského faktoru VII.
Funkei vedouciho peptidu je smérovat exprimovany peptid z endoplazmatického retikula do
Golgiho aparatu a dale do sekrecnich vacku, aby doSlo k sekreci do kultiva¢niho média (tj.
premisténi polypeptidu lidského faktoru VII pies bunénou sténu nebo alespoit skrze

bunénou membranu do periplazmatického prostoru kvasinek). Vedouci peptid mize byt
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vedouci peptid a-faktoru kvasinek (pouZiti je popsano napt. v US 4 546 082, US 4 870 008,
EP 16 201, EP 123 294, EP 123 544 a EP 163 529). Nebo jinak muze byt vedouci peptid
umély vedouci peptid, coZ je vedouci peptid, ktery se nenachazi v pfirodé. Umélé vedouci
peptidy mohou byt vytvofeny napiiklad tak jak je popsano v WO 89/02463 nebo WO
92/11378.

Pro pouziti u vlaknitych hub miiZze byt signalni peptid béZn& odvozen od genu koédujiciho
Aspergillus sp. amylazu nebo glukoamylazu, genu kodujiciho Rhizomucor miehei lipazu nebo
proteindzu nebo Humicola lanuginosa lipazu. Signalni peptid je nejvyhodnéji odvozen od
genu kodujiciho 4. oryzae TAKA amylazu, 4. niger neutrdlni a-amylazu, 4. niger stabilni
amylazu, nebo 4. niger glukoamylazu. Vhodné signalni peptidy jsou popsany napt. v EP 238
023 a EP 215 594.

Pro pouziti v hmyzich bunikdch mize byt signalni peptid bézné odvozen od hmyziho genu
(WO 90/05783), jako je signalni peptid prekurzoru adipokinetického hormonu motylu
Manduca sexta (US 5 023 328).

Odbornikim v sou¢asném stavu techniky jsou dobfe znamy postupy pouZivané pro spojovani

DNA  sekvenci kodujicich. polypeptidy lidského - faktoru VII, promotoru a poptipadé

terminatoru a/nebo sekre¢ni signdlni sekvence, a pro jejich vkladani do vhodnych vektorti
obsahujicich informaci potiebnou pro mnoZeni (naptiklad Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New
York, 1989).

Zpusoby transfekce sav¢ich bunék a exprese DNA sekvenci vlozenych do bunék jsou popsany
napf. v Kaufman and Sharp. J. Mol. Biol. 159 (1982), 601-621; Southern and Berg, J. Mol.
Appl. Genet. 1 (1982), 327-341; Loyter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79 (1982),
422-426; Wigler et al., Cell 14 (1978), 725; Corsaro and Pearson, Somatic Cell Genetics 7
(1981) 603; Graham and Van der Eb, Virology 52 (1973), 456; a Neumann ef al., EMBO J. |
(1982), 841-845.

Volitelné znaky mohou byt do bunék zavedeny na samostatném plazmidu ve stejnou dobu
jako gen zajmu, nebo mohou byt zavedeny na stejném plazmidu. Jestlize jsou zavedeny na
stejném plazmidu, mohou byt volitelny znak a gen zajmu fizeny riznymi promotory nebo
stejnym promotorem, s pozdéj$im uspofadanim za vzniku dicistronniho produktu. Konstrukty
tohoto typu jsou v sou¢asném stavu techniky znamy (napfiklad, Levinson and Simonsen, US
4 713 339). Vyhodné muze byt také pridani pfidatné DNA, znamé jako ,,nosicova DNA®, ke

smési, ktera je vloZena do bunék.
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Poté co bunky piijmou DNA, jsou kultivovany ve vhodném ristovém médiu pro expresi
zadaného genu, typicky 1 aZz 2 dny. Zde pouzivany pojem ,vhodné ristové médium“
piedstavuje médium obsahujici ziviny a dalsi slozky potfebné pro rist bunék a expresi
pozadovanych polypeptidi lidského faktoru VII. Média obycejné obsahuji zdroj uhliku, zdroj
dusiku, esencialni aminokyseliny, esencialni cukry, vitaminy, soli, fosfolipidy, proteiny a
rustové faktory. Pro produkci gamma karboxylovanych proteini médium obsahuje vitamin K,
nejvhodnéji v koncentraci 0,1 pg/ml az 5 ug/ml. Poté je pouZito urcité 1é¢ivo pro omezeni
rastu bun€k, které exprimuji vybrany znak stalym zplsobem. Pro bunky, které byly
transfektovany se zesilenym vybranym znakem, by méla byt koncentrace 1é¢iva zvysSena pro
zvySeny pocet kopii klonované sekvence, a tim i1 zvySeni hladiny exprese. Klony stabilné
transfektovanych bunék jsou poté kontrolovany pro expresi pozadovaného polypeptidu
lidského faktoru VII.

Hostitelskou burikou, do které je vlozena DNA sekvence kddujici polypeptidy lidského
faktoru VII, muze byt jakakoliv burka, ktera je schopna produkce posttranslacné
pozménénych polypeptidi lidského faktoru VII a zahrnuji kvasinky, houby a vyssi
eukaryotické bunky. -
Priklady sav¢ich bunéénych linii pro pouzZiti podle navrhovaného vynalezu jsou COS-1
(ATCC CRL 1650), buiky ledvin kieckt (BHK) a 293 (ATCC CRL 1573; Graham et al., J.
Gen. Virol. 36:59-72, 1977) bunécné linie. Nejvhodnéjsi BHK bunéénou linii je tk™ ts13 BHK
bunécna linie (Waechter and Baserga, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:1106-1110, 1982), dale
pouzivana jako BHK 570 bunécna linie. BHK 570 bunééna linie je dostupna od American
Type Culture Collection, 12301 Parklawn Dr., Rockville, MD 20852, pod ATCC pristupovym
¢islem CRL 10314. Tk ts13 BHK bunécna linie je také dostupna od ATCC pod piistupovym
¢islem CRL 1632. Déle miZe byt pouZito mnoho dalSich bunéénych linii, jako je Rat Hep I
(krysi nadorové buiky jater; ATCC CRL 1600), Rat Hep II (krysi nadorové bunky jater;
ATCC CRL 1548), TCMK (ATCC CCL 139), buiiky lidskych plic (ATCC HB 8065), NCTC
1469 (ATCC CCL 9,1), CHO (ATCC CCL 61) a DUKX burnky (Urlaub and Cahsin, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 77:4216-4220, 1980).

Pfiklady vhodnych kvasinkovych bunék zahrnuji buniky Saccharomyces spp. Nebo
Schizosaccharomyces spp., obzvlasté kmeny Saccharomyces cerevisiae nebo Saccharomyces
kluyveri. Zpisoby transformace kvasinek heterologni DNA a nasledna produkce
heterolognich polypeptidl jsou popsany napt. v US 4 599 311, US 4 931 373, US 4 870 008,
5037743 a US 4 845 075, vSechny jsou zde zafazeny svym odkazem. Transformované burky

Jsou rozpoznany fenotypem urCenym volitelnym znakem, obycejné odolnosti k l1é¢ivim nebo



44 (X ] 3

schopnosti riistu v nepfitomnosti konkrétni Ziviny, napf. leucinu. Nejvyhodné&jsim vektorem
pro pouziti u kvasinek je POT vektor popsany v US 4 931 373. DNA sekvence kodujici
polypeptidy lidského faktoru VII mohou byt pfedchazeny signalni sekvenci a popfipadé
vedouci sekvenci, napf. jak je popsano vyse. Dalsi piiklady vhodnych kvasinkovych bunék
jsou kmeny Kluyveromyces, jako K. lactis, Hansenula, napt. H. polymorpha, nebo Pichia,
napf. P. pastoris (Gleeson et al., J. Gen. Microbiol. 132, 1986, 3459-3465; US 4 882 279).
Priklady dalsich bunék hub jsou buiiky vlaknitych hub, napt. Aspergillus spp., Neurospora
spp., Fusarium spp. Nebo Trichoderma spp., obzvlasté kmeny A. oryzae, A. nidulans nebo A.
niger. Pouziti Aspergillus spp. pro expresi proteini je popsano napf. v EP 272 277, EP 238
023, EP 184 438. Transformace F. oxysporum muze byt provedena napiiklad tak jak je
popsano v Malardier et al., 1989, Gene 78:147-156. Transformace Trichoderma spp. muze
byt provedena naptiklad tak, jak je popsano v EP 244 234.

Jestlize jsou jako hostitelské butiky pouzity vlaknité houby, mohou byt transformovany DNA
konstruktem podle vynalezu, obvykle zaclenénim DNA konstruktu do hostitelského
chromozému za tvorby rekombinantnich hostitelskych bunék. Zaclenéni je obecné
povaZovano za vyhodu, nebot DNA sekvence udrzovana v buiice je stabiln&jsi. Zaclenéni
DNA konstrukti do hostitelského chromozému miZe byt provedeno béznymi metodami,
napf. homologni nebo heterologni rekombinaci.

Transformace hmyzich bunék a nasledna produkce heterolognich polypeptidi muze byt
provedena jak je popsano v US 4 745 051; US 4 879 236; US 5 155 037; US 5 162 222; EP
397 485, viechny jsou zde zafazeny svym odkazem. Vhodnou hmyzi bunéénou linii pouzitou
jako hostitel mze byt Lepidoptera bunéna linie, jako jsou buniky Spodoptera frugiperda
nebo bunky Trichoplusia ni (US 5 077 214). Vhodné kultivatni podminky mohou byt
napfiklad jak je popsano v WO 89/01028 nebo v néjakém vyse uvedeném odkazu.

Vyse popsané transformované nebo transfektované hostitelské buriky jsou poté kultivovany
ve vhodném Zivném médiu za podminek umoziujicich expresi polypeptidu lidského faktoru
VII, pfitemz jsou pak vysledné peptidy nebo jejich ¢ast ziskany z kultury. Pouzivané médium
pro kultivaci bun&k mize byt jakékoliv bézné médium vhodné pro rast hostitelskych bunék,
jako je minimalni nebo komplexni médium obsahujici vhodné doplitky. Vhodna média jsou
dostupna od komerénich dodavateli, nebo mohou byt pfipravena podle publikovanych
navodi (napi. v katalozich American Type Culture Collection). Polypeptidy lidskych faktorti
VII produkovanych buitkami mohou byt poté ziskany z kultivatniho média béznymi postupy,
které zahrnuji oddéleni hostitelskych bun¢k z média odstfed'ovanim nebo filtraci, srazeni

proteinovych slozek v tekutiné nebo filtratu pomoci soli, napf. siran amonny, piecisténim
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riznymi chromatografickymi postupy, napf. chromatografie s vyménou iontd, chromatografie
s gelovou filtraci, afinni chromatografie nebo podobné, v zavislosti na druhu pfislusného
polypeptidu.

Pro piipravu rekombinantnich polypeptidi lidského faktoru VII je pouzit klonovany kontrolni
typ DNA sekvence faktoru VII. Sekvence miize byt pozménéna tak, aby kodovala
pozadovanou variantu faktoru VII. Jsou znamy kompletni nukleotidové a aminokyselinové
sekvence lidského faktoru VII. Viz US 4 784 950, kde je popsano klonovani a exprese
rekombinantniho lidského faktoru VII. Sekvence hovéziho faktoru VII je popsana v Takeya ef
al., J. Biol. Chem. 263:14868-14872 (1988), ktera je zde zaclenéna svym odkazem.

Upravy aminokyselinovych sekvenci mohou byt provadény riznymi technikami. Zména
sekvence nukleové kyseliny muze byt provedena mistné specifickou mutagenezi. Techniky
pro mistné specifické mutageneze jsou velmi dobfe znamé v souCasném stavu techniky a jsou
popsany naptiklad v Zoller and Smith (DNA 3:479-488, 1984).

DNA sekvence pro pouziti podle navrhovaného vynalezu, bude typicky kodovat
pre-propolypeptid na aminovém konci proteinu faktoru VII, aby doSlo ke vhodnému
posttranslaénimu zpracovani~(napi. gamma karboxylace zbytkld glutamové kyseliny) a pro
sekreci z hostitelskych bunék. Pre-propolypetid mutze byt faktor VII nebo jiny plazmaticky
protein zavisly na vitaminu K, jako je faktor IX, faktor X, protrombin, protein C nebo protein
S. Odbornici v souCasném stavu techniky oceni, Ze pfidatné zmény mohou byt
v aminokyselinové sekvenci faktoru VII provedeny tam, kde tyto zmény vyznamné
neovliviiuji schopnost proteinu pusobit jako koagulacni faktor. Napiiklad, faktor VII
v katalytické trojici muze byt také pozménén v aktivatnim St€pném misté, aby doslo
k inhibici pfemény zymogenu faktoru VII na jeho aktivovanou dvojietézcovou formu, jak je
obecné popsano v US 5 288 629, ktery je zde zaclenén svym odkazem.

K produkci polypeptidu lidského faktoru VII podle vynalezu miZze byt pouZita technologie
transgennich zvifat. Nejvhodnéjsi je produkovat proteiny v savCich Zlazach hostitelské savci
samice. Exprese v savéich Zlazach a nasledna sekrece poZadovaného proteinu do mléka
piekonava mnoho potizi, které se vyskytuji pfi izolaci proteinli z jinych zdroji. Mléko je
snadno sbirano, je dostupné ve velkém mnoZstvi a je biochemicky dobfe charakterizovéano.
Navic, hlavni proteiny mléka jsou v mléce pfitomny ve vysokych koncentracich (typicky 1 az
15 g/l). Z komeréniho hlediska je jasné, Ze nejvhodnéjsi je pouZiti takovych hostitelskych
druht, které davaji vysoky mlécny vytézek. I kdyz mohou byt pouZivany mensi zvifata, jako
jsou mysi a krysy (a jsou vhodné z hlediska teorie), je vhodné pouzit hospodarska zvirata,

ktera predeviim zahrnuji prasata, kozy, ovce a dobytek. Ovce jsou obzvlasté vhodné kvili
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dfive zmifiovanym faktoriim, jako je prabéh transgeneze u téchto druhi, vytéZek mléka, cena
a okamzita dostupnost zafizeni pro sbér ov¢iho mléka, viz napriklad WO 88/00239 pro
srovnani faktori ovliviiujicich vybér hostitelskych druhi. Obecné je vyzadovano vybirat chov
hostitelskych zvifat, které jsou chovany pro denni pouziti, jako je East Friesland ovce, nebo
ziskat mlééné zasoby chovem transgenni linie v pozd¢jsi dobé. V kazdém pfipad€, méla by
byt pouzivana zndma a zdrava zvifata.

Pro dosaZeni exprese v savéi Zlaze je pouZivan transkripni promotor z genu mlééného
proteinu. Geny pro mléény protein zahrnuji geny kodujici kaseiny (viz US 5 304 489,
zaClenény zde svym odkazem), beta-laktoglobulin, a-laktalbumin, a syrovatkovy kysely
protein. Nejvhodnéjsi je promotor beta-laktoglobulinu (BLG). V pfipadé genu ovciho beta-
laktoglobulinu bude oby¢ejné pouzita oblast alesponn proximdlnich 406 bp 5" koncové
sekvence genu, ackoliv jsou vhodnéjsi vétsi ¢asti 5” koncové sekvence, az do 5 kbp, jako je
4,25 kbp DNA segment obsahujici 5° koncovy promotor a nekodujici cast beta-
laktoglobulinového genu, viz Whitelaw e al., Biochem. J. 286: 31-39 (1992). Podobné
fragmenty DNA promotoru z jinych druht jsou také vhodné.

Aby mohly byt genomové oblasti genu exprimovany, mohou byt do konstruktd vloZeny také
jiné oblasti beta-laktoglobulinového genu. Obecné je v souc¢asném stavu techniky uznavano,
7e konstrukty neobsahujici introny, napiiklad vykazuji slab§i expresi ve srovnani
s konstrukty, které takové DNA sekvence obsahuji (viz Brinster ef al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 85: 836-840 (1988); Palmiter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 478-482 (1991);
Whitelaw et al., Transgenic Res. 1: 3-13 (1991); WO 89/01343; a WO 91/02318, kazdy zde
vlozen odkazem). V této souvislosti je obecné vhodné, tam kde je to mozné, pouzit
genomovou sekvenci obsahujici vSechny nebo nékteré z plivodnich intronti genu kodujicich
pozadovany protein nebo polypeptid, a tak je vhodné dalsi zarazeni alespon nékterych intron
z napf. beta-laktoglobulinového genu. Jednou takovou oblasti je DNA segment, ktery
umoziuje sestiih intronu a RNA polyadenylaci z 3" nekodujici oblasti ovéiho beta-
laktoglobulinového genu. KdyZ je zaménéna za vlastni 3" nekodujici sekvence genu, tento
ov¢i beta-laktoglobulinovy segment zvySuje a stabilizuje hladinu exprese pozadovaného
proteinu nebo polypeptidu. V jinych zpracovani je oblast obklopujici pocatecni ATG
sekvence varianty faktoru VII zaménéna za odpovidajici sekvence zgenu mléEného
specifického proteinu. Tato zaména poskytuje udajné tkanové specifické spusténi pro zesileni
exprese. Je vhodné nahradit pre-pro a 5° nekodujici sekvence polypeptidu lidského faktoru

VII napiiklad sekvencemi BLG genu, ackoliv mohou byt nahrazeny mensi oblasti.
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Pro expresi polypeptidu lidského faktoru VII v transgennich zvifatech mize byt DNA
segment kodujici polypeptid faktoru VII operabilné spojen s pfidavnymi DNA segmenty,
které jsou vyzadovany pro jejich expresi a tvorbu expresnich jednotek. Takové prfidavné
segmenty zahrnuji vySe zmifiovany promotor, stejné tak jako sekvence, které poskytuji
ukonceni transkripce a polyadenylaci mRNA. Expresni jednotky budou déle zahrnovat DNA
segment kodujici sekvenci sekre¢niho signalu, ktery je operabilné spojen se segmentem
koédujici polypeptid lidského faktoru VII. Sekvence sekreéniho signalu mize pfedstavovat
vlastni sekvence sekrecniho signalu polypeptidu lidského faktoru VII nebo muze byt z jiného
proteinu, jako je mlécny protein, viz napiiklad von Heijne, Nucl. Acids Res. 14: 4683-4690
(1986); a Meade er al., US 4 873 316, které jsou zde vloZeny odkazem.

Konstrukce expresnich jednotek pro pouZiti v transgennich zvifatech je vhodné provedena
vloZenim sekvence polypeptidu lidského faktoru VII do plazmidu nebo fagového vektoru
obsahujici pridavné DNA segmenty, akoli expresni jednotka miiZe byt sestavena v podstaté
z jakékoliv sekvence ligaci. Obzvlasté vhodné je poskytovat vektor obsahujici DNA segment
kodujici mlécny protein a zaménit kodujici sekvenci pro mléény protein za sekvenci
polypeptidu lidského faktoru VII; a tim splynuti gent, které zahrnuji expresi kontrolnich
sekvenci genu mlécného proteinu. V kazdém piipadé, klonovani expresnich jednotek do
plazmidi nebo jinych vektort usnadriuje zdvojeni sekvence polypeptidu lidského faktoru VII.
Zdvojeni probiha obycejné v bakterialnich hostitelskych bunkach (napt. E. coli), a tak vektory
budou typicky zahrnovat pocatek replikace a volitelny funkéni znak v bakterialnich
hostitelskych bunék. Expresni jednotka je poté vlozena do oplodnénych vajicek (zahrnujici
Casné zarodky) vybranych hostitelskych druhi. Zavedeni heterologni DNA mizZe byt
provedeno jednim zriznych zplsobud, zahrnujici mikroinjekci (napt. US 4 873 191),
retrovirovou infekci (Jaenisch, Science 240: 1468-1474 (1988)) nebo mistné Fizenym
zaClenénim pii pouZiti embryondlnich kmenovych bunék (ES), (Bradley er al.,
Bio/Technology 10: 534-539 (1992)). Vajicka jsou poté zasazena do vejcovodd nebo do
délohy pseudogravidnich samic a je jim umoznén vyvoj do doby porodu. Potomeci nesouci
vnesenou DNA ve svych zarode¢nych burnikdch mohou pfenést DNA na svoje potomstvo
normalnim zpisobem (podle Mendela), a umoziiuji vyvoj transgennich stad.

Zakladni postupy tvorby transgennich zvifat jsou znamy v sou€asném stavu techniky (viz
napiiklad, Hogan ef al., Manipulating the Mouse Embryo: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory, 1986; Simons ¢t al., Bio/Technology 6: 179-183 (1988); Wall et al., Biol.
Reprod. 32: 645-651 (1985) Buhler ef al., Bio/Technology 8:140-143 (1990); Ebert ef al.,
Bio/Technology 9: 835-839-8 (1991); Krimpenfort et al., Bio/Technology 9: 844-847 (1991);
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Wall et al., J. Cell. Biochem. 49: 113-120 (1992); US 4 873 191; US 4 873 316; WO
88/00239, WO 90/05188, WO 92/11757; a GB 87/00458, zatlenéné zde svym odkazem.
Techniky vpraveni cizi DNA sekvence do savci a jejich zarode¢nych bunék byly plvodné
vyvinuty u mysi, viz napf. Gordon et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 7380-7384 (1980);
Gordon and Ruddle, Science 214: 1244-1246 (1981); Palmiter and Brinster, Cell 41: 343-345
(1985); a Brinster ef al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:4438-4442 (1985). Tyto techniky byly
nasledné piizptsobeny pro pouziti vétsich zvifat, které zahrnuji také druhy hospodaiskych
zvifat, viz napi., WO 88/00239, WO 90/05188, a WO 92/11757; a Simons et al.,
Bio/Technology 6: 179-183 (1988). Pro shrnuti, nejic¢inn&sim zpisobem produkce
transgennich my3$i nebo hospodaiskych zvifat pouZivanym do dne$ni doby, je vpraveni
spousty riznych linearnich molekul pozadované DNA do jednoho jadra vajicka nebo
spermatu v oplodnéném vajicku podle stanovenych technik. MiZe byt pouzito také vlozeni
DNA do cytoplazmy zygoty. Produkce mize probihat také v transgennich rostlinach. Exprese
miZe byt vieobecnd, nebo miZe byt sméfovana do konkrétniho organu, jako je hliza, viz
Hiatt, Nature 344: 469-479 (1990); Edelbaum et al., J. Interferon Res. 12: 449-453 (1992);
Sijmons ef al., Bio/Technology 8:217-221 (1990); a EP 0 255 378.°

Faktor VII produkovany podle navrhovaného vynilezu mize byt pfeCistén afinni
chromatografii na koloné s anti-faktor VII protilatkou. Nejvyhodng&si je pouziti
imunoadsorpéni kolony, ktera obsahuje vysoce specifické monoklonalni protilatky. Obzvlasté
vyhodné je pouziti na véapniku zavislych monoklonalnich protilatek, jak je popsano
v Wakabayashi et al., J. Bio. Chem. 261: 11097-11108 (1986) a Thim ef al., Biochemistry 27:
7785-7793 (1988). Dalsi precisténi muze byt dosazeno béZnymi chemickymi Cisticimi
zplsoby, jako je vysoce vykonna plynova chromatografie. Dalsi zplsoby €isténi jsou znamy
v soutasném stavu techniky, jako je srazeni citratem barnatym, a mohou byt pouzity pro
piecisténi zde popisovanych faktorit VII (viz napiiklad, Scopes, R., Protein Purification,
Springer-Verlag. N.Y., 1982). Nejvyhodnéji je faktor VII precistén do alespon 90 az 95 %
stejnorodosti, pro 1é¢ebné pouziti vyhodnéji do alesponi 98 az 99 % stejnorodosti nebo vySsi.
Po ¢asteCném piedisténi nebo po pielisténi do stejnorodosti jak je poZadovano, mizZe byt
faktor VII pouzit 1é¢ebné.

Premény jednoietézcového faktoru VII na aktivni dvojfetézcovy faktor VIla muiZe byt
dosaZeno pouzitim faktoru Xlla, jak je popsano v Hedner and Kisiel, (1983, J. Clin. Invest.
71:1836-1841), nebo dalsimi proteindzami, které maji specificitu jako ma trypsin (Kisiel and
Fujikawa, Behring Inst. Mitt. 73:29-42 (1983). Nebo jinak faktor VII miiZe byt autoaktivovan

prostoupenim skrze chromatografickou kolonou s vyménou ionti, jako je Mono Q.RTM.
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(Pharmacia fine Chemicals) nebo podobné (Bjoern er al, 1986, Research Disclosure
269:564-565). Molekuly faktoru VII podle navrhovaného vynalezu a léebné sloZeni jsou
obzvlasté uzite¢né pro podavani lidem pro lécbu riiznych potizi, které zahrnuji intravaskularni
koagulaci.

Vynalez také poskytuje vhodné rozbory pro zvolené nejvyhodné;si polypeptidy faktoru VIla a
derivaty faktoru VIla podle vyndlezu. Rozbory mohou byt provedeny jako jednoduchy
ptedbézny in vitro test.

Takto, ptiklad 5 zde popisuje jednoduchy test (pojmenovany ,.In vitro hydrolyzaéni rozbor*)
aktivity polypeptidd faktoru VIla podle vynéalezu. Podle toho jsou varianty faktoru VIla, o
které je konkrétni zijem takové varianty, kde pomér mezi aktivitou varianty a aktivitou
piirozeného faktoru VII na obr. 1 je 1,0, nebo vyssi, pokud jsou testovany zde popisovanym
»»in vitro hydrolyza¢nim rozborem™.

Aktivita variant mize byt méfena také pfi pouziti fyziologického substratu, jako je faktor X
(,, In vitro proteolyticky rozbor®) (viz piiklad 6), ve vhodné koncentraci 100 az 1000 nM,
pficemz vznikly faktor Xa je méfen po piidani vhodného chromogenniho substratu (pf. S-
2765). Navic, rozbor aktivity muze probihat pii fyziologické teplote.

Schopnost polypeptidii prokoagulantu faktoru VIla vytvaret trombin miZe byt méfena také
rozborem, ktery obsahuje dulezité koagulacni faktory a inhibitory ve fyziologickych
koncentracich (bez faktoru VII pfi napodobovani podminek hemofilie A) a aktivované krevni
desticky (jak je popsano na str. 543 v Monroe et al. (1997), Brit. J. Haematol. 99, 542-547,
ktery je zde zafazen svym odkazem).

Derivaty prokoagulantu faktoru VII podle navrhovaného vynalezu mohou byt pouzivany pro
kontrolu poruch krvaceni, které maji rizné pti€iny, jako je nedostatek koagula¢niho faktoru
(napt. hemofilie A a B nebo nedostatek koagulacnich faktord XI nebo VII) nebo inhibitory
koagulaéniho faktoru, nebo mohou byt pouzity pro kontrolu nadmérného krvaceni, které se
vyskytuje u subjektli s normalné¢ fungujici krevni koagulaéni kaskadou (zadné nedostatky
koagulac¢niho faktoru nebo inhibitory proti nékterému z koagulaénich faktori). Takové
krvaceni mtze byt napiiklad zptisobeno Spatnou funkci krevnich destiek, trombocytopenii
nebo von Willebrandovou chorobou. MiiZze se vyskytovat také u subjektl, u kterych byla
ruznymi podnéty navozena zvy$ena fibrinolyticka aktivita.

U subjektt, u kterych doslo k rozsahlému poSkozeni tkané ve spojitosti s chirurgii nebo
poskozeni cév, miize byt hemostaticky mechanismus ochromeny nutnosti nastoleni okamzité
zastavy krvaceni a misto normalniho hemostatického mechanismu se muze vyvinout

krvéaceni. DosaZeni dostatecné zastavy krvaceni je také problémem, kdyz ke krvaceni dochazi
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v organech, jako je mozek, oblast stfedniho ucha a o¢i, a miize byt také problémem
v piipadech rozsitenych krvaceni (krvéaciva gastritida a silné d€loZni krvaceni), kdy je obtiZzné
uréit zdroj. Stejny problém muiZe nastat pfi odebirani biopsii z riznych organi (jatra, plice,
nadorova tkan, gastrointestinaltni trakt) stejné tak jako pii laparoskopické chirurgii. Pfi téchto
situacich je t&zké docilit zastavy krvaceni chirurgickymi zpiisoby (Svy, svorky atd.). Akutni a
silna krvaceni se mohou také vyskytovat u subjektd na protisrazlivé 1écbé€, u kterych mize byt
podavanou lécbou navozena $patna zastava krvaceni. Tyto subjekty, v pfipad€, ze musi byt
protisrazlivy ucinek nastolen rychle, potfebuji chirurgicky zasah. Jina situace, kterd muize
zpiisobovat problémy v pfipadé nedostate¢né zastavy krvaceni, pfedstavuje subjekty
s normalnim hemostatickym mechanismem, ktery podstupuje protisrazlivou lécbu pro
prevenci tromboembolického onemocnéni. Takova lé¢ba mize zahrnovat heparin, dalsi formy
proteoglykanii, warfarin nebo jiné formy antagonistd vitaminu K, stejn¢ tak jako aspirin a
dalsi inhibitory shlukovani krevnich desticek.

Systémova aktivace koagulagni kaskady muze vést k diseminované intravaskularni koagulaci
(DIC). Nicméné, tyto komplikace nebyly zpozorovany u subjekti lécenych vysokymi
davkami rekombinantniho FVIla diky mistnimu hemostatickému procesu vyvolanému
tvorbou komplexu mezi FVIla a TF, ktery je vystaven v misté naruSeni cévni stény. Derivaty
prokoagulantu faktoru VII podle vynalezu tak mohou byt uzivany také v jejich aktivované
forme, aby tak kontrolovaly nadmérna krvaceni ve spojitosti s normalnim hemostatickym
mechanismem.

Pii 1é¢bé spolu se zamérnym zasahem budou varianty faktoru VII podle vynalezu typicky
podavany béhem 24 hodin pted provedenim zasahu, a poté po dobu 7 dni nebo déle.
Koagulant maze byt podévan rtiznymi zptsoby, jak je zde popsano.

Davka derivath faktoru VII se pohybuje v rozmezi 0,05 mg az 500 mg denné, vyhodné 1 mg
az 200 mg denné, a vyhodnéji 10 mg az 175 mg denné, pro 70 kg vézici subjekt jako zat€zové
a udrzovaci davky, v zavislosti na hmotnosti subjektu a na dal$ich podminkéch.

Lécebné prostfedky jsou zamysleny predev$im pro mimostievni podavani pro preventivni
a/nebo lécebnou karu. Vyhodné, 1ééebné prostiedky jsou podavany mimostievng, tj.,
intravenézné, pod kiZi nebo nitrosvalové, nebo mohou byt podavany plynulou nebo pulsacni
infuzi. Prostfedky pro mimostievni podavani obsahuji derivat faktoru VII podle vynalezu
v kombinaci s lé¢ebné vhodnym nosiéem, nejlépe v ném rozpusténé, nejlépe ve vodném
nosici. MiZe byt pouzito mnoZstvi vodnych nosic¢i, jako je voda, upravena voda, 0,4 % solny
roztok, 0,3 % glycin a podobné. Derivaty faktoru VII podle vynalezu mohou byt také

vytvofeny jako lipozomové pripravky pro podavani nebo smérovani do mist zranéni.
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Lipozémové pripravky jsou obecné popsany v napt. US 4 837 028, US 4 501 728 aUS 4 975
282. Prostiedky mohou byt sterilizovany béZnymi, dobfe znamymi sterilizacnimi technikami.
Vysledné vodné roztoky mohou byt baleny pro pouZiti, nebo mohou byt za sterilnich
podminek filtrovany a sublima&né suseny, sublimacné suSené pfipravky jsou pred podavanim
smichany se sterilnim vodnym roztokem. Prostiedky mohou obsahovat lécebné pfijatelné
pomocné &astice, jak je vyZzadovano pro priblizné fyziologické podminky, jako je upraveni pH
a vyrovnavajici ¢inidla, ¢inidla pro upraveni napéti a podobné, naptiklad, acetat sodny, laktat
sodny, chlorid sodny, chlorid draselny, chlorid vapenaty apod.

Koncentrace derivatu faktoru VII v t&chto formach se mize velmi lisit, {j. miZe Cinit méné
nez 0,5 % hmotnosti, oby&ejné alespofi 1 % hmotnosti az do mnoZstvi 15 nebo 20 %
hmotnosti a bude zvolena predevsim objemem tekutiny, lepkavosti apod., podle zvoleného
konkrétniho zptisobu podavani.

Takto muiiZe typicky léZebny prostiedek pro intravenozni infuzi obsahovat 250 ml sterilniho
Ringer’s roztoku a 10 mg polypeptidu faktoru VII. Soucasné zpisoby pfipravy mimostievné
podavanych prosttedkd budou znamy nebo budou ziejmé odbornikim v soucasném stavu
techniky a jsou bliZe popsany napiiklad v Remington’s Rharmaceutical Sciences, 18" ed.,
Mack Publishing Company, Easton, PA (1990).

Prosttedky obsahujici derivaty faktoru VII podle navrhovaného vyndlezu mohou byt
podavany preventivné a/nebo lécebné. V lécebném vyuziti jsou prostiedky podavany
subjektu, ktery jiz trpi nemoci, jak je popsano vyse, v mnozstvi dostatecném pro vyléeni, pro
ulehéeni nebo &asteéné zastaveni nemoci a jejich komplikaci. MnozZstvi odpovidajici dosazeni
téchto u¢inkt je definovano jako ,,1é¢ebné uéinné mnozstvi®. Odbornik v sou¢asném stavu
techniky bude rozumét, Ze mnozstvi u¢inné pro tyto ucely bude zaviset na vaznosti nemoci
nebo zranéni, stejné tak jako na hmotnosti a celkovém stavu subjektu. Obecng, i kdyz je
ucinné mnozstvi v rozmezi 0,05 mg az 500 mg derivatu faktoru VII denné pro 70 kg subjekt,
bézné se uzivaji davky 1,0 mg az 200 mg derivétu faktoru VII denné.

Musime mit na paméti, ¢ materialy podle navrhovaného vynéilezu mohou byt obycejné
pouzivany u stavii vaznych chorob nebo zranéni, coZ jsou zivot ohroZujici nebo potencialné
zivot ohroZujici situace. V takovych ptipadech, vzhledem k minimalizaci cizich Castic a
nedostateéné imunogennich lidskych derivatd faktoru VII u lidi, je moZné a oSetfujicim
Iékafem také vyzadovano, aby byl podavan podstatny nadbytek prostfedkd téchto variant
faktoru VII.

U preventivniho vyuziti jsou prosttedky obsahujici derivat faktoru VII podle vynalezu

podavany subjektu nachylnému nebo jinak ohroZenému nemoci nebo zran&nim, aby doslo ke
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zlepSeni vlastni schopnosti sraZeni. Takové mnozstvi je definovano jako ,,preventivné uinna
davka“. U preventivnich vyuziti je pfesna davka opét zavisla na zdravotnim stavu a hmotnosti
subjektu, ale davka se obyCejné pohybuje v rozmezi 0,05 mg az 500 mg denné pro 70 kg
subjekt, béznéji 1,0 mg az 200 mg denné pro 70 kg subjekt.

Jednotlivé nebo vicenasobné podavani prostiedkd muze probihat v davkach a zpisoby podle
oSetfujiciho 1ékafe. Pro ambulantné lé¢ené subjekty, ktefi vyzaduji denni udrZovaci hladiny
mohou byt derivaty faktoru VII podavany plynulou infuzi s pouzitim napf. prenosného
pumpového systému.

Derivaty faktoru VII podle navrhovaného vynalezu mohou byt pouzity pro mistni podavani,
jako je napiiklad aktualni pouziti, naptiklad prostrednictvim spreje, postfikanim, dvojitymi
balonovymi katetry, vloZenim do cévnich §tépu, hydrogelt pouzitych pro pokryti balonovych
katetrti, nebo dal$imi zavedenymi zplsoby. V kazdém piipad€ by léCebné prosttedky mély
poskytovat mnozstvi derivata faktoru VII dostatecnych pro uc¢innou lécbu subjektu.
Inaktivované polypeptidy faktoru VII podle navrhovaného vynélezu jsou schopné se vazat na
tkaniovy faktor bunétného povrchu. Napiiklad, DEGR-faktor VIla vaze tkéanovy faktor
bunééného povrchu se stejnou nebo vyssi afinitou nez kontrolni typ faktoru VIla. Nicméné,
DEGR-faktor VIla nema enzymatickou aktivitu, ale vaZe se na tkanovy faktor a funguje jako
konkurenéni soupef pro kontrolni typ faktoru Vlla, a tim potlacuje nasledujici kroky ve vnéjsi
cesté vedouci k tvorbé trombinu.

Inaktivované polypeptidy faktoru VII jsou obzvlasté uzitecné pro podavani lidem pro lécbu
riznych stavi, které zahrnuji intravaskularni koagulaci. Napfiklad, ackoli hluboka Zilni
trombdza nebo plicni embolie mohou byt léceny béZznymi antikoagulanty, zde popsané
derivaty inaktivovaného faktoru VII mohou byt pouZity pro piedchazeni vyskytu
tromboembolickych komplikaci u pacientl, u kterych bylo zjiSténo vysoké nebezpeci obtizi,
jako jsou lidé podstupujici chirurgicky zasah nebo lidé s poruchou srdce. Navic, derivaty
inaktivovaného faktoru VII muaze fungovat jako antagonista pro vyvoldni srazeni
zprostfedkované tkanovym faktorem, a tak blokuje tvorbu trombinu a nasledné ukladani
fibrinu. Takto mohou byt derivaty inaktivovaného faktoru VII uZitecné pro potlacovani
aktivity tkanového faktoru, coz ma za nasledek naptiklad potlaceni krevniho srdzeni,
trombozu nebo ukladdéani krevnich desticek.

Inaktivované polypeptidy faktoru VII jsou obzvlasté uzitecné pro 1écbu hyperplazie intimy,
restenozy z akutniho cévniho poranéni, trombézy hlubokych Zil, tepenné trombdzy, trombozy
po chirurgickém zakroku, bypass na koronarnich tepnach (CABG), perkutanni transdermalni

koronarni anagioplastiku (PTCA), mrtvice, rakoviny, nadorovych metastaz, vyvoj krevnich
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cév, ischemie/reperfuze, revmatoidni artritidy, trombolyzy, arteriosklerézy a restenozy po
angioplastice, akutnich a chronickych znamek, jako je zanét, septicky ok, otrava krve, nizky
krevni tlak, syndrom akutni respira¢ni tisn¢ (ARDS), diseminovana intravaskularni koagulace
(DIC), embolie plic, ukladani krevnich desticek, infarkt myokardu, nebo pro preventivni
lécbu savct s arterosklerozou pii nebezpe¢ni vzniku trombdzy. Akutni cévni zranéni jsou
takova, ktera se vyskytuji nahle (napf. za dny aZ mésice), na rozdil od chronickych cévnich
zranéni (napf. arterosklerdza), které se vyvijeji po cely Zivot. Akutni cévni zranéni Casto
vznikaji jako nasledek chirurgického zakroku, jako je cévni rekonstrukce, kde se pouzivaji
techniky angioplastiky, endarterektomie, ateroktomie, umisténi cévnich §tépu a podobné.
Daéle se miize objevit také hyperplazie jako zpozdény nésledek odpovédi na napf. umisténi
$tépu nebo transplantace organu. Jelikoz derivaty inaktivovaného faktoru VII jsou vice
vybérové nez je heparin, nebot obyCejné vazi jen tkanovy faktor, ktery byl vystaven
v mistech poranéni, a jelikoz derivaty inaktivovaného faktoru VII neni¢i dalsi koagula¢ni
proteiny, bylo by pouziti faktoru vice G¢inné a komplikace krvaceni by byly méné
pravdépodobné, které zplisobuje heparin pouzivany preventivné pro predchazeni trombdzy
- hlubokych cév.

Derivaty inaktivovaného faktoru VII, které si ponechdvaji schopnost vazat tkanovy faktor,
potlacuji shlukovani krevnich desti¢ek v misté cévniho poranéni blokovanim produkce
trombinu a nasledného ukladani fibrinu.

Diky schopnosti DEGR-faktoru VII blokovat tvorbu trombinu a omezit ukladani krevnich
desticek v misté akutniho cévniho zranéni, mohou byt derivaty inaktivovaného faktoru VII,
které si ponechavaji schopnost vazat tkanovy faktor, ale postradaji enzymatickou aktivitu
faktoru VIla, pouzity pro potladovani cévni restendzy.

Slozeni obsahujici derivaty inaktivovaného faktoru VII jsou zvlasté uzitecné pro zpisoby
1écby pacientd, kdy jsou slozeni vytvoiené do 1é¢ebného prostiedku podavany jedincim, ktefi
trpi nékterym stadiem nemoci, pro lécbu stavi pribuznych koagulaci. Takové derivaty
inaktivovaného faktoru VII, které jsou schopné vézat tkanovy faktor, ale maji podstatné
sniZzenou schopnost katalyzovat aktivaci dalSich faktorl v koagula¢ni kaskadé€, mohou mit
delsi polocas rozpadu v séru a proto i delsi odpovidajici dobu antikoagula¢ni aktivity pfi
srovnani s jinymi antikoagulanty. Mezi 1ékarské pfiznaky pro sloZeni pro subjekt obycejné
léCeny antikoagulanty jsou napiiklad, tromboza hlubokych cév, plicni embolie, mrtvice,
desiminovana intravaskularni koagulace (DIC), ukladani fibrinu v plicich a ledvinach spojené
s endotoxemii Gram-negativnich bakterii a infarkt myokardu. SloZeni mohou byt pouzita pro

potlaceni cévni restendzy, ktera se vyskytuje po mechanickém poranéni cév, jako je zranéni
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zpuisobené balonkovou angioplastikou, endarterektomii, reduktivni arterotoktomii, umisténim
stentu, laserovou 1é&bou nebo rotablaci, nebo které se vyskytuje sekundarn€ k cévnim $t€ptim,
stentim, bypass $tépim nebo pfi transplantaci organii. SloZeni mohou byt pouZita pro
potlagovani ukladani krevnich desti¢ek a podobnych poruch. Takto, zpusob potlacovani
koagulace, cévni restenézy nebo ukladani krevnich desticek, zahrnuje naptiklad podavani
smési obsahujici derivaty inaktivovaného faktoru VII pacientovi, pfi€emz obsahuji alespoi
jednu aminokyselinovou zéménu v katalytické triadé Ser344, Asp242 a His193, v mnoZstvi
dostateéném pro uéinné potlateni koagulace, cévni restenézy nebo ukladani krevnich
desti¢ek. Zptisoby mohou byt pouzity také pro lé¢bu akutniho uzavieni korondrni arterie u
jedince (napt. akutni infarkt myokardu), které zahrnuji poddvani derivati inaktivovaného
faktoru VII, ktery obsahuje DEGR-faktor VII a FFR-faktor VII, souCasn¢ s aktivatorem
tkanového plasminogenu nebo streptokinazy, a miize zrychlit tPA vyvolavanou trombolyzu.
Derivaty inaktivovaného faktoru VII jsou podavany spole¢né nebo kratce po podavani
trombolytického ¢&inidla, jako je aktivator tkafiového plasminogenu.

Slozeni derivatd inaktivovaného faktoru VII bude mit také podstatné vyuziti v predchazeni
embolie srdce a v 1é¢bé trombotické mrtvice. Jelikoz derivaty faktoru VII maji nizkou
schopnost zptisobit krvacivé komplikace a jsou vybérové, mohou byt podavany pacientim
smrtvici a mohou tak piedchazet rozSifeni uzavéri arteridlniho trombu. MnoZstvi
podavanych derivati faktoru VII se bude lisit u kazdého pacienta v zavislosti na povaze a
vaznosti mrtvice, ale davky budou obecné v rozmezi, které je navrhovano nize.

Derivaty inaktivovaného faktoru VII a jejich slozeni mohou byt také pouzivany pro
potlatovani $kodlivych jevi spojenych sischemickou reperfuzi. Tézka ischemie tkang,
organu nebo konéetiny mize byt zpisobena poklesem krevniho ob&hu a miZe byt spojovana
s traumatem, chirurgickym zasahem, nebo sniZenym krevnim tlakem. Jedna z komplikaci
spojovana s tézkou ischemii je zvySeni koncentrace tkanového faktoru v arterialnim systému.
Tato zvy$ena exprese tkatiového faktoru pravdépodobné stimuluje prokoagulacni odpoveéd,
piedevsim v kapilarnim feisti. Po reperfuzi ischemické tkan€ se miZze vytvofit trombus, ktery
muze byt uzavieny nebo neuzavieny. Tvorba trombu v arteriich a ukladani krevnich desticek
podél trombu vede k sekundarnimu vzniku ischemie tkané. Tvorba trombu a pfitomnost
krevnich desticek miize poté zplsobit tvorbu a uvolilovani mnoha biologicky aktivnich
faktord, které zahrnuji faktory vytvorené béhem koagulaéni kaskady, jako je trombin a
faktoru X, stejné tak jako faktory uvolnéné z aktivovanych krevnich desti¢ek. Postupné pak
tyto faktory mohou vyvolat tvorbu pfidavnych faktori endotelidlnimi bunikami a burikami

hladkého svalstva, nebo pfilehlymi mononuklearnimi buiikami, jako je TNF-a a IL-1. Tyto
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faktory pak postupné mohou aktivovat endotelidlni bunky, coz vede ke zvySené expresi
riznych adhezivnich molekul spojovanych s vazbou monocytl a neutrofilii. Vazba a pfechod
monocyti a neutrofild, uvoliiovani biologicky aktivnich sloucenin témito bufikami, coz
zahrnuje tvorbu volnych kyslikatych radikald, muaze zhorSit Groven aktivace endotelialnich
bunék a jejich poSkozeni. Nakonec, neni-li kaskada téchto jevii omezovana, vede to
k systtmovym komplikacim a k moznému hromadnému selhani organt. Blokovanim
tkanového faktoru podle navrhovaného vynélezu poddvanim specifického inhibitoru vazby
tkanového faktoru a faktoru VII (napft. FFR-FVIIa); a tim blokovanim pocatku vnéjsi cesty
koagulace, miiZze byt zabranéno pocatku kaskady téchto jevi, ¢imZ dojde k odstranéni nebo
k minimalizovéani §kodlivych jevii spojovanych s ischemii a reperfuzi.

Dévka derivatdl inaktivovaného faktoru VII pro piedchazeni hluboké Zilni trombozy je
v rozmezi 50 pug az 500 mg denné, typicky 1 mg az 200 mg denné, a nejvhodnéji 10 az 175
mg denné pro pacienta vaziciho 70 kg, a podavani by mélo zacinat alespori 6 hodin pied
chirurgickym zasahem a mélo by pokracovat, dokud pacient nebude schopny odchodu. Davka
derivati inaktivovaného faktoru VII v 1é¢bé restenézy se bude liit u kazdého pacienta, ale
bude obecné ve stejném rozmezi, jak je doporucovano vyse.

SlozZeni obsahujici derivaty inaktivovaného faktoru VII budou typicky podavany béhem 24
hodin ptred zasahem, a po 7 dni nebo vice po ném. Podavani mize byt provadéno riznymi
zplsoby, jak je zde dale popsano. Slozeni obsahujici derivaty inaktivovaného faktoru VII
mohou byt také podavany systémové nebo lokalné pro umisténi cévnich stépti (napf. potazeni
umélymi nebo pozménénymi piirozenymi arteralnimi cévnimi §t€py), v mistech anastomozy,
chirurgické endarterektomie (typicky endarterektomie kréni tepny), bypass $tépt a podobné.
Pti 1écbé trombozy vnitfnich Zil a/nebo embolie plic se davka derivatl faktoru VII pohybuje
50 pg az 500 mg denné, typicky 1 mg az 200 mg denn€, a nejvhodnéji 10 az 175 mg denné
pro pacienta vaziciho 70 kg, jako zatéZzové a udrzujici davky, v zavislosti na hmotnosti
pacienta a riznych podminkach. Jelikoz infuze derivati inaktivovaného faktoru VII snizuji
pravdépodobnost komplikaci krvaceni, mohou derivaty inaktivovaného faktoru VII nahradit
nebo snizit davku heparinu béhem nebo po chirurgickém zakroku soucasné s tromboktomii
nebo embolektomii.

V pripadé akutni bakterémie, endotoxemie nebo DIC, je pacientovi podavana zatézova davka
derivatu faktoru VII alesponn 50 pg az 500 mg denné, typicky 1 mg az 200 mg denng, a
nejvhodnéji 10 az 175 mg denné pro pacienta vazictho 70 kg, s udrzovacimi davkami po
zasahu vrozmezi 50 pg az 500 mg denné, typicky 1 mg az 200 mg denné pro pacienta

vaziciho 70 kg.
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Nejvhodnéji ma derivat faktoru VII polocas rozpadu (ti2), ktery je zvyseny ve srovnani
s polo¢asem rozpadu nespojeného faktoru VII, od kterého byl odvozen. S vyhodou je polocas
rozpadu derivatu faktoru VII zvysen alespoit 1,5- az 2-krat, vyhodngji 2- az 3-krat,
nejvyhodn&ji 5- az 10-krat, optimalné 100-krat, oby&ejné 6-krat ve srovnani s poloCasem
rozpadu nepozménéného pivodniho faktoru VIL

Bé&zné zphsoby napojeni polyethylenglykolu k proteintim jsou popsany v US 4 179 337
vydanym 18.12.1979 (vlozen zde svym odkazem, obsahuje zpusoby  pfipojeni
polyethylenglykolu k proteindm). Déle, dalsi zplisoby piipojeni polyethylenglykolu jsou
popsany v US 5 122 614 vydanym 16.6.1992, také viozeny zde svym odkazem, popisujicim
zpusoby pfipojeni polyethylenglykolu k proteinim. NejuZite¢néjsim ¢inidlem pro cystein-
PEGylaci je maleimido-PEG, ale pro specifické pozménéni cysteinem jsou mozné dalsi

chemikalie.

PREHLED OBRAZKU NA VYKRESECH

Navrhovany vynélez je dale popsan ve vétsich detailech v prikladech s odkazy na pfipojené
obrazky: » '

Obr. 1. Struktura spravné zpracovaného lidského koagula¢nicho faktoru VII, aminokyseliny 1
a7 406 sgamma karboxylovanymi Glu zbytky (y) a glykosylaci (¥). Sipka u
aminokyselinového zbytku 152 znazornuje misto, kde je jednotetézcovy faktoru VII Stépen,
aby tak byl pfeménén na aktivovany dvojretézcovy faktor VII (FVIia).

Obr. 2. Konstrukce plazmidd pro expresi rekombinantnich polypeptidii lidského faktoru VII.
Plazmid pLN174 exprimuje lidsky faktor VII se spojenym pro-peptidem, ktery se pfirozen¢
spojuje s faktorem VIL.

Navrhovany vynalez je dale doloZen nasledujicimi ptiklady, které nicméné nejsou minény
jako omezujici rozsah ochrany. Znaky obsazené v dfivéjsim popisu a v nasledujicich
ptikladech mohou, oddélen¢ a v jakékoliv kombinaci, byt predlohou pro provedeni vynalezu

v raznych formach.

PRIKLADY PROVEDENI VYNALEZU

Terminologie aminokyselinovych zamén urivana v nasledujicich ptikladech je nasledujici:

Prvni pismeno predstavuje aminokyselinu pfirozené se vyskytujici v pozici SEQ ID NO:1.
Nasledujici &islo predstavuje pozici v SEQ ID NO:1. Druhé pismeno piedstavuje odliSnou
aminokyselinu zaménénou za puvodni aminokyselinu. Ptikladem je R396C, kde arginin

v pozici 396 v SEQ ID NO:1 je nahrazen cysteinem. V jiném piikladg, V158T/M298Q je
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valin v pozici 158 v SEQ ID NO:1 zaménén treoninem a metionin v pozici 298 v SEQ ID

NO:1 je zaménén glutaminem ve stejném polypeptidu faktoru VIL

PRIKLAD 1.

Konstrukce DNA kédujici FVII-(R396C), FVII-(Q250C), FVII-(P406C), FVII-(407C),
FVII-(V158T/M298Q), FVII(L305V/M306D/D309S), FVII-(K337A), FVII-(L305V) a
FVII-(F374P):

Konstrukty DNA kédujici FVII-(R396C), FVII-(Q250C), FVII-(P406C), FVII-(407C),
FVII-V158T/M298Q), FVII-(L305V/M306D/D309S), FVII-(K337A), FVII{(L305V) a
FVII-(F374P) byly pfipraveny mistné fizenou mutagenezi pfi pouZiti spiralovitého,
dvojsroubovicového DNA vektoru s inzertem lidského FVII (pLN174) a dvou syntetickych

primert obsahujici pozadovanou mutaci. Byly pouzity nasledujici dvojice primert:

Pro FVII-(R396C):
5-GCG CTC AGA GCC ATG CCC AGG AGT CCT CC-3" (SEQ ID NO:3)
5-GGA GGA CTC €TG GGC ATG GCT CTG AGC GC-3" (SEQ ID NO:4) °

Pro FVII-(Q250C):
5'-GCT CCG CCT GCA CTG TCC CGT GGT CCT CAC TGA CC-3’ (SEQ ID NO:5)
5-GGT CAG TGA GGA CCA CGG GAC AGT GCA GGC GGA GC-3" (SEQ ID NO:6)

Pro FVII-(P406C):
5".GCG AGC CCC ATT TTG CTA GAC TAG AGG ATC TGG G-3" (SEQ ID NO:7)
5.CCC AGA TCC TCT AGT CTA GCA AAA TGG GGC TCG C-3" (SEQ ID NO:8)

Pro FVII-(P407C):

5.CCT GCG AGC CCC ATT TCC CTG TTA GAC TAG AGG ATC TGG G-3' (SEQ ID
NO:9)

5".CCC AGA TCC TCT AGT CTA ACA GGG AAA TGG GGC TCG CAG G-3’ (SEQ ID
NO:10)

Pro FVII-(M298Q):
5-GCC CTG GAG CTC CAG GTC CTC AAC GTG CCC-3" (SEQ ID NO:11)
5-GGG CAC GTT GAG GAC CTG GAG CTC CAG GGC-3" (SEQ ID NO:12)
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Pro FVII-(L305V):
5-CGT GCC CCG GGT GAT GAC CCA GGA C-3" (SEQ ID NO:13)
5'-GTC CTG GGT CAT CAC CCG GGG CAC G-3" (SEQ ID NO:14)

Pro FVII-(M306D/D309S):
5°-TCT AGA TAC CCA GTC TTG CCT GCA GCA GTC ACG GAA-3" (SEQ ID NO:15)
5-TTC CGT GAC TGC TGC AGG CAA GAC TGG GTA TCT AGA-3" (SEQ ID NO:16)

Pro FVII-(K337A):
5'-CGG ATG GCA GCG CGG ACT CCT GCA AGG G-3" (SEQ ID NO:17)
5'-CCCTTG CAG GAG TCC GCG CTG CCA TCC G-3" (SEQ ID NO:18)

Pro FVII-(F374P):
5-CCG TGG GCC ACC CTG GGG TGT ACA CC-3" (SEQ ID NO:19)
5°-GGT GTA CAC CCC AGG GTG GCC CAC GG-3" (SEQ ID NO:20)

Oligonukleotidové primery, kazdy komplementarni k opatnému fetézci vektoru, byly
prodlouzeny béhem teplotnich cykli pomoci Pfu DNA polymerazy. Byl vytvoien mutovany
plazmid obsahujici specifickd mista. Po teplotnich cyklech byl produkt opracovan s Dpnl,
ktery je specificky pro metylovanou a polometylovanou DNA, aby doslo k rozitépeni
pivodni molekuly DNA a pro nalezeni syntetizované DNA obsahujici mutaci.

Postupy pfipravy DNA konstruktu pfi pouziti polymerazové fetézové reakce a pii pouziti
specifickych primert jsou dobfe znamy odbornikiim v soutasném stavu techniky (viz. PCR

Protocols, 1990, Academic Press, San Diego, California, USA).

PRIKLAD 2.

Ptiprava FVII-(R396C).

BHK buiiky byly transfektovany v podstaté tak, jak bylo popsano diive (Thim et al. (1988)
Biochemistry 27, 7785-7793; Persson and Nielsen (1996) FEBS Lett. 385, 241-243), aby bylo
dosazeno exprese varianty FVII-(R396C). Polypeptid faktoru VII byl precistén nasledovné:
Upravené médium bylo naneseno na 25 ml kolonu Sepharose Fast Flow (Pharmacia Biotech),
po pfidani 5 mM EDTA, 0,1 % Triton-X-100 a 10 mM Tris bylo upraveno pH na 8,0 a

vodivost byla upravena na 10 az 11 mS/cm pfidanim vody. Protein byl z kolony vymyt
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nejlépe gradientem od 10 mM Tris, 50 mM NaCl, 0,1 % Triton X-100, pH 8,0 na 10 mM Tris,
50 mM NaCl, 25 mM CaCl,, 0,1 % Triton X-100, pH 7,5. Frakce obsahujici FVII-(R396C)
byly slity dohromady a byly naneseny na 25 ml kolonu obsahujici monoklonalni protilatky
F1A2 (Novo Nordisk, Bagsvaerd, Denmark) navazanymi na CNBr-aktivovanou Sepharose
4B (Pharmacia Biotech). Kolona byla uvedena do rovnovahy 50 mM Hepes, pH 7.5,
obsahujici 10 mM CaCl,, 100 mM NaCl a 0,02 % Triton X-100. Po promyti roztokem
udrzujicim rovnovédhu a roztokem udrzujicim rovnovahu obsahujicim 2 M NaCl, byl
navazany materidl vymyt vyvazujicim roztokem obsahujicim 10 mM EDTA misto CaCl,.
Pfed pouzitim nebo uskladnénim byl pfidan pfebytek CaCl, nad EDTA nebo byl FVII-
(R396C) premistén do roztoku obsahujici Ca*". Vytézek v kazdém kroku byl sledovan
méfenim faktoru VII v ELISA testech a precistény protein byl analyzovan SDS

elektroforézou.

PRIKLAD 3.

Priprava FVII-(M298Q).

BHK buiiky byly transfektovany v podstaté tak, jak bylo popsano dfive (Thim et al. (1988)
Biochemistry 27, 7785-7793; Persson and Nielsen (1996) FEBS Lett. 385, 241-243), aby bylo
dosazeno exprese varianty FVII-(V158T/M298Q). Polypeptid faktoru VII byl piedistén
nasledovng¢:

Upravené médium bylo naneseno na 25 ml kolonu Sepharose Fast Flow (Pharmacia Biotech),
po pfidani 5 mM EDTA, 0,1 % Triton-X-100 a 10 mM Tris bylo upraveno pH na 8,0 a
vodivost byla upravena na 10 az 11 mS/cm pfidanim vody. Protein byl z kolony vymyt
nejlépe gradientem od 10 mM Tris, 50 mM NaCl, 0,1 % Triton X-100, pH 8,0 na 10 mM Tris,
1 mM NaCl, 5 mM CaCl,, 0,1 % Triton X-100, pH 7,5. Frakce obsahujici FVII-(
V158T/M298Q) byly slity dohromady, byl pfidan 10mM CaCl,, a byly naneseny na 25 ml
kolonu obsahujici monoklonalni protilatky F1A2 (Novo Nordisk, Bagsvaerd, Denmark)
navazanymi na CNBr-aktivovanou Sepharose 4B (Pharmacia Biotech). Kolona byla uvedena
do rovnovahy 50 mM Hepes, pH 7,5, obsahujici 10 mM CaCl,, 100 mM NaCl a 0,02 %
Triton X-100. Po promyti roztokem udrZujicim rovnovéhu a roztokem udrzujicim rovnovéhu
obsahujicim 2 M NaCl, byl navazany material vymyt vyvazujicim roztokem obsahujicim 10
mM EDTA misto CaCl,. Pfed pouzitim nebo uskladnénim byl pfidan piebytek CaCl, nad
EDTA nebo byl FVII-(V158T/M298Q) premistén do roztoku obsahujici Ca®". Vytézek
v kaZdém kroku byl sledovan méfenim faktoru VII v ELISA testech a ptecistény protein byl

analyzovan SDS elektroforézou.
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PRIKLAD 4.

Ptiprava FVII-(L305V/M306D/D309S).

BHK buriky byly transfektovany v podstaté tak, jak bylo popsano dfive (Thim ef al. ( 1988)
Biochemistry 27, 7785-7793; Persson and Nielsen (1996) FEBS Lett. 385, 241-243), aby bylo
dosaZeno exprese varianty FVII-(L305V/M306D/D309S). Polypeptid faktoru VII byl
precistén nasledovné:

Upravené médium bylo naneseno na 25 ml kolonu Sepharose Fast Flow (Pharmacia Biotech),
po pfidani 5 mM EDTA, 0,1 % Triton-X-100 a 10 mM Tris bylo upraveno pH na 8,0 a
vodivost byla upravena na 10 az 11 mS/cm pfiddnim vody. Protein byl z kolony vymyt
nejlépe gradientem od 10 mM Tris, 50 mM NaCl, 0,1 % Triton X-100, pH 8,0 na 10 mM Tris,
1 M NaCl, 5 mM CaCl,, 0,1 % Triton X-100, pH 7.5. Frakce obsahujici
FVII-(L305V/M306D/D309S) byly slity dohromady, byl ptidan 10 mM CaCl,, a byly
naneseny na 25 ml kolonu obsahujici monoklonalni protilitky F1A2 (Novo Nordisk,
Bagsvaerd, Denmark) navazanymi na CNBr-aktivovanou Sepharose 4B (Pharmacia Biotech).
Kolona byla uvedena do rovnovahy 50 mM Hepes, pH 7.5, obsahujici 10 mM CaCl,, 100 mM
NaCl a 0,02 % Triton X-100. Pe promyti roztokem udrzujicim rovnovihu a roztokem
udrzujicim rovnovahu obsahujicim 2 M NaCl, byl navdzany materidl vymyt vyvazujicim
roztokem obsahujicim 10 mM EDTA misto CaCl,. Pied pouZitim nebo uskladnénim byl
pfidan pfebytek CaCl, nad EDTA nebo byl FVII-(L305V/M306D/D309S) piemistén do
roztoku obsahujici Ca®*. Vytézek v kazdém kroku byl sledovan méfenim faktoru VII v ELISA

testech a precistény protein byl analyzovan SDS elektroforézou.

PRIKLAD 5.

In Vitro Hydrolyza¢ni rozbor.

Puvodni (kontrolni) faktor VIla a varianta faktoru VIla (oba zde pouzivané jako ,faktor
VIIa®) jsou soubéZné méfeny pro pfimé porovnani jejich specifickych aktivit. Rozbor probiha
v mikrotitraéni desti¢ce (MaxiSorp, Nunc, Denmark). K faktoru VIla (kone¢na koncentrace
100 nM) v 50 mM Hepes, pH 7.4 obsahujici 0,1 M NaCl, 5 mM CaCl, a 1 mg/ml hovézi
sérovy albumin je pfidan chromogenni substrat D-Ile-Pro-Arg-p-nitroanilid (S-2288,
Chromogenix, Sweden), v kone¢né koncentraci 1 mM. Je mé&fena plynule absorbance pti 405
nm na SpectraMax'™ 340 destickovém snimagi (Molecular Devices, USA). Pro vypodet
poméru mezi aktivitami varianty a kontrolniho faktoru Vlla byla pouzita absorbance zmétena
b&hem 20 minut inkubace po odedteni absorbance v kontrolni jamce, ktera neobsahuje enzym:

Pomér = (A4os nm varianty faktoru VIla)/(Asos nm piivodniho faktoru).
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PRIKLAD 6.

In Vitro proteolyticky rozbor.

Pvodni (kontrolni) faktor VIla a varianta faktoru Vlla (oba zde pouzivané jako ,.faktor
VIla“) jsou soubézné méfeny pro pfimé porovnani jejich specifickych aktivit. Rozbor probiha
v mikrotitrani desti¢ce (MaxiSorp, Nunc, Denmark). Faktor VIla (10 nM) a faktor X
(0,8 pM) ve 100 pl 50 mM Hepes, pH 7.4 obsahujici 0,1 M NaCl, 5 mM CaCl, a 1 mg/ml
hovézi sérovy albumin, jsou inkubovany po dobu 15 min. Stépeni faktoru X je poté zastaveno
piidanim 50 pl 50 mM Hepes, pH 7.4, obsahujici 0,1 M NaCl, 20 mM EDTA a 1 mg/ml
hovézi sérovy albumin. MnoZstvi vytvofeného faktoru Xa je méfeno piidanim
chromogenniho substratu Z-D-Arg-Gly-Arg-p-nitroanilid (S-2765, Chromogenix, Sweden),
v kone&né koncentraci 0,5 mM. Je méfena plynule absorbance pti 405 nm na SpectraMax '™
340 destickovém snima¢i (Molecular Devices, USA). Pro vypofet poméru mezi
proteolytickymi aktivitami varianty a kontrolniho faktoru VIla byla pouzita absorbance
vyvinutd béhem 10 minut inkubace po odecteni absorbance v kontrolni jamce, ktera
-neobsahuje FVlla:

Pomér = (A4ps nm varianty faktoru VIIa)/(A4ps nm pfirozeného faktoru).

PRIKLAD 7.
Pomérné aktivity polypeptidi FVIla méfené v rozborech popisovanych v prikladech 5 a 6.

Varianta Pomér v priikladu 5 Pomeér v ptikladu 6
FVIIa-(M298Q) 3,5+0,2 12+1
FVIIa-(V158D/E296V/M298Q) 7,5+0,4 3845
FVila-(K337A) 4,0+0,2 4,104
FVIla-(L305V/M306D/D309S) 3,0£0,1 3,7+0,3
FVIla-( L305V) 3,2+0,2 3,3+0,2
FVIla~(F374P) 1,4 <1
FVIIa-(R396C) 1,0 1,0
FVIIa-(Q250C) 1,0 1,5
FVIla-(P406C) 0,8 1,0
FVIla-(407C) 1,1 1,4
kontrolni FVIla 1,0 1,0
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PRIKLAD 8.

Spojeni FVII-(R396C), FVII-(Q250C), FVII-(P406C), FVII-(407C) s PEG.

Varianty faktoru Vlla, jak jsou popsany v pfikladu 1, s volnou thiolovou skupinou vioZenou
do kteréhokoliv ze zminénych mist (250, 396, 406 nebo 407 (posledni prodlouzeny na C-
konci)), reaguji s S-nasobnym piebytkem PEG-vinylsulfonem nebo PEG-maleimidem (nebo
néktery jiny derivat sulfhydryl-reaktivntho PEG) ve vodném roztoku po 3 hodiny, dokud
reakce nedojde v podstaté k uplnému konci. Molekulova hmotnost PEG derivatu je alespori
10000. Vysledné PEG-FVIIa jsou testovany pro amidolytickou a proteolytickou aktivitu, jak
je popsano v prikladech 5 a 6 a mély by mit aktivitu kontrolniho lidského FVIIa, nebo jestlize
byl do varianty FVIla s vyssi aktivitou vloZzen Cys, méla by aktivita po reakci s derivatem
PEG zistat vy3$i, nezZ ma kontrolni lidsky FVIla. FVIla spojeny s PEG je od nereagujici
varianty FVIIa a volného derivatu PEG oddélen pomoci chromatografie, jako je gelova
filtrace na koloné Superdex-200 nebo podobné.

Spojovéani proteini s PEG v mist¢ Cys zbytkd je znamé odbornikim v soucasném stavu
techniky a je popisovano v riznych publikacich, véetné¢ Goodson, R.J. & Katre, N.V. (1990),
Bio/Technology 8, 343 a Kogan, T.P. (1992), Synthétic Comm. 22, 2417.
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. Polypeptid faktoru VII, ktery obsahuje aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo

jeji variantu, kde aminokyselina byla nahrazena odliSnou aminokyselinou, pfi¢emz tato
odli3nd aminokyselina je schopna spojeni schemickou skupinou, a pficemzZ tento
polypeptid faktoru VII ma v podstaté stejnou aktivitu nebo vySsi aktivitu ve srovnani

s rekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru Vlla.

Polypeptid faktoru VII, ktery obsahuje aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo
jeji variantu, kde aminokyselina odpovidajici aminokyseliné v pozici vybirané z 247 az

260, 393 az 405 nebo 406 v SEQ ID NO:1 byla nahrazena odliSnou aminokyselinou.

. Polypeptid faktoru VII, ktery obsahuje aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo

jeji variantu, kde aminokyselina odpovidajici aminokyselin€ v pozici vybirané z R396,

Q250 nebo P406 v SEQ ID NO:1 byla nahrazena odliSnou aminokyselinou.

Polypeptid faktoru VII podle kteréhokoliv z naroki 1 oaz 3, kde aminokyselina
odpovidajici R396 v SEQ ID NO:1 byla nahrazena odlisnou aminokyselinou.

Polypeptid faktoru VII podle kteréhokoliv znarokid 1 az 4, kde aminokyselina
odpovidajici Q250 v SEQ ID NO:1 byla nahrazena odlisnou aminokyselinou.

Polypeptid faktoru VII podle kteréhokoliv znarokii 1 az 5, kde aminokyselina
odpovidajici P406 v SEQ ID NO:1 byla nahrazena odliSnou aminokyselinou.

Polypeptid faktoru VII podle kteréhokoliv z narokii 2 az 6, kde odliSna aminokyselina je

schopna spojeni s chemickou skupinou.

. Polypeptid faktoru VII podle kteréhokoliv z narokt 1 az 7, kde odliSna aminokyselina je

cystein.

Polypeptid faktoru VII podle kteréhokoliv z narokd 1 az 8, kde pridavna aminokyselina
schopna spojeni s chemickou skupinou byla vlozena do sekvence SEQ ID NO:1 nebo do
jeji varianty v pozici, kde polypeptid faktoru VII ma v podstaté stejnou nebo vyssi aktivitu

ve srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru VIla.

Polypeptid faktoru VII obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji

variantu, kde pfidavna aminokyselina schopna spojeni s chemickou skupinou byla vloZena
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do sekvence SEQ ID NO:1 nebo do jeji varianty v pozici, kde polypeptid faktoru VII m4
v podstaté stejnou nebo vy3si aktivitu ve srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem

lidského faktoru Vlla.

Polypeptid faktoru VII podle kteréhokoliv z narokt 9 az 10, kde aminokyselina byla
vloZena v pozici vybirané z 247 az 260, 393 az 405 nebo 406 v SEQ ID NO:1.

Polypeptid faktoru VII podle kteréhokoliv znaroku 1 az 11, kde dal3i aminokyselina
schopna spojeni s chemickou skupinou byla piidana k N- nebo C-konci sekvence SEQ 1D

NO:1 nebo jeji varianty.

Polypeptid faktoru VII obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji
variantu, kde aminokyselina schopna spojeni s chemickou skupinou byla pfidana k N-

nebo C-konci sekvence SEQ ID NO:1 nebo jeji varianty.

Polypeptid faktoru podle kteréhokoliv z narokt 12 aZ 13, kde aminokyselina byla pfidana
k C-konci sekvence SEQ ID NO:1.

Polypeptid faktoru podle kteréhokoliv z narokii 9 az 14, kde aminokyselina je cystein.

Polypeptid faktoru VII podle kteréhokoliv z naroki 1 az 15, kde aminokyselina vybirana
ze skupiny obsahujici K157, V158, E296, M298, 1.305, D334, S336, K337 a F374 v SEQ
ID NO:1 byla nahrazena odlisnou aminokyselinou, kde aminokyselina zvySuje aktivitu ve

srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru Vila.

Polypeptid faktoru VII podle naroku 16, kde K157 byla nahrazena aminokyselinou
nezavisle vybiranouz G, V, S, T, N, Q,D aE.

Polypeptid faktoru VII podle kteréhokoliv z narokt 16 az 17, kde V158 byla nahrazena

aminokyselinou nezavisle vybiranouz S, T, N, Q,D a E.

Polypeptid faktoru VII podle kteréhokoliv z narokt 16 az 18, kde E296 byla nahrazena

aminokyselinou nezavisle vybiranouzR, K a V.

Polypeptid faktoru VII podle kteréhokoliv z naroki 16 az 19, kde M298 byla nahrazena

aminokyselinou nezavisle vybiranouz R, K, Q aN.

(XN X ]
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Polypeptid faktoru VII podle kteréhokoliv z naroki 16 az 20, kde L305 byla nahrazena
aminokyselinou nezavisle vybiranou z A V,LMF W, P,G,S, T,C,Y,N,E,K,R,H,D

aqQ.
Polypeptid faktoru VII podle kteréhokoliv z naroki 16 az 21, kde D334 byla nahrazena E.
Polypeptid faktoru VII podle kteréhokoliv z naroku 16 az 22, kde S336 byla nahrazena G.

Polypeptid faktoru VII podle kteréhokoliv z narokt 16 az 23, kde K337 byla nahrazena

aminokyselinou nezavisle vybiranou z A, G,V,S,T,N,Q,DaE.

Polypeptid faktoru VII podle kteréhokoliv z narokt 16 az 24, kde F374 byla nahrazena
aminokyselinou nezavisle vybiranou z A, V.LLLM,W,P,G,S, T,C,Y,N,E, K, R, H,
DaqQ.

Polypeptid faktoru VII podle kteréhokoliv z naroku 1 az 25, kde polypeptid faktoru VII je
lidsky faktor VII.

Polypeptid faktoru VII podle kteréhokoliv z naroku 1 az 25, kde polypeptid faktorﬁ VII je
lidsky faktor Vlla.

Polypeptid inaktivovaného faktoru VII podle kteréhokoliv z narokd 1 az 27, kde
polypeptid faktoru VII je dale pozménén v jeho katalytickém misté, pficemZ pozménéni

potlacuje schopnost polypeptidu faktoru VII aktivovat plazmaticky faktoru X nebo IX.

Polypeptid inaktivovaného faktoru VII podle naroku 28, kde polypeptid faktoru VII je

pozménén v jeho katalytickém mist& serin proteinazovym inhibitorem.

Polypeptid inaktivovaného faktoru VII podle naroku 29, kde proteinazovy inhibitor je
peptid s halomethylketonem vybirany ze skupiny obsahujici: Phe-Phe-Arg
chlormethylketon, Phe-Phe-Arg chlormethylketon, D-Phe-Phe-Arg chlormethylketon, D-
Phe-Phe-Arg  chlormethylketon,  Phe-Pro-Arg chlormethylketon,  D-Phe-Pro-Arg
chlormethylketon, Phe-Pro-Arg chlormethylketon, D-Phe-Pro-Arg chlormethylketon,
L-Glu-Gly-Arg chlormethylketon a D-Glu-Gly-Arg chlormethylketon,
Dansyl-Phe-Phe-Arg  chlormethylketon, Dansyl-Phe-Phe-Arg  chlormethylketon,
Dansyl-D-Phe-Phe-Arg  chlormethylketon, Dansyl-D-Phe-Phe-Arg  chlormethylketon,
Dansyl-Phe-Pro-Arg  chlormethylketon, Dansyl-D-Phe-Pro-Arg  chlormethylketon
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Dansyl-Phe-Pro-Arg  chlormethylketon,  Dansyl-D-Phe-Pro-Arg  chlormethylketon,
Dansyl-L-Glu-Gly-Arg chlormethylketon a Dansyl-D-Glu-Gly-Arg chlormethylketon.

Derivat faktoru VII obsahujici polypeptid faktoru VII, ktery ma aminokyselinovou
sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, pfiCemZz aminokyselina byla nahrazena
odlisnou aminokyselinou, pfiCemz odlisna aminokyselina je spojena s chemickou
skupinou, ktera zvySuje aktualni molekulovou hmotnost polypeptidu faktoru VII z 300 na
100000, a pficemz derivat faktoru VII ma v podstaté stejnou aktivitu nebo zvySenou

aktivitu ve srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru VIla.

Derivat faktoru VII podle naroku 31, pficemz polypeptid faktoru VII je podle

kteréhokoliv z naroku 1 az 9, 11 az 12, 14 az 27.

Derivat faktoru VII podle naroku 31, pficemz aminokyselina odpovida aminokyseliné

v pozici vybirané z 247 az 260, 393 az 405 nebo 406 v SEQ ID NO:1.

Derivat faktoru VII obsahujici polypeptid_ faktoru VII, ktery ma aminokyselinovou
sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina vlozena do sekvence
SEQ ID NO:1 nebo jeji varianty, a aminokyselina je spojena s chemickou skupinou, ktera
zvySuje aktudlni molekulovou hmotnost polypeptidu faktoru VII z 300 na 100000, a
ptficemZ derivat faktoru VII ma v podstaté stejnou aktivitu nebo zvySenou aktivitu ve

srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru Vlla.

Derivat faktoru VII podle naroku 34, piiéemZ polypeptid faktoru VII je podle

kteréhokoliv z naroku 9 az 12, 14 az 27.

Derivat faktoru VII obsahujici polypeptid faktoru VII, ktery ma aminokyselinovou
sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina pfidana k N- nebo C-
konci sekvence SEQ ID NO:1 nebo jeji varianty, a aminokyselina je spojena s chemickou
skupinou, ktera zvysuje aktualni molekulovou hmotnost polypeptidu faktoru VII z 300 na
100000, a pficemZ derivat faktoru VII ma v podstaté stejnou aktivitu nebo zvysenou

aktivitu ve srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru VIla.

Derivat faktoru VII podle naroku 36, pficemz polypeptid faktoru VII je podle

kteréhokoliv z naroku 12 az 27.

Derivat faktoru VII podle kteréhokoliv z naroki 1 az 37, pfi¢emz chemicka skupina je

v podstaté neutralni.
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Derivat faktoru VII podle kteréhokoliv z narokii 31 az 38, pficemZ chemicka skupina

zvysuje aktualni molekulovou hmotnost derivatu faktoru VII z 1000 na 80000,

Derivat faktoru VII podle kteréhokoliv z narokii 31 az 39, pficemz chemicka skupina

zvySuje aktualni molekulovou hmotnost derivatu faktoru VII z 5000 na 60000.

Derivat faktoru VII podle které¢hokoliv z narokfi 31 a7 40, pficemZ chemicka skupina

zvySuje aktudlni molekulovou hmotnost derivatu faktoru VII z 10000 na 40000

- Derivét faktoru VII podle kteréhokoliv z narokt 31 az 41, pficemz chemicka skupina je

polyethylenglykol.

Derivat faktoru VII podle kteréhokoliv z naroki 31 az 42, pfi¢emZ chemickd skupina je

vybirana z jedné do Sesti molekul polyethylenglykolu.

Derivat faktoru VII naroku 43, pfiéem? chemicka skupina je jedna molekula

polyethylenglykolu.

Derivat faktoru VII podle kteréhokoliv z narokd 31 az 44, pficemz chemickd skupina je
spojena s volnou sulfhydrylovou skupinou pfitomnou na aminokyselin¢ nahrazené jinou

aminokyselinou, vloZenou nebo ptidanou k polypeptidu.

Derivat faktoru VII podle kteréhokoliv z narokd 31 az 45, pfi¢emz chemicka skupina je

spojena s cysteinem.

Derivat inaktivovaného faktoru VI, kde polypeptid inaktivovaného faktoru VII, ktery ma
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo Jeji variantu, ma pozménéné jeho
katalytické misto, pfiemz pozménéni potlaCuje schopnost polypeptidu faktoru VII
aktivovat plazmaticky faktor X nebo IX, a je dale spojen s chemickou skupinou, ktera

zvysuje aktualni molekulovou hmotnost polypeptidu inaktivovaného faktoru VII z 300 na
100000.

Derivat faktoru VII podle naroku 47, pfi¢emz inaktivovany polypeptid faktoru VII je
podle kteréhokoliv z naroka 28 az 30.

Derivat faktoru VII podle kteréhokoliv z narokii 47 az 48, pficemz chemicka skupina je

v podstaté neutralni.
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Derivat faktoru VII podle kteréhokoliv z narokd 47 az 49, pficemz chemicka skupina

zvySuje aktualni molekulovou hmotnost derivatu faktoru VII z 1000 na 80000.

Derivat faktoru VII podle kteréhokoliv z narokt 47 az 50, pficemZ chemicka skupina

zvySuje aktualni molekulovou hmotnost derivatu faktoru VII z 5000 na 60000.

Derivat faktoru VII podle kteréhokoliv z narokii 47 az 51, pfiCemz chemicka skupina

zvyS$uje aktualni molekulovou hmotnost derivatu faktoru VII z 10000 na 40000.

Derivat faktoru VII podle kteréhokoliv z narokt 47 az 52, pfi¢emz chemické skupina je

polyethylenglykol.

Derivat faktoru VII podle kteréhokoliv z narokt 47 az 53, pfi€emz chemicka skupina je

vybirana z jedné do Sesti molekul polyethylenglykolu.

Derivat faktoru VII naroku 54, pifiéemz chemickd skupina je jedna molekula
polyethylenglykolu.
Derivat faktoru VII podle kteréhokoliv z narokt 47 az 55, pficemz chemicka skupina je

spojena s volnou sulfhydrylovou skupinou pfitomnou na aminokyseliné nahrazené jinou

aminokyselinou, vlozenou nebo pfidanou k polypeptidu.

Derivat faktoru VII podle kteréhokoliv z narokid 47 az 56, pficemz chemicka skupina je

spojena s cysteinem.

Slozeni zahrnujici derivat faktoru VII obsahujici polypeptid faktoru VII, ktery ma
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina
nahrazena odliSnou aminokyselinou, pficemz odliSna aminokyselina je spojena
s chemickou skupinou, ktera zvysuje aktualni molekulovou hmotnost polypeptidu faktoru
VII z 300 na 100000, a pfi¢emz derivat faktoru VII ma v podstaté stejnou aktivitu nebo

zvysenou aktivitu ve srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru VIla.
Slozeni zahrnujici derivat faktoru VII podle kteréhokoliv z naroka 31 az 46.

SloZeni zahrnujici derivat inaktivovaného faktoru VII, kde polypeptid inaktivovaného
faktoru VII, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, ma
pozménéné jeho katalytické misto, pficemz pozménéni potlacuje schopnost polypeptidu

faktoru VII aktivovat plazmaticky faktor X nebo IX, a je dale spojen schemickou
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skupinou, kterd zvySuje aktudlni molekulovou hmotnost polypeptidu inaktivovaného

faktoru VII z 300 na 100000.

SloZeni zahrnujici derivat inaktivovaného faktoru VII podle kteréhokoliv z narokt 47 az

57.

Lécebné slozeni zahrnujici derivat faktoru VII, ktery obsahuje polypeptid faktoru VII,
ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde byla
aminokyselina nahrazena odlisnou aminokyselinou, pfi¢emz odlidnd aminokyselina je
spojena s chemickou skupinou, ktera zvysuje aktualni molekulovou hmotnost polypeptidu
faktoru VII z 300 na 100000, a pficemz derivat faktoru VII ma v podstats stejnou aktivitu
nebo zvySenou aktivitu ve srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru

Vlla; poptipadé¢ lé¢ebné vhodny nosié.

Lécebné slozeni zahrnujici derivat faktoru VII podle kteréhokoliv z narokii 31 az 46;

popiipad¢ 1écebné vhodny nosic.

Léebné  sloZeni zahrnujici  derivat inaktivovaného faktoru VII, kde polypeptid
inaktivovaného faktoru VII mé aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji
variantu, a ma pozménéné jeho katalytické misto, pfi¢emz pozménéni potlacuje schopnost
polypeptidu faktoru VII aktivovat plazmaticky faktor X nebo IX, a je dale spojen
s chemickou skupinou, ktera zvySuje aktualni molekulovou hmotnost polypeptidu

inaktivovaného faktoru VII z 300 na 100000; popiipadé lésebng vhodny nosig.

Lécebné slozeni zahrnujici derivat inaktivovaného faktoru VII podle kteréhokoliv

z naroki 47 az 57; poptipadé 1é¢ebné vhodny nosig.

Polynukleotidovy konstrukt kodujici polypeptid faktoru VII podle kteréhokoliv z naroki 1
az 27.

Polynukleotidovy konstrukt podle naroku 66, ktery piedstavuje vektor.

Eukaryotické hostitelské buriky obsahujici polynukleotidovy konstrukt podle kteréhokoliv

z naroku 66 az 67.
Eukaryotické hostitelské buiiky podle naroku 68, které jsou savéiho pavodu.

Eukaryotické hostitelské buiiky podle naroku 69, kde buiky jsou vybirany ze skupiny
zahrnujici CHO buriky, BHK buriky nebo HEK buriky.
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Transgenni zvife, které exprimuje polynukleotidovy konstrukt podle kteréhokoliv z

naroku 66 az 67.

Transgenni rostlina, kterd exprimuje polynukleotidovy konstrukt podle kteréhokoliv z

naroki 66 az 67.

- Zplsob vyroby polypeptidu faktoru VII podle kteréhokoliv z naroka 1 az 27,

vyznacCujici se tim, Ze zahrnuje kultivaci bunék podle kteréhokoliv z narokt 68
az 70 ve vhodném ristovém médiu za podminek umoZiujicich syntézu proteinu

z polynukleotidového konstruktu a ziskani vysledného polypeptidu z kultiva¢niho média.

Zpusob vyroby polypeptidu faktoru VII podle kteréhokoliv z narokt 1 az 27,
vyznaclujici se tim, Ze zahruje ziskani polypeptidu faktoru VII z mléka

produkovaného transgennim zvitetem podle naroku 71.

Zplsob vyroby polypeptidu faktoru VII podle kteréhokoliv z néarokt 1 az 27,
vyznacCujici se tim, Ze zahrnuje kultivaci bunck transgenni rostliny podle

naroku 72 a ziskani polypeptidu faktoru Vil z vysledné rostliny.

Zpusob vyroby derivatu faktoru VI, vyznaéu jicise tim, Ze zahrnuje kroky:
a) tvorba polypeptidu faktoru VII zpiisobem podle kteréhokoliv z naroki 73 a7 75;
b) spojeni polypeptidu faktoru VII s chemickou skupinou;

c) naneseni derivatu faktoru VII na kationtovou vyménnou chromatografii nebo

kolonu gelové filtrace; a
d) vymyti derivatu faktoru VII.
Zpusob vyroby derivatu faktoru VI, vyznaéu Jicise tim, Ze zahrnuje kroky:
a) tvorba polypeptidu faktoru VII zpiisobem podle kteréhokoliv z narokt 73 az 75;

b) pozménéni polypeptidu faktoru VII v jeho katalytickém misté serin proteinazovym

inhibitorem;

c) spojeni polypeptidu inaktivovaného faktoru s chemickou skupinou;
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d) naneseni derivatu faktoru VII na kationtovou vyménnou chromatografii nebo

kolonu pro gelovou filtraci; a

e) vymyti inaktivovaného derivatu faktoru VII.

Zpisob podle kteréhokoliv z narokt 76 ay 77, vyznacCujici se ti m, Ze
chemicka skupina ma molekulovou hmotnost 300 az 100000.

Zplisob podle kteréhokoliv z narokta 76 as 78, vyznaGujici se tim, ze
chemicka skupina je v podstaté neutralni.

Zpisob podle kteréhokoliv z naroki 76 az 79, vyznacujici se tim, Ze
chemicka skupina ma molekulovou hmotnost 1000 a7 80000.

Zpusob podle kteréhokoliv z narokd 76 az 80, vyznacujici se tim, 7e
chemicka skupina ma molekulovou hmotnost 5000 az 60000.

Zpusob podle kteréhokoliv z naroka 76 a7 81. vyznacujici se tim, 7 e

chemick4 skupina ma molekulovou hmotnost 10000 a2 40000.

Zpisob podle kteréhokoliv z narokd 76 ay 82, vyznacujici se tim, 7e

chemicka skupina je polyethylenglykol.

Zpiisob podle kteréhokoliv z narokii 76 a 83, vyznacujici se tim, 7e

chemicka skupina je vybirana z jedné do esti molekul polyethylenglykolu.

Zptsob podle kteréhokoliv z narokt 76 az 84 v yznacCujici se tim, >e chemicka

skupina je jedna molekula polyethylenglykolu.

Zpusob podle kteréhokoliv z narokt 76 az 85 vyznacdujici se tim, Ze
chemicka skupina je spojena s volnou sulfhydrylovou skupinou pfitomnou na

aminokyseling nahrazené jinou aminokyselinou, vloZenou nebo pfidanou k polypeptidu.

Zplsob podle kteréhokoliv z narokt 76 az 82, vyznacujici se tim, e

chemicka skupina je spojena s cysteinem.

Pouziti derivatu faktoru VII, ktery obsahuje polypeptid faktoru VII, ktery ma
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, kde byla aminokyselina

nahrazena odlisnou aminokyselinou, pfiemz odlisna aminokyselina je spojena
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s chemickou skupinou, ktera zvySuje aktudlni molekulovou hmotnost polypeptidu faktoru
VII 2300 na 100000, a pficemz derivat faktoru VII ma v podstaté stejnou aktivitu nebo
zvySenou aktivitu ve srovnani s rekombinantnim Kontrolnim typem lidského faktoru Vila
pro piipravu léku pro lécbu krvacivych pfihod nebo pro posileni normalniho

hemostatického systému.

Pouziti derivétu faktoru VII podle kteréhokoliv z naroki 31 az 46, pro pfipravu léku pro

1é¢bu krvacivych piihod nebo pro posileni normélniho hemostatického systému.
Pouziti podle které¢hokoliv z naroki 88 az 89, pro 1é¢bu hemofilie A nebo B.

Zpusob lécby krvacivych piihod nebo poruch krvaceni u subjektu, nebo zpisob posileni
normalniho hemostatického systému, vyznacujici se tim, Ze zahrnuje
podavani lé¢ebného nebo preventivné G¢inného mnoZstvi derivéatu faktoru VII, ktery ma
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, pfi¢emz aminokyselina byla
nahrazena odliSnou aminokyselinou, a odli$na aminokyselina je spojena s chemickou
skupinou, ktera zvysuje aktualni molekulovou hmotnost polypeptidu faktoru VII z 300 na
100000, a pficemz derivat faktoru VII ma v podstat¢ stejnou aktivitu nebo zvysenou

aktivitu ve srovnani s rekombinantnim kontrolnim typem lidského faktoru Vila.

Zpusob 1écby krvacivych piihod nebo poruch krvaceni u subjektu, nebo zpiisob posileni
normalniho hemostatického systému, vyznacujici se tim, Ze zahmuje
podavani lécebného nebo preventivné ucinného mnozstvi derivatu faktoru VII podle

kteréhokoliv z naroku 31 az 46.

Pouziti derivatu inaktivovaného faktoru VII, kde inaktivovany polypeptid faktoru VII,
ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji variantu, je spojen
s chemickou skupinou, kterd zvysuje aktudlni molekulovou hmotnost polypeptidu faktoru

VII z 300 na 100000, pro pfipravu léku pro potlaovani tvorby trombu u pacienta.

Pouziti derivatu inaktivovaného faktoru VII podle kteréhokoliv z narokd 47 az 57, pro

ptipravu léku pro potlacovani tvorby trombu u pacienta.

Zpusob potlaCovani tvorby trombu u pacienta, vyznacdujici se tim, Ze
zahrnuje lokalni podavani lé¢ebné u¢inné davky slozeni zahrnujici derivat inaktivovaného
faktoru VII do mista cévy podléhajici tvorbé trombu u pacienta, priéemz polypeptid

inaktivovaného faktoru VII méa aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji
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variantu, a je spojena schemickou skupinou, kterd zvysuje aktualni molekulovou

hmotnost polypeptidu faktoru VII z 300 na 100000.

96. Zpusob potlatovani tvorby trombu u pacienta, vyznacdujici se tim, Ze
zahrnuje lokalni podavani lé¢ebn& ucinné davky sloZeni zahrnujici derivat inaktivovaného
faktoru VII podle kteréhokoliv z narokd 47 az 57 do mista cévy podléhajici tvorb& trombu

u pacienta.
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Xaa pFedstavuje 4-karboxyglutamovou kyselinu (gama-karboxyglutamat)

1

213 Asn Ala Phe 15.eu Xaa Xaa Leu Arg ;50 Gly Ser Leu Xaa gg Xaa

Cys Lys Xaa )2<8a Gln Cys Ser Phe Xaa Xaa Ala Ar

25

g Xaa Ile Phe Lys
30 d

Asp Ala )3<§a Arg Thr Lys Leu zge Trp Xle Ser Tyr ggr Asp Gly Asp

GIn %s Ala Ser Ser Pro %s Gln Asn Gly Gly ggr Cys L}}s Asp GIn
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Cys Glu Thr His Lys
85

Gly Cys Glu Gln
100

. Arg

Pro

cys

Thr
130

Tyr

ASp Asp GIn Leu

Cys
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Asp His
105

His Glu Gly Tyr Ser Leu Leu
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val Glu

Asn Ala Ser Lys

145
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val
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Leu
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Gcly
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Phe As
195 P
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Ile Ala
val Pro

260

fhe val
275
Gly Ala

Thr GIn

Ile Thr

TYyr

Pro

Pro

165

Thr

Lys

Ley

Ite

Leu

245

Leu

Arg

Thr

Asp

Pro

GIn

150

™R

Leu

Ile

Ser

Ile

%
Gly
GIn
Ile
Lys
Glu

215

Pro

230 -

Leu
Cys
Phe

Ala

Cys
3{0

Arg

Leu

ser

Leu

295

Leu

Glu Tyr Met
325 i

120

Gly Lys

Arg 1Ile
val Leu

Asn Thr
185

Asn Trp
200

His Asp
Ser Thr
Leu His
Pro Glu

265

Leu val
280
Glu Leu

Gln Gln

Phe Cys

Pro Ala phe
75

Ile Cys val

90

Thr Gly Thr

Ala Asp Gly

Ile Pro Ile
140

val Gly Gly

Leu teu val
170

Ile Trp val
Arg Asn Leu

Gly Asp Glu
220

Tyr val pPro
235

Gln Pro Va‘l
250

Arg Thr Phe
ser Gly Trp
Met val Leu

300

Ser Arg Lys
31?

Ala Gly Tyr
330

(XX X3

Giu
Asn
Lys
val
125
Leu
Lys
AsSn
val
Ile
205
Gln
Gly
val
Ser
Gl

28

Asn

val

Ser

teu thr

Gly Arg
Glu Asn
95
Arg Ser
110
ser Cys
Glu Lys
val Cys
Gly Ala
175

ser Ala
190

Ala val
Ser Arg
The Thr

255
Glu Ar
270 s
GIn Leu
val Pro

Gly Asp

Asp Gly
335

ASn
80

Gly
Cys
Thr
Arg
Pro
160
GIn
Ala
Leu
Arg
Asn
240
Asp
Thr
Leu
Arg
ser

320

Ser

se0



Lys Asp Ser Cys Lys Gly Asp Ser Gly Gly Pro
340 345

Arg Gly Thr Trp Tyr Leu Thr Gly Ile val Ser
355 360

Ala Thr val Gly His Phe Gly val Tyr Thr Arg
370 375 R v

385

Glu Trp Leu GIn Lys 13.33 Met Arg Ser Glu Pro

Leu Arg Ala Pro Phe Pro
405

<210>
<211>
<212>
<213>

2

<220> -
<223>
<400> 2

ttcgagctct
gactatgcgt
ccaacgacta
aggcccteag
taacccagga
aggagctgeg
aggeecggga
atggggacca

agtcctatat.

atgaccagct
cgggcaccaa
cctgcacacc
ccagcaaacc
ggcaggtect
tctgggtggt
cggtgctggg
cgcaggteat

6098
DNA

Uméla sekvence

plazmid DNA pLN174

395

gcactccgcc Cgaaaagtgc gctcggetct

gggcrggage
taaagaggge
gctectctge
ggaagcccéa
gccgggetec
gatcttcaag
gtgtgcctca
ctgettetge
gatctgtgtg
gegetectgt
cacagttgaa
ccaaggeega
gttgttggtg
ctccgeggec
cgagcacgac

catceecage

aaccgeerge
aggctgtect
cttctgottg
ggegrectge
ctygagaggg
gacgcggaga
agteccatgec
ctcectgect
aacgagaacg
cggtgceacg
tatccatgty
attgtggggg
aatggagctc
cactgtrtcyg
ctcagcgage
acgtacgtee

tgggtgcaaa
ctaagcgtca
ggcttcagag
accggegecg
agtgcaagga
ggacgaaget
agaatggggg
tcgagggeeg
gcggetgtga
aggggtactc
gaaaaatacc
gcaaggtgty
agttgtgtgg
acaaaatcaa
acgacgggga
cgggcaccac

His Ala Thr His Tyr
350

Trp Gly GlIn Gly Cys
365

val ser Gln Tyr Ile
380 i

Arg Pro Gly val Leu

gccaaggacy
ceetttgege -
cecgggatee
ctgecctgget
gcgegecaac
ggagcagtgc
gttctggatt
ctcctgcaag
gaactgtgag
gcagtactge
tctgetggea
tattctagaa
ccccaaaggg
ggggacecty
gaactggagg
tgagcagagce
caaccacgac

400

cggggegegt
ccggactcgt
atggtctece
gcagtctteg
gcgttectyg
tecttcgagg
tcttacagtg
gaccagctcc
acgcacaagg
agtgaccaca
gacggggtgt
aaaagaaatg
gagtgtccat
atcaacacca
aacctgateg
cggcgggtgg
atcgcgetge

60
120

180

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
260
1020



tccgectgea
ggacgttcte
agctgetgga
tgac¢cagga
acatgttctg
gcccacatge
: agggctgege
ggctgcaaaa
cctagactag
ctggaagttg
ttgtctgact
gggcaagttg

gcagtggcac
cctcagecte

ttetrttygt
caggtgatct
cecttecctg
cataggctrac
ctcteatgeg
gctagagteg
actgggaaaa
gctggcgtaa
atggcgaatg
cgcatatggt

cacccgecaa |

agacaagctg
aaacgcgega
ataatggttt
tgtttatttt
atgcttcaat
atrcectttt
gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagrretye

ccagcecgtg
tgagaggacg
ccgtggegee
ctgcctgeag
tgccggetac
cacccactac
aaccgtggge
gcreatgege
aggatctggg
ccacteccagt
aggtgtectt
ggaagacaac
aatctrgget
ccgagttgtt
agagacgggg

acccaccttg.
‘tecttctgat

ctggecatge
ttgggteccac
acctgcagge
ccctggegtt
tagcgaagag
gcgectgatg
gcactctcag
cacccgetga
tgaccgtete
gacgaaaggg
cttagacgte
tCtaaataca
aatattgaaa
ttgcggeatt
ctgaagatca
tccttgagag
tatgtggcgc

grcctcactyg
ctggeetteg
acggcecetgg
cagtcacgga
tcggatggca
cggggeacgt
cactttgoggy
tcagagecac
gtggcatcec
gcceaccage
ctataatatt
ctgtagggce
cactgcaatc
gggattccag
tttcaccata
gcctccecaaa
tttaaaataa
ccaaccggtyg
tcagtagatg
atgcaagett
acccaactta
gcecegeaccyg
cggtatttic
tacaatctge
cgcgecctga
cgggagetge
cctegtgata
aggtggcact
ttcaaatatg
2aggaagagt
ttgccttect
gttgggtgca
ttttegecee
ggtattatcc

accatgtggt
tgegeLtce
agctcatggt
aggtgggaga
gcaaggactc
ggtacctgac
tgtacaccag
gcccaggagt
tgtgaccect
cttgtcctaa
atggggtgga
tgcggggrcer
tccgectect
gcatgcatga
ttggccagge
ttgctgggat
ctataccage
ggacatttga
cctgttgaat
tggcactgge

atcgecttge

atcgceectte
ttcettacge
tctgatgeeg
cgggettgtc
atgtgtcaga
cgoctattte
tttcggggaa
tatccgetea
atgagtattc
gtttttgctc
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtattgacg

ee s
XY X

.0

gcecctetge
attggtcage
cctcaacgty
ctccccaaat
ctgcaagggg
gggcatcgtc
ggtcteccag
cctectgega
ccceagtgec
taaaattaag
ggggggtggt
attgggaacc
gggttcaage
ccaggetcag
tggtctccaa
tacaggcgtg
aggaggacgt
gttgcttget
tcgagetoge
cgtegtttta
agcacatcee
ccaacagttg
atctgtgcgg
catagttaag
tgcteeegge
ggttttcace
tataggttaa
atgtgcgegg
tgagacaata
aacatttceg
acccagaaac
acatcgaact
ttccaatgat
ccgggcaaga

.o eos

ctgccegaac
ggctggggec
cceceggetga
atcacggagt
gacagtggag
agctggggec
tacatcgagt
gceceattte
tctectggec
ttgcatcatt
atggagcaag
aagcrggagt
gattctcctg
Ctaatttttg
ctcctaatcet
aaccactgcet
ccagacacag
tggcactgtc
ccgggetcta
caacgtcgtg
cctttecgeca
cgcagectga
tatttcacac
ccagecccga
atccgettac
gtcatcaccg
tgtcatgata
aacccctatt
accctgataa
tgtegecctt
gctggtgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
gcaactcggt

LA N RN R}
.
sace

1080 .

3140

1200

1260
1320
1380
1440
1500

1560+

1620

1680 -

1740
1800
1860

1920

1980
2040
2100
2160
2220

12280

2340
12400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060

®eve
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cgecgeatac
cttacggatg
actgeggeca
cacaacatgg
cataccaaac
actattaact
ggcggataaa
tgataaatct
tggraagece
acgaaataga
ccaagtttac
ctaggtgaag
ccactgageg
gcgegtaatc
gatcaagagc
aatactgtee
cctacatace
tgtctraceg
acggggggtt
ctacagegtg
ccggtaageg
tggtatcttt
tgctcgtcag
ctggecttrt
gataaccgta
cgcagcgage
gegegtgge
agtgagcgea
trtatgettc
aacagctaty
ttgatgagtt
tttgtgatgc
acaattgcat
agtaaaacct

actattctca
gcatgacagt
acttactrct
gggatcatgt
gacgagcgtg
ggcgaactac
gttgcaggac
ggagccggtg
tccegtateg
cagatcgetg
tcatatatac
atcctttttg
tcagacccceg
tgctgettge
taccaactct
ttctagtgta
tegetctget
ggttggactc
cgtgcacaca
agctatgaga
gcagggtcgg
atagtcetgt
gggggcggag
gctggecttt
ttaccgeett
cagtgagega
cgattcatta
acgcaattaa
cggctegtat
accatgatta
tggacaaacc
tattgcttta
tcattttatg
Ctacaaatgt

gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgatc
aactcgectt
acaccacgat
ttactctage
cacttctgeg
agcgtgggte
tagttatcta
agataggtgc
tttagattga
ataatctcat
tagaaaagat
daacCadaada
trttccgaag
gccgragtta
aatcctgtta
aagacgatag
gtccagcttg
aagcgecacg
dacaggagag
cgggtttege
cctatggaaa
tgctcacatg
tgagtgagct
ggaagcggaa
atgcagctog
tgtgagttag
gttgtgtgoa
cgaattcatc
acaactagaa
Tttgtaacca
tttcaggtte
ggtatggctg

gttgagtract
tgcagtgetyg
ggaggaccga
gatcggttgg
gectgtagea
ttcceggeaa
cteggecctt
tcgeggtatc
€acgacggag
ctcactgatt
tttaaaactt
gaccaaaatc
caaaggatct
ccaccgetac
gtaactggct
ggccaccact
ccagtggetg
ttaccggata
gagcgaacga
ctteccgaag
€gcacgaggg
cacctctgac
aacgccagea
ttctttectg
gataccgcrc
gagcgeecaa
cacgacaggt
ctcactcatt
attgtgageg
gatatctaga
tgcagtgaaa
ttataagctg

agggggaggt
attatgatct

(X

caccagteac
ccataaccat
aggagctaac
gaaccggage
atggcaacaa
caattaatag
ccggetgget
attgcageac
agtcaggcaa
aagcattggt
catttttaat
ccttaacgtg
tcttgagatc
cagcggtggt
tcagcagage
tcaagaactc
ctgccagtgy
aggcgcageg
cctacaccga
g9gagaaaggc
agcttccagg
ttgagcgteg
acgeggectt
cgttatccce
gccgeagecg
tacgcaaace
ttccegactg
aggcacccca
gataacaatt
1ccagacatg
aaaatgcrtt
caataaacaa
gtgggaggtt
aaagccagea

e
* . .
L] . [

see o o

» L]
LY

[ XX X

agaaaagcat
gagtgataac
cgcrrrttg
tgaatgaage
cgttgcgcaa
actggatgga
ggtitattge
tagggccaga

ctatggatga

aactgtcaga
ttaaaaggat
agttttcgtt
crertteict
Ttgtrtgecg
gcagatacca
tgtagcaccg
cgataagteg
gtcgggctga
actgagatac
ggacaggtat
gggasacgec
atttttgtga
tttacggtte
tgattctgty
aacgaccgag
geetetcece
gaaagcggge
ggctttacac
tcacacagga
ataagataca
atttgtgaaa
gttaacaaca
ttttaaagca

aaagtcccat

.
([ EXRERX ]

3120
3180
3240
3300
3360

3420

3480
3540

3600
3660°
3720 .

3780

3840

3900
3960

4020

4080

4140°

4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4360
4920
4980
5040
5100



ggtcttataa
tagtctttct
gagaggacgc
aacgtgtcac
tgattcatgg
cttgccaatt
- tgagctecte
aaaggtcgat
tgtrtacctt
agcggaggec
atgcagttca
aaagcctagg
ggecteggee
aCtgggcgéa
attgagatgc
ggttgctgac

ctitccacac

<210> 3
<211> 29
<212> DNA
<213>

<220>
<223>
<400> 3

aaatgcatag
tctegtagac
ctgggtattc
tttcaaattc
cttectggta
ccggttgtte
gtogtggttc
tettoteagg
ccactgaaga
agggtaggtc
atggtcgaac
cctccaaaaa
tctgcataaa
gttaggggcg
atgctttgca
taattgagat

cctaactgac

Uméla sekvence

ctttaggagq
ttcaaactta
tgggagaagt
ctgcatgate
aacagaactg
aataagtctt
tttgagttct
aatggagaac
ggttgtggrc
tecgttettg
catgatggcea
agcctectca
taaaaaaaat
ggatgggcgg
tacttctgee
gcatgctteg

acacatrcea

Nukleotidovy primer

gcgcteagag ccatgceccag gagtectee

<210> 4
<211> 29
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

Uméla sekvence

Nukleotidovy primer

ggagcagaga
tacttgatgc
ttatatttcc
cttgtcacaa
ccteegacta
aaggcatcat
ctactgagaa
caggttttce
attctiigga
ccaatcccca
cggatctega
Ctacttctgg
tagtcagcca
agttaggggc
tgctggggag
catacttctg
caggggaa

acttgaaagc
cttrtiecte
ccaaatcaat
agagtctgag
tccaaaccat
ccaaactttt
ctatattaat
tdacccataat
agtacttgaa
tattttggga
gctegegaaa
aatagctcag
tggggcggayg
gggactatgg
cctggggact
cctgctgggg

atcttcctgt
ctggacctca
ttctgggaaa
gtggcctggt
gtctacttta
ggcaagaaaa
tetgtecttt
caccagattc
ctcgtrectg
cacggcgacy
gctttttgca
aggecgagge
aatgggcgga
trgcrgacta
ttccacacct

agcctgggoa

5160
5220
5280
5340
5400
5460

3520 .

5580
5640

5700 -

5760
5820
5330
5940
6000
6060
6098

29
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<400> 4

ggaggactcc tgggcatgge tctgagege
<210> 5

<211> 35

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Nukleotidovy primer

<4Q0> 5

gctccgectg cactgteccg tggtectcac tgace
<210> 6

<211 35

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Nukleotidovy primer

<400> 6

ggtcagtgag gaccacggga cagtgcagge ggagce
<210> 7

<211> 34

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Nukleotidovy primer

<400> 7

gcgageecca ttttgctaga ctagaggatc tggg
<210> 8

<211> 34

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

LXK 2
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<220>

<223> Nukleotidovy primer

<400> 8

cccagatcct ctagtctage aaaatgggge tcge
<210> 9

<211> 40

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Nukleotidovy primer

<400> 9

cctgcgagee ccatrtecct grtagactag aggatetggg
<210> 10

<211> 40

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Nukleotidovy primer

<400> 10

€ccagatcct ctagtctaac agggaaatgg ggctcgcagg
<210> 11

- <21 30

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Nukleotidovy primer

<400> 11

gccctggage tecaggtect caacgtgeee
<210> 12

<211> 30

<212> DNA

34

40

30



<213> Umaél4 sekvence

<220>

<223> Nukleotidovy primer

<400> 12

gggcacgttg aggacctgga getccagyge
<210> 13

<211> 25

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Nukleotidovy primer
<400> 13

cgtgcecegg gtgatgacee aggac
210> 14

<211> 25

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Nukleotidovy primer

<400> 14

‘gtectgggte atcacceggg gcacg
<210> 15

<21L> 36

<212> DNA
<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Nukleotidovy primer

<400> 15

tctagatace cagrettgee tgcageagtc acggaa

<2Ur 14

30

25

25

36



<211> 36
<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Nukleotidovy primer

<400> 16

ttccgtgact getgeaggcea agactgggta tctaga
<210> 17

<211> 28

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Nukleotidovy primer

<400> 17

cggatggcag cgcggactce tgcaaggg
<210> - 18

<211> 28

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Nukleotidovy primer

<400> 18 '

cccttgeagg agtccgeget gocatccy
<210> 19

<211l> 26

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Nukleotidovy primer

<400> 19
ccgtgggeca ccctggggtg tacace

. L]
ewe o o
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- <223>

<210> 20
<211> 26
<212> DNA
<213> Umaéla sekvence
<220>

Nukleotidovy primer

<400> 20
ggtgtacacc ccagggtggc ccacgg

LA d

(ALY ]
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