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Beschreibung

Einleitung

[0001] Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf verbesserte Faktor-VIII-Muteine, ein Verfahren zur Herstel-
lung solcher Faktor-VIII-Muteine, pharmazeutische Zusammensetzungen, die solche Faktor-VIII-Muteine um-
fassen, und die Verwendung solcher Faktor-VIII-Muteine zur Herstellung eines Medikaments zur Behandlung 
von Hämophilie.

Zusammenfassung des Standes der Technik

[0002] Hämophile leiden unter der Bluterkrankheit, die durch die gestörte Funktion von Proteinkomponenten 
der Blutgerinnungskaskade verursacht wird. Je nach dem betroffenen Gerinnungsfaktor können zwei Arten 
von Hämophilie unterschieden werden. Beiden gemeinsam ist die gehemmte Umwandlung von löslichem Fib-
rinogen in ein unlösliches Fibringerinnsel. Es sind rezessive, an das X-Chromosom gebundene Erbkrankhei-
ten, die hauptsächlich die männliche Population betreffen.

[0003] Hämophilie A betrifft 1–2 Individuen pro 10 000 männlichen Personen. Sie wird durch einen Mangel 
oder das Fehlen von Faktor VIII verursacht, eines sehr großen Glycoproteins (Mr ungefähr 330 kDa (Furie B., 
Furie B.C., Cell (1988) 53, 505–518)), das ein wichtiges Element der Blutgerinnungskaskade darstellt. Die Po-
lypeptidsequenz kann in drei Bereiche unterteilt werden, einen N-terminalen Bereich, der aus den sogenann-
ten Domänen A1 und A2 besteht, einen zentralen Bereich, die B-Domäne, und einen C-terminalen Bereich, 
der aus den Domänen A3, C1 und C2 besteht (M.L. Liu et al., British J. Haematol. 103: 1051–1060 (1998)). 
Bei der Blutgerinnung tritt Faktor VIII als inaktive Vorstufe auf. Er ist fest und nichtkovalent an den von-Willeb-
rand-Faktor (vWF) gebunden, der als stabilisierendes Trägerprotein wirkt. Die proteolytische Spaltung von 
Faktor VIII durch Thrombin an drei spezifischen Positionen (740, 372, 1689) führt zur Dissoziation von vWF 
und setzt die prokoagulatorische Funktion innerhalb der Kaskade frei. In seiner aktiven Form fungiert Faktor 
VIII als Cofaktor für Faktor IXa, wodurch die proteolytische Aktivierung von Faktor X um mehrere Größenord-
nungen beschleunigt wird.

[0004] Hämophilie B tritt bei etwa 1 von 25 000 männlichen Personen auf. Sie ist durch den Mangel an der 
Serin-Protease Faktor IX (Christmas-Faktor) gekennzeichnet. Dieses aus 415 Aminosäuren bestehende Poly-
peptid wird in der Leber als 56-kDa-Glycoprotein synthetisiert. Um seine eigentliche Funktion zu erreichen, ist 
ein posttranslationaler Carboxylierungsschritt erforderlich, der nur in Gegenwart von Vitamin K stattfindet.

[0005] Die Behandlung beider Typen der Bluterkrankheit beinhaltet traditionell Infusionen mit von Humanplas-
ma abgeleiteten Proteinkonzentraten von Faktor VIII oder Faktor IX. Dieses Verfahren stellt zwar eine effiziente 
Therapie für Hämophile dar, birgt jedoch das Risiko einer Übertragung verschiedener infektiöser Agentien, wie 
Viren, die Hepatitis oder AIDS verursachen, oder thromboembolischer Faktoren. Alternative dazu wurden meh-
rere Techniken der DNA-Rekombination für die Herstellung von Gerinnungsfaktoren beschrieben. Zu diesem 
Zweck wurden die entsprechenden cDNAs von Wildtyp-Faktor VIII und -Faktor IX isoliert und in geeignete Ex-
pressionsvektoren kloniert (EP-A-160 457; WO-A-86/01961, US-Patente 4,770,999, 5,521,070 und 
5,521,070).

[0006] Im Falle von Faktor VIII ist die rekombinante Expression von Untereinheiten zur Herstellung von Kom-
plexen, die Gerinnungsaktivität zeigen, in der Technik bekannt (z. B. aus EP-A-150 735, EP-A-232 112, EP-A-0 
500 734, WO-91/07490, WO-95/13300, den US-Patenten 5,045,455 und 5,789,203). Außerdem wurde die Ex-
pression von verkürzten cDNA-Versionen beschrieben, denen die für die hochglycosylierte B-Domäne codie-
rende Sequenz teilweise oder ganz fehlt (z. B. in WO-86/06101, WO-87/04187, WO-87/07144, WO-88/00381, 
WO-94/29471, EP-A-251 843, EP-A-253 455, EP-A-254 076, US-Patenten 4,868,112 und 4,980,456, 
EP-A-294 910, EP-A-265 778, EP-A-303 540 und WO-91/09122). Vor kurzem wurde eine Vielzahl von ausge-
wählten Punktmutationen eingeführt, um die proteolytische Inaktivierung von Faktor VIII durch aktiviertes Pro-
tein C zu hemmen oder die Immunogenität, die zur Bildung von inhibitorischen Antikörpern durch die behan-
delten Patienten führt, zu reduzieren (siehe z. B. US-Patente 5,859,204, 5,422,260 und 5,451,521, 
WO-97/49725, WO-99/29848).

[0007] Die rekombinanten Gerinnungsfaktoren wurden gewöhnlich aus dem Medium von stabil transfizierten 
eukaryontischen Zelllinien und vorzugsweise Säugerzelllinien isoliert. Es war jedoch bei den Produktionsver-
fahren, die in den bisher erwähnten Literaturstellen offenbart sind, allgemeine Praxis, nichthumane Zelllinien 
einzusetzen, um das Risiko des Mitreinigens von infektiösen Agentien, die von humanen Zellen beherbergt 
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und exprimiert werden können, auszuschließen.

[0008] Insbesondere bei Faktor VIII hatte die Verwendung von nichthumanen Zelllinien jedoch gewisse Nach-
teile. Zum Beispiel wurden unbefriedigende Niveaus der Sekretion des exprimierten Proteins in das Medium 
beschrieben. Dies kann auf geringfügige Unterschiede innerhalb von verschiedenen Typen von Säugerzellen 
zurückzuführen sein, die die intrazellulären Wege der Proteintranslation und -modifikation betreffen, welche 
auch eine Wirkung auf die biologische Aktivität des exprimierten Polypeptids haben könnten. Daneben gab es 
Bedenken, dass die aus nichthumanen Expressionssystemen gereinigten therapeutischen Proteine mit Zell-
komponenten verunreinigt sein könnten, die bei den Patienten zu antigenen Reaktionen führen können.

[0009] Außerdem können durch nichthumane Expressionssysteme exprimierte Proteine nichthumane Glyco-
sylierungsmuster aufweisen, die bei dem Patienten zu antigenen Reaktionen führen. Die biologische Stabilität 
und Effizienz von Gerinnungsfaktoren wird jedoch erheblich von ihrem N-Glycosylierungsmuster beeinflusst. 
Insbesondere periphere und terminale Monosaccharide sind wichtig, da sie von Zellen, die für ihren Abbau ver-
antwortlich sind, mit spezifischen Rezeptoren erkannt werden. Gerinnungsfaktoren tragen Sialinsäurereste als 
terminate Monosaccharide. Die Modifikation in der Zusammensetzung von Sialinsäuren in den Antennen von 
Glycoproteinen, wie zum Beispiel den Gerinnungsfaktoren, kann zu heterogenen Glycosylierungsmustern füh-
ren. Die biologische Stabilität und Effizienz wird also entscheidend beeinflusst, wenn eine Modifikation stattfin-
det. Somit ist es bei der Produktion von rekombinanten Gerinnungsfaktoren eine wichtige Überlegung, den Ein-
fluss der Glycosylierung durch nichthumane Produktionszelllinien gegenüber humanen Zelllinien zu bewerten. 
Allgemein gesagt erscheint es plausibel, dass humane Zelllinien für die Produktion von rekombinanten Gerin-
nungsfaktoren besser qualifiziert sind als nichthumane. Der Grund für diese Annahme besteht darin, dass bei 
der Synthese von rekombinanten Faktoren dann wahrscheinlich kein zusätzliches Oligosaccharid in den Oli-
gosaccharidteil eingebaut wird.

[0010] Andererseits stehen schon seit einiger Zeit allgemeine Verfahren für eine Proteinexpression eines ge-
wünschten Gens auf hohem Niveau bereit, die immortalisierte, stabil transfizierte Säugerzelllinien umfassen, 
die virale Transcriptionsaktivatorproteine exprimieren (z. B. US-Patent 5,712,119). Weiterhin sind diese Zellli-
nien mit einem Vektorkonstrukt transformiert, bei dem ein geeigneter viraler Transcriptionspromotor funktionell 
mit einer DNA-Sequenz, die ein interessierendes Gen definiert, verbunden ist, die Transcriptionsaktivatorpro-
teine den viralen Transcriptionspromotor aktivieren und damit die Expression des interessierenden Gens ein-
leiten. Wiederum gab es Bedenken, dass die von diesen Zelllinien exprimierten Transcriptionsaktivatorproteine 
zu Verunreinigungen im gewünschten therapeutischen Protein führen könnten.

[0011] Im Hinblick darauf gab es immer noch ein Bedürfnis nach einem effektiven Produktionsverfahren für 
humane Blutgerinnungsfaktoren.

[0012] Überraschenderweise hat sich gezeigt, dass mit den oben genannten immortalisierten Humanzelllini-
en ein nicht kontaminierter Blutgerinnungsfaktor erhalten werden kann. Insbesondere sind diese immortalisier-
ten Zelllinien in der Lage, den Blutgerinnungsfaktor zu exprimieren, wenn sie einen Vektor tragen, der einen 
Promotor aufweist, der funktionell mit einer für den Gerinnungsfaktor codierenden DNA-Sequenz verknüpft ist, 
obwohl der Promotor kein viraler Promotor ist, der durch die viralen Transcriptionsaktivatorproteine aktiviert 
wird. In Kombination mit geeigneten Proteinreinigungs- und Virusinaktivierungsvorschriften liefert dieses Ver-
fahren ein effektives System, um sichere und hochgradig aktive rekombinante Blutgerinnungsfaktoren für the-
rapeutische Anwendungen bei Menschen zu produzieren. Außerdem wurden besondere Faktor-VIII-Muteine 
gefunden, die außergewöhnlich stabil gegenüber proteolytischer Inaktivierung sind und daher stark beanspru-
chenden Virusinaktivierungsvorschriften unterzogen werden können.

Kurzbeschreibung der Erfindung

[0013] Die vorliegende Erfindung stellt Folgendes bereit: 
(1) ein Faktor-VIII-Mutein, bei dem die B-Domäne zwischen den Positionen Arg740 und Glu1649 durch ein 
Arg-reiches Linkerpeptid ersetzt ist, das wenigstens 3 Arg-Reste aufweist und 10 bis 25 Aminosäurereste 
umfasst, wobei sich die Faktor-VIII-Nummerierung auf die in SEQ ID Nr. 2 gezeigte Sequenz des reifen 
Wildtyp-Faktor-VIII bezieht;
(2) eine DNA-Sequenz, die für das Faktor-VIII-Mutein gemäß dem obigen Punkt (1) codiert;
(3) einen Vektor, der die DNA gemäß dem obigen Punkt (2) umfasst;
(4) einen Vektor gemäß dem obigen Punkt (3), bei dem es sich um einen Genübertragungsvektor handelt;
(5) eine Wirtszelle, die mit einem Vektor gemäß dem obigen Punkt (3) transformiert ist und/oder eine 
DNA-Sequenz gemäß dem obigen Punkt (2) umfasst;
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(6) ein Verfahren zur Herstellung des Faktor-VIII-Muteins gemäß dem obigen Punkt (1), das Folgendes um-
fasst:  
(a) Kultivieren einer transformierten Wirtszelle gemäß dem obigen Punkt (5); und  
(b) Isolieren des Faktor-VIII-Muteins aus der Kulturbrühe;
(7) eine pharmazeutische Zusammensetzung, die das Faktor-VIII-Mutein gemäß dem obigen Punkt (1) oder 
einen Genübertragungsvektor gemäß dem obigen Punkt (4) umfasst;
(8) die Verwendung des Faktor-VIII-Muteins gemäß dem obigen Punkt (1) oder eines Genübertragungsvek-
tors gemäß dem obigen Punkt (4) zur Herstellung eines Medikaments zur Behandlung von Hämophilie;
(9) eine bevorzugte Ausführungsform des Verfahrensgemäß dem obigen Punkt (6), das Folgendes um-
fasst:  
(a) Kultivieren einer immortalisierten Humanzelllinie, die Simian-Virus-T-Antigen stabil exprimiert und einen 
Vektor mit einem CMV-Promotor trägt, der funktionell mit einer DNA-Sequenz verknüpft ist, die für das Fak-
tor-VIII-Mutein codiert; und
(10) eine immortalisierte Humanzelllinie, die einen Vektor trägt, der für ein Faktor-VIII-Mutein codiert, wie 
es im Verfahren gemäß dem obigen Punkt (9) definiert ist.

Beschreibung der Figuren

[0014] Fig. 1 zeigt die Fragmente, die für die Konstruktion von Faktor VIII mit einer deletierten B-Domäne ver-
wendet werden (Beispiel 1).

[0015] Fig. 2 zeigt den Vektor pTGF8-1, 8720 bp zirkuläre DNA, deren genaue DNA-Sequenz in SEQ ID Nr. 
3 angegeben ist (wegen des Faktor-VIII-Proteins, das durch die DNA-Sequenz codiert wird, siehe SEQ ID Nr. 
4).

[0016] Fig. 3A zeigt eine bevorzugte Linkersequenz der vorliegenden Erfindung (SEQ ID Nr. 9).

[0017] Fig. 3B zeigt die in Beispiel 6 bestimmte Koagulationszeit des rekombinanten hFVIII.

[0018] Fig. 4 zeigt die gemeinsame Molekularstruktur von pTGF8-2hyg-s und pTGF8-3, 10698 bp zirkuläre 
DNA, deren genaue DNA-Sequenzen in SEQ ID Nr. 12 und 14 angegeben sind (wegen des Faktor-VIII-Prote-
ins, das durch die DNA-Sequenz codiert wird, siehe SEQ ID Nr. 13 und 15).

[0019] Fig. 5A zeigt die Eichkurve für FVIII-ELISA, wie es in Beispiel 4 beschrieben ist.

[0020] Fig. 5B zeigt die Ergebnisse der Bestimmung der Konzentrationen von rekombinantem FVIII in ver-
schiedenen Kulturfiltraten, wie sie in Beispiel 4 beschrieben sind.

[0021] Fig. 6 zeigt die Ergebnisse eines Faktor-VIII-spezifischen Immunofluoreszenzassays, wie es in Bei-
spiel 8 beschrieben ist. Obere Reihe: 293T-Zellen, stabil transfiziert mit pTGF8-3, Klon 49/19. Untere Reihe: 
negative Kontrolle: untransfizierte 293T-Zellen. A und C: weißes Licht, kein Filter; B und D: Faktor-VIII-Nach-
weis durch Fluoreszenz, Filter 550 nm.

Ausführliche Beschreibung der Erfindung

[0022] "Funktionell verknüpft" bezieht sich auf Konfigurationen des Vektors, bei denen der Promotor so inner-
halb des Vektors lokalisiert ist, dass er die Transcription der DNA-Sequenz, die für den humanen Blutgerin-
nungsfaktor codiert, stimulieren kann. "Nicht funktionell verknüpft" bezieht sich auf eine Konfiguration, bei der 
der Promotor so weit von der exprimierten Gensequenz des Blutgerinnungsfaktors entfernt ist, dass er dessen 
Transcription nicht stimulieren kann.

[0023] "Gen" bezieht sich auf eine DNA-Sequenz, die ein Polypeptid codiert und gegebenenfalls Leader- und 
Trailer-Sequenzen sowie Introns und Exons umfasst.

[0024] "Vektor" bezieht sich auf ein beliebiges genetisches Konstrukt, wie ein Plasmid, einen Phagen, ein 
Cosmid usw., das zur Replikation befähigt ist, wenn es mit den richtigen Kontrollelementen assoziiert ist. Der 
Ausdruck beinhaltet Klonierungs- und Expressionsvektoren. "Einen Vektor tragen" beinhaltet sowohl den sta-
bilen als auch den transienten Einbau von funktionellen DNA-Segmenten in die Wirtszelle. Der stabile Einbau 
ist jedoch bevorzugt.
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[0025] "Genübertragungsvektor" gemäß der vorliegenden Erfindung umfasst einen für die Gentherapie ge-
eigneten Vektor. Ein solcher Vektor umfasst funktionelle Sequenzen für die gewünschten Zwecke, wie in der 
Technik bekannt ist.

[0026] Der Ausdruck "reif" bezieht sich auf die Molekularstruktur eines gegebenen Proteins direkt nach seiner 
Sekretion durch die Zelle (d.h. ohne sein N-terminales Exportsignal-Polypeptid).

[0027] "Promotor" bezieht sich auf einen Bereich von regulatorischen DNA-Sequenzen für die Kontrolle der 
Transcription eines Gens, an den RNA-Polymerasen binden.

[0028] "Therapeutisch wirksame Dosis" der pharmazeutischen Zusammensetzung der Erfindung bezieht sich 
auf eine Dosis, die wirksam in Bezug auf eine Behandlung oder Prophylaxe ist, zum Beispiel eine Dosis, die 
zu einer wirksamen Behandlung oder Reduktion der Symptome der Hämophilie führt. Die Bestimmung einer 
therapeutisch wirksamen Dosis liegt im Bereich des fachmännischen Könnens.

[0029] "Codiert" oder "codieren" bezieht sich auf eine Eigenschaft der Nucleinsäuresequenz, die in vitro oder 
in vivo transcribiert (im Falle von DNA) oder zu einem Polypeptid translatiert (im Falle von mRNA) wird, wenn 
sie unter die Kontrolle einer geeigneten regulatorischen Sequenz gestellt wird.

[0030] Für den Zweck dieser Anmeldung bezieht sich "exprimiert", "exprimieren" oder "Expression" auf die 
Transcription und Translation eines Gens, das ein Protein codiert.

[0031] Die vorliegende Erfindung, wie sie unter den obigen Punkten (1) bis (10) beschrieben ist, wird im Fol-
genden ausführlicher beschrieben. Gemäß Ausführungsform (9) der Erfindung der vorliegenden Anmeldung 
wird der CMV-Promotor, der funktionell mit der DNA-Sequenz verknüpft ist, die für das Faktor-VIII-Mutein co-
diert, durch das Simian-Virus-T-Antigen, das von der immortalisierten Humanzelllinie exprimiert wird, nicht sti-
muliert.

[0032] Die immortalisierte Humanzelllinie ist vorzugsweise eine immortalisierte Nieren-, Harnblasen-, Leber-, 
Lungen-, Herzmuskel-, glatte Muskel-, Eierstock- oder Magen-Darm-Zelle. Vorzugsweise ist die immortalisierte 
Humanzelllinie von einer humanen Nierenzelle abgeleitet, und am meisten bevorzugt handelt es sich um die 
Zelllinie 293 T (ECACC: tsa201, Nr. 96121229; DSM ACC2494).

[0033] Die immortalisierte Zelllinie kann neben dem Simian-Virus-T-Antigen noch weitere Aktivatorproteine 
exprimieren, wie Adenovirus-E1A- oder -E1B-Proteine, ein Protein, das von der DNA-Sequenz des frühen Be-
reichs des Rinderpapillomvirus codiert wird, und Herpesvirus-IE-Proteine. Vorzugsweise exprimiert die immor-
talisierte Zelle wenigstens zwei virale Transcriptionsaktivatorproteine, z. B. ein temperaturempfindliches 
SV40-T-Antigen und Adenovirus-E1A-Protein (wie die obige Zelllinie 293 T).

[0034] Gemäß der Erfindung kann der in Ausführungsform (9) der Erfindung verwendete Vektor zusätzliche 
virale Promotoren tragen, die durch die viralen Transcriptionsaktivatorproteine stimuliert werden, die aber nicht 
funktionell mit dem Blutgerinnungsfaktor-Gen verknüpft sind. Solche viralen Promotoren werden aus Promo-
toren ausgewählt, die von Adenovirus, Rous-Sarkom-Virus und Cytomegalievirus stammen. Der Vektor kann 
weiterhin eine oder mehrere der folgenden funktionellen Sequenzen umfassen: Selektionsmarker, regulatori-
sche Sequenzen (z. B. PRE) usw.

[0035] Ausführungsform (1) der Erfindung bezieht sich insbesondere auf ein Faktor-VIII-Mutein. Wie oben 
dargelegt, wurden mehrere modifizierte Faktor-VIII-Expressionskonstrukte für die rekombinante Expression 
gestaltet. In Anbetracht der Domänenstruktur des funktionellen Faktor-VIII-Polypeptids befinden sich wichtige 
Stellen für die Wechselwirkung mit vWF in der A3-Domäne (Aminosäure 1680–1689) und in der C2-Domäne 
(Kaufman & Pipe, Haemophilia (1998) 4, 370–379). Eine Spaltung nach 1689 wurde vorgeschlagen, um Faktor 
VIII von vWF freizusetzen und eine Wechselwirkung von Faktor VIII mit geladenen Phospholipiden zu ermög-
lichen. Es zeigte sich, dass rekombinante Faktor-VIII-Konstrukte, denen die vWF-Bindungsstelle fehlt, äußerst 
anfällig für proteolytischen Abbau sind, wenn sie in Mäuse mit Faktor-VIII-Mangel injiziert werden. Die rekom-
binante Expression von verkürzten Faktor-VIII-Konstrukten in Säugerzellkulturen zeigte, dass die vollständige 
Deletion der B-Domäne die biologische Aktivität des entsprechenden Faktor-VIII-ähnlichen Proteins nicht ver-
änderte (Eaton et al., Biochemistry (1986) 25, 8343–8347). Außerdem waren die beobachteten Expressions-
raten von Konstrukten mit deletierter B-Domäne aufgrund einer erhöhten mRNA-Konzentration in den Zellen 
erheblich höher als bei Wildtyp-Faktor VIII (Pittman et al., Blood (1993) 81, 2925–2935). Vier rekombinante 
Faktor-VIII-Produkte (Recombinate®, Baxter HealthCare; Kogenate® und Kogenate FS®, Bayer Corporation; 
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sowie Refacto® Wyeth, Genetics Institute) sind zur Zeit auf dem Markt.

[0036] In Ausführungsform (1) der Erfindung kann das Faktor-VIII-Mutein wenigstens eine der folgenden zu-
sätzlichen Mutationen (a) bis (c) aufweisen: 

(a) Val auf Position 162 wurde durch einen neutralen Aminosäurerest ersetzt, der aus Gly, Ala, Leu, Ile, Met 
und Pro ausgewählt ist;
(b) Ser auf Position 2011 wurde durch einen hydrophilen Aminosäurerest ersetzt, der aus Asn, Thr und Gln 
ausgewählt ist; und
(c) Val auf Position 2223 wurde durch einen sauren Aminosäurerest ersetzt, der aus Glu und Asp ausge-
wählt ist;

 wobei sich die Faktor-VIII-Nummerierung auf die in SEQ ID Nr. 2 gezeigte Aminosäuresequenz des Wild-
typ-Faktor-VIII bezieht (bei der es sich um die Aminosäuresequenz des reifen Peptids handelt, die das aus 19 
Aminosäuren bestehende Signalpeptid nicht umfasst, aber die gesamte B-Domäne umfasst (WO 99/29848)).

[0037] Wie oben dargelegt, kann Val auf Position 162 durch einen neutralen Aminosäurerest ersetzt sein, der 
aus Gly, Ala, Leu, Ile, Met und Pro ausgewählt ist. Der bevorzugte neutrale Aminosäurerest ist Ala. Außerdem 
kann Ser auf Position 2011 durch eine hydrophile Aminosäure ersetzt sein, die aus Asn, Thr und Gln ausge-
wählt ist. Der bevorzugte hydrophile Aminosäurerest ist Asn. Schließlich kann Val auf Position 2223 durch ei-
nen sauren Aminosäurerest ersetzt sein, der aus Glu und Asp ausgewählt ist. Der bevorzugte saure Amino-
säurerest ist Glu.

[0038] Unter den Faktor-VIII-Muteinen von Ausführungsform (1) sind solche bevorzugt, die wenigstens eine 
der Mutationen (a), (b) und (c), besonders bevorzugt wenigstens eine der Mutationen (a) und (b) und am meis-
ten bevorzugt alle drei Mutationen (a) bis (c), wie sie oben definiert wurden, aufweisen. Besonders bevorzugt 
umfasst das Mutein alle drei Mutationen V162A, S2011N und V2223E.

[0039] Entsprechend weist die DNA-Sequenz, die der Vektor von Ausführungsform (2) der Erfindung umfasst, 
relativ zu der in SEQ ID Nr. 1 gezeigten DNA-Sequenz des reifen Wildtyp-Faktors VIII die Mutationen T485C, 
G6032A und T6668A auf. In einer bevorzugten Ausführungsform enthält die DNA-Sequenz auch die stille Mu-
tation T6816 (wobei sich die Nummerierung wiederum auf die DNA-Sequenz des reifen Wildtyp-Faktors VIII 
bezieht).

[0040] Unter den Faktor-VIII-Muteinen von Ausführungsform (1) ist alternativ dazu bevorzugt, dass das Fak-
tor-VIII-Mutein die oben definierte Mutation (d) aufweist.

[0041] Gemäß Ausführungsform (1) der Erfindung ist das Faktor-VIII-Mutein ein Mutein, bei dem die B-Do-
mäne zwischen Position R740 und E1649 durch einen charakteristischen Arg-reichen Aminosäurespacer er-
setzt ist. "Arg-reich" gemäß der vorliegenden Erfindung bedeutet, dass der Spacer wenigstens 3, vorzugswei-
se wenigstens 4 Arg-Reste umfasst. In einer am meisten bevorzugten Ausführungsform besteht der Spacer 
aus acht Aminosäuren der Wildtyp-B-Domäne, gefolgt von acht Aminosäuren einer variablen Domäne (siehe 
Fig. 3A, SEQ ID Nr. 9). Bei einem solchen Faktor-VIII-Mutein, das die oben diskutierten Modifikationen der 
B-Domäne aufweist, bleibt die vorgeschlagene vWF-Bindungsstelle unverändert, um einen sofortigen proteo-
lytischen Abbau des sezernierten Faktors VIII im Zellkulturmedium oder später im Blut der behandelten Pati-
enten zu verhindern. Erst nach der spezifischen Aktivierung durch Thrombin-Spaltung wird der Faktor VIII vom 
vWF freigesetzt. Die cDNA für das bevorzugte Faktor-VIII-Mutein wurde aufgebaut, indem man vier DNA-Frag-
mente zusammensetzte, wie es z. B. in Beispiel 1 beschrieben ist.

[0042] Das Protein von Ausführungsform (1) der Erfindung kann zusätzliche N- oder C-terminale Sequenzen 
umfassen; dazu gehören unter anderem das natürliche Exportsignalpeptid (das den Aminosäureresten –19 bis 
–1 der in SEQ ID Nr. 4, 13 und 15 gezeigten Proteine entspricht) oder ein Fragment oder Analogon davon, 
künstliche Peptide (z. B. Oligo-His-Tags für eine hochaffine Reinigung) und dergleichen.

[0043] Der am meisten bevorzugte Vektor für die Expression von Faktor VIII ist der in Fig. 2 gezeigte Vektor 
pTGF8-1. Die DNA-Sequenz des Vektors ist in SEQ ID Nr. 3 gezeigt, und sie umfasst alle fünf oben angespro-
chenen Mutationen (die Muteine T485C, G6032A, T6668A und T6816C (hier: T1217C, G4088A, T4724A und 
T4872C) und eine DNA-Sequenz, die für den B-Domänen-Linker von SEQ ID Nr. 9 codiert) und codiert das in 
SEQ ID Nr. 4 gezeigte Faktor-VIII-Mutein.

[0044] Weitere meistbevorzugte Vektoren sind pTGF8-2hyg-s und pTGF8-3, deren gemeinsame Molekular-
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struktur in Fig. 4 gezeigt ist.

[0045] Das in SEQ ID Nr. 12 gezeigte pTGF8-2hyg-s enthält nur die stille Mutation T6816C, was zu einem 
Faktor-VIII-Mutein führt, das die Substitution der B-Domäne durch das Linkerpeptid SEQ ID Nr. 9, aber keine 
weitere Änderung der primären Proteinstruktur bezüglich der Wildtypsequenz SEQ ID Nr. 2 aufweist.

[0046] Das in SEQ ID Nr. 14 gezeigte pTGF8-3 enthält die Mutationen T485C, T6668A und T6816C, was zu 
einem Faktor-VIII-Mutein führt, das neben der oben beschriebenen Substitution der B-Domäne die Aminosäu-
resubstitutionen V162A und V2223E bezüglich SEQ ID Nr. 2 aufweist.

[0047] Im Falle der Produktion von Faktor VIII wird die Kultur in Gegenwart des von-Willebrand-Faktors durch-
geführt. Der von-Willebrand-Faktor wird vorzugsweise in einer Menge von 10 bis 100, besonders bevorzugt 50 
bis 60 mol vWF pro Mol Faktor VIII verwendet (in der Kulturbrühe und/oder in der Faktor-VIII-Lösung während 
des Reinigungsverfahrens (siehe unten)).

[0048] Das Verfahren gemäß Ausführungsform (9) der Erfindung umfasst weiterhin die Schritte: 
(c) Reinigen des in Schritt (b) isolierten Blutgerinnungsfaktors; und/oder
(d) Durchführen einer Virusinaktivierungsbehandlung mit dem in Schritt (b) isolierten oder in Schritt (c) ge-
reinigten Blutgerinnungsfaktor.

[0049] Zu den geeigneten Reinigungsschritten gehören Verfahren, von denen in der Technik bekannt ist, dass 
sie die Ausbeute an reinem, stabilem und hochaktivem Produkt maximieren, und die aus Immunaffinitätschro-
matographie, Anionenaustauschchromatographie, Ausschlusschromatographie usw. und Kombinationen da-
von ausgewählt sind. Ausführliche Vorschriften für die Reinigung von Gerinnungsfaktoren aus Humanblutplas-
ma sind insbesondere z. B. offenbart in WO 93/15105, EP 0 813 597, WO 96/40883 und WO 96/15140/50. Sie 
können leicht an die speziellen Anforderungen angepasst werden, die notwendig sind, um rekombinanten Fak-
tor VIII zu isolieren. Die Menge und Aktivität des gereinigten Proteins während und nach dem Reinigungsver-
fahren kann durch ELISA und Koagulationsassays überwacht werden.

[0050] Um die Probleme von möglichen infektiösen Kontaminationen in den gereinigten Proteinproben oder 
in dem Produkt, das direkt aus dem Zellkulturüberstand, der das sezernierte rekombinante Protein der Wahl 
enthält, erhalten wird, zu überwinden, könnten die Proben und/oder der Kulturüberstand mit Verfahren zur Vi-
rusinaktivierung, die eine Wärmebehandlung beinhalten (trocken oder in flüssigem Zustand, mit oder ohne Zu-
gabe von chemischen Substanzen einschließlich Protease-Inhibitoren), behandelt werden. Nach der Virusin-
aktivierung kann ein weiterer Reinigungsschritt zur Entfernung der chemischen Substanzen notwendig sein. 
Insbesondere für Faktor VIII, der aus Blutplasma isoliert wird, wurde die Gewinnung eines hochreinen virusin-
aktivierten Proteins durch Anionenaustauschchromatographie beschrieben (WO 93/15105). Außerdem wur-
den mehrere Verfahren zur Produktion von hochreinen nichtinfektiösen Gerinnungsfaktoren aus Blutplasma 
oder anderen biologischen Quellen beschrieben. Lipidumhüllte Viren werden effektiv inaktiviert, indem man 
das potentiell infektiöse Material mit einer hydrophoben Phase behandelt, die ein zweiphasiges System bildet, 
aus dem der wasserunlösliche Bestandteil anschließend entfernt wird. Es hat sich als weiterer Vorteil erwiesen, 
die Behandlung mit der hydrophoben Phase gleichzeitig oder nacheinander mit einer Behandlung mit nichtio-
nischen biokompatiblen Tensiden und Dialkyl- oder Trialkylphosphaten zu ergänzen (WO 96/36369, EP 0 131 
740, US 6,007,979). Nichtlipidumhüllte Viren erfordern Inaktivierungsvorschriften, die in einer Behandlung mit 
nichtionischen Tensiden und einem anschließenden Schritt des Erhitzens (60–65 °C) während mehrerer Stun-
den bestehen (WO 94/17834).

[0051] Im Hinblick auf die obigen Ergebnisse wird angenommen, dass die Kombination eines effektiven Pro-
teinexpressionssystems auf der Basis einer humanen Zelllinie zusammen mit genehmigten Verfahren zur In-
aktivierung von potentiell gefährlichen infektiösen Agentien als sicheres und leicht zu verwendendes System 
zur Produktion von rekombinanten Gerinnungsfaktoren dient.

[0052] Außerdem wird gemäß Ausführungsform (1) der Erfindung eine überlegene Faktor-VIII-Mutante bereit-
gestellt. Diese Faktor-VIII-Mutante kann Bestandteil von pharmazeutischen Zusammensetzungen sein und 
kann zur Herstellung von Medikamenten zur Behandlung von Hämophilie verwendet werden (Ausführungsfor-
men (7) und (8) der Erfindung). Die obigen pharmazeutischen Zusammensetzungen und die obigen Medika-
mente können den Faktor VIII in einer therapeutisch wirksamen Dosis umfassen, z. B. 50 bis 500 μg (wobei 
200 ng Faktor VIII einer Internationalen Einheit (IE) entsprechen). Je nach der Art der Hämophilie erhält ein 
Patient eine Jahresdosis an Faktor VIII von bis zu 200 000 IE, die üblicherweise in wöchentlichen oder zweimal 
pro Woche angewendeten Dosen verabreicht werden.
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[0053] Die pharmazeutischen Zusammensetzungen und Medikamente der Ausführungsformen (7) und (8) 
enthalten eine therapeutisch wirksame Dosis des Faktor-VIII-Muteins von Ausführungsform (1) oder des Gen-
übertragungsvektors von Ausführungsform (4). Im Falle des ersteren kann sie weiterhin pharmazeutisch an-
nehmbare Additive umfassen; dazu gehören Humanserumalbumin (HSA; vorzugsweise etwa 1 mg/ml Lö-
sung), anorganische Salze, wie CaCl2 (vorzugsweise 2 bis 5 mM), Aminosäuren, wie Glycin, Lysin und Histidin 
(vorzugsweise 0,1 bis 1 M pro Aminosäure), Disaccharide, wie Saccharose und/oder Trehalose (vorzugsweise 
0,4 bis 1 M), organische Salze, wie Na-Citrat (vorzugsweise bis zu 50 mM), usw. Die Präparate können wässrig 
oder nichtwässrig sein. In letzterem Fall ist die Hauptkomponente Glycerin und/oder Polyethylenglycol (z. B. 
PEG-300). Das Präparat kann auch in trockener Form vorliegen (zur Auflösung im gewünschten Lösungsmittel 
vor der Verabreichung).

[0054] Wie oben dargelegt, kann der Genübertragungsvektor gemäß Ausführungsform (4) der Erfindung 
auch Bestandteil von pharmazeutischen Zusammensetzungen sein und kann zur Herstellung von Medikamen-
ten zur Behandlung von Hämophilie verwendet werden (Ausführungsformen (7) und (8) der Erfindung). Die 
pharmazeutischen Zusammensetzungen und Medikamente können weiterhin geeignete Matrixzubereitungen 
umfassen, z. B. Lipide oder Hormone, wie in WO 00/49147 diskutiert wird. Die pharmazeutische Zusammen-
setzung oder das Medikament, die bzw. das den Genübertragungsvektor der vorliegenden Erfindung umfasst, 
kann oral, intravenös, intramuskulär, subkutan, topisch, transmukosal (einschließlich bukkal, Nasenspray) oder 
durch eine Genkanone verabreicht werden. Die orale Verabreichung (z. B. in einer mikronisierten Hormondis-
persion) wird bevorzugt.

[0055] Das Faktor-VIII-Mutein von Ausführungsform (1) der Erfindung kann weiterhin durch Standard-Rekom-
binationstechniken (Ausführungsform (6) der Erfindung) hergestellt werden, z. B. nach einem Verfahren, das 
Folgendes umfasst: 

(a) Kultivieren einer Wirtszelle, die mit dem Vektor von Ausführungsform (3) transformiert ist und/oder die 
DNA von Ausführungsform (2) umfasst (was auch das Kultivieren einer immortalisierten Humanzelllinie um-
fasst, die Simian-Virus-T-Antigen stabil exprimiert und einen Vektor mit einem CMV-Promotor trägt, der 
funktionell mit einer DNA-Sequenz verknüpft ist, die für das Faktor-VIII-Mutein codiert (Ausführungsform (9) 
der Erfindung); und
(b) Isolieren des Faktor-VIII-Muteins aus der Kulturbrühe. Geeignete immortalisierte Humanzelllinien sind 
die oben erwähnten. Die in diesem Verfahren verwendete immortalisierte Humanzelllinie exprimiert vor-
zugsweise zwei virale Transcriptionsaktivatorproteine, am meisten bevorzugt temperaturempfindliches 
SV40-T-Antigen und Adenovirus-E1A-Protein. Das Verfahren kann weiterhin die oben beschriebenen Rei-
nigungs- und Virusinaktivierungsschritte (c) und (d) umfassen.

[0056] Die kommerziell erhältliche Zelllinie 293 T (ECACC: tsa201, Nr. 96121229) wurde am 20. Februar 
2001 unter der Hinterlegungs-Nr. DSM ACC2494 bei der DMSZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen 
und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1b, 38124 Braunschweig, Deutschland) hinterlegt.

[0057] Die Erfindung wird weiterhin anhand der folgenden Beispiele erläutert.

Beispiele

Beispiel 1 – Klonierung von Faktor VIII:

[0058] sDie Sequenz für den rekombinanten Faktor VIII wurde durch Reverse Transcription aus einem voll-
ständigen Human-Hepatocyten-RNA-Pool erhalten. Danach wurden vier Fragmente (1/2, 3/4, 5/6, 7/8) durch 
Standard-PCR amplifiziert, wobei man Primer verwendete, die so gestaltet waren, dass sie Restriktionsstellen 
enthielten. Um die Fragmente 3/4 und 5/6 zusammenzupassen, wurde das SmaI/SalI-Fragment aus dem Plas-
mid pBSFVIII3/4 glatt in die SalI-Stelle von pBSFVII5/6 eingesetzt, wobei man pBSFVIII3/6 erhielt. Dann wurde 
das Fragment 3/6 erhalten, indem man pBSFVIII3/6 mit XhoI/BspHI und partiell mit Alw44I abbaute. Dieses 
Fragment und das PstI/Alw44I-Fragment aus pBSFVIII1/2 wurden in einem Schritt in das Vektorgerüst von 
pBSFVIII1/2 ligiert, das mit PstI und XhoI abgebaut worden war, wodurch pBSFVIII1/6 erhalten wurde. Das 
Fragment 7/8 wurde erhalten, indem man pBSFVIII7/8 mit SmaI und partiell mit Mva1269I abbaute, und in 
pBSFVIII1/6 ligiert, das mit XhoI und Mva1269I geschnitten worden war, was pBSFVIII1/8 ergab. Schließlich 
wurde das SmaI/XhoI-Fragment aus pBSFIII1/8 glatt in die SalI-Stelle von Octagene Vector pTGFG67 (dessen 
Herstellung in PCT/EP 00/01368 offenbart ist) eingesetzt, was zu einem eukaryontischen Expressionsvektor 
für den humanen Faktor VIII, pTGF8-1, führte (siehe Fig. 1 und Fig. 2). Der resultierende Vektor codiert ein 
Faktor-VIII-Mutein mit den Mutationen V162A, S2011N und V2223E.
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Beispiel 2 – Humanzelllinie für die Proteinexpression: 

[0059] Eine bevorzugte Zelllinie ist tsA201 (ECACC Ref.: 96121229), bei der es sich um eine transformierte 
fetale Humannierenzelllinie handelt (293, ECACC Nr. 85120602), die stabil ein temperaturempfindliches 
SV40-T-Antigen exprimiert (J. Membrane Biol. 1996; 152: 39; Gene 1995; 156: 235; PNAS USA 1994; 91: 
12785; Pflügers Arch. 1994; 427: 136; J. Gen. Physiol. 1994; 104: 507; BioTechniques 1993; 15: 906). Weitere 
Namen für diese Zelllinie sind 293tsA1609neo (Mol. Cell. Biol., 1987, 7: 379) und 293T. Diese epithelzellen-
ähnliche Zelllinie wird in einer Vielzahl von funktionellen Expressionsassays verendet, und es wurde berichtet, 
dass sie große Mengen an rekombinanten Proteinen produziert. Sie können in DMEM kultiviert werden, dem 
2 mM Glutamin und 10% FCS zugesetzt wird.

[0060] Um die Reinigung eines exprimierten Polypeptids zu vereinfachen, können Zellen in serumfreiem oder 
proteinfreiem Medium, das geeignete Zusätze enthält, kultiviert werden. Aus Stabilitätsgründen erfordert der 
sezernierte Faktor VIII die Anwesenheit von vWF im Medium (US 5,198,349). Außerdem wurde die Zugabe 
von Lipoproteinen, Phospholipiden, Polyglycolen, Spurenmetallen, Heparin, nichtionischen Tensiden oder Cy-
clodextrin beschrieben (EP 0 254 076, US 5,679,549, US 5,198,349, US 5,250,421, US 5,576,194, EP 0 872 
487, WO 94/11525, US 5,378,612).

Beispiel 3 – Calciumphosphat-Transfektion von 293T-Zellen für die transiente Produktion von Faktor VIII:

[0061] Konfluente 293T-Zellen wurden am Tag vor der Transfektion in niedriger Dichte in 10-cm-Schalen in 6 
ml DMEM/10% FCS ausgestrichen. Die Transfektion wurde im Wesentlichen nach Chen und Okayama durch-
geführt (Mol. Cell Biol., 7: 2745 (1987)). Für die Produktion von Faktor VIII wurden 12 μg des Plasmids 
pTGF8-1 transfiziert. Sechs Stunden nach der Transfektion wurde das Medium durch frisches ersetzt, und der 
Überstand wurde drei Tage nach der Transfektion geerntet und entweder weiter gereinigt oder ohne weitere 
Reinigung durch ELISA oder Koagulometrie analysiert (siehe Beispiele 4 und 5).

Beispiel 4 – Bestimmung der FVIII-Konzentration durch ELISA:

[0062] Die Konzentrationen an humanem rekombinantem Faktor VIII im Kulturfiltrat von transfizierten 
293T-Zellen wurden durch ELISA bestimmt, wobei man ein affinitätsgereinigtes polyklonales Schaf-Anti-FVI-
II:C-Präparat (F8C-EIA-C, Affinity Biologicals) als Abfangantikörper verwendete. Die Beschichtung wurde zwei 
Stunden lang in einer feuchten Kammer bei 22 °C durchgeführt. Platten (Dynex, Immulon-4) wurden mit 100 
μl einer 100fachen Antikörperverdünnung in Beschichtungspuffer (50 mM Natriumcarbonat, pH 9,6) beschich-
tet. Viermaliges Waschen der Platte (Encore 2000, Merck) mit PBS-Tween® (0,1 Vol.-%) war ausreichend, um 
unspezifische Wechselwirkungen zu blockieren.

[0063] Nach jedem weiteren Schritt musste gewaschen werden, um ungebundene Proteine zu entfernen. Je-
weils 100 μl Kulturfiltratproben, die nach 48 h Inkubation aus verschiedenen, stabil mit pTGF8-3 transfizierten 
293T-Klonen gezogen wurden, wurden in jeden Napf gegeben. Verdünnungen von FVIII-Standard (Hausstan-
dard, Octapharma) wurden in Verdünnungspuffer (HBS-BSA-EDTA-Tween®) hergestellt und in einer Menge 
von 100 μl pro Napf inkubiert. Zum Nachweis wurde eine gebrauchsfertige Verdünnung von Peroxidase-mar-
kiertem polyklonalem Anti-FVIII (F8C-EIA-D, Affinity Biologicals) 60 min lang in einer Menge von 100 μl pro 
Napf inkubiert. Für die kolorimetrische Reaktion wurde eine 5-mg-o-Phenylendiamin-Tablette (P-6912, Sigma) 
kurz vor der Verwendung in 12 ml Substratpuffer gelöst und mit 12 μl 30%igem H2O2 versetzt. In jeden Napf 
wurden 150 μl dieser Substratlösung gegeben, und eine kolorimetrische Aufzeichnung wurde mit einem MRX 
Reader (Dynex) bei 490 nm nach 10 min Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln und Unterbrechen der 
Reaktion durch Zugabe von 50 μl 2,5 M H2SO4 in jeden Napf vorgenommen. Die Ergebnisse wurden durch 
lineare Regression von Standardkonzentrationen gegen Standardextinktionen berechnet (Fig. 5A) und sind in 
Fig. 5B zusammengefasst.

Beispiel 5: Nachweis von Humangerinnungsfaktor-VIII-Aktivität

[0064] Die Gerinnungsaktivität von humanem rekombinantem Faktor VIII in Überständen der Zellkultur von 
293T-Zellen (transfiziert durch Calciumphosphat-Fällung mit pTGF8-1, wie es in Beispiel 3 beschrieben ist) 
wurde wie folgt bestimmt:  
Die Gerinnungsaktivität wurde auf der Basis eines partiellen Thromboplastinzeitassays mit Hilfe einer Aktivie-
rung durch Cephalin (Phosphatidylethanolamin) mit einem manuellen Gerinnungsinstrument (ML-2, Instru-
mentation Laboratories) bestimmt. Für die Studie wurden 100 μl unverdünnter Überstand von transfizierten 
293T-Zellen, 100 μl abgereichertes Plasma (Progen) und 100 μl Cephalin (Instrumentation Laboratories) 5 Mi-
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nuten lang bei 37 °C inkubiert. Die Koagulation wurde durch Zugabe von 100 μl CaCl2 gestartet. Die Koagula-
tionszeit der Probe wurde mit der von normalem Plasma verglichen. Die Ergebnisse sind in Fig. 3B zusam-
mengefasst. Wie man in Fig. 3B erkennt, zeigt Zellüberstand von Zellen, die mit pTGF8-1 transfiziert sind, eine 
Gerinnungsaktivität, die mit der von normalem Plasma vergleichbar ist, während nichttransfizierte Zellen einen 
Wert ergeben, der dem von Plasma, dem Faktor VIII fehlt, äquivalent ist.

Beispiel 6 – Virusinaktivierung:

[0065] Die Virusinaktivierung wurde gemäß dem Verfahren von US-Patent Nr. 6,007,979 durchgeführt, d.h. 
zu einer potentiell infektiösen Proteinlösung wurden die folgenden Verbindungen nacheinander unter Rühren 
hinzugefügt: 

1. 0,2 ml Tween® 80 und 0,06 ml TNBP wurden zu 19,74 ml der Lösung gegeben; oder
2. 0,2 ml Triton® X-100 und 0,2 ml TNBP wurden zu 19,6 ml der Lösung gegeben.

[0066] Zu den Präparaten 1 und 2 wurde 1 ml Ricinusöl gegeben, und dann wurden sie eine Stunde lang in-
tensiv bei Raumtemperatur extrahiert.

[0067] Zur Phasentrennung wurde in jedem Fall eine Zentrifugation durchgeführt. Zur Kontrolle der Infektio-
sität wurden Proben von jeweils 1 ml wiederholt aus der wässrigen Fraktion entnommen.

Beispiel 7 – Etablierung von Zelllinien, die stabil Faktor VIII exprimieren:

[0068] Der bevorzugte Vektor pTGF8-1 umfasst Konstrukte für die transiente Expression von Faktor VIII in 
Säugerzellen. Um ein Selektionsverfahren für einen stabil transfizierten Zellklon zu ermöglichen, wurde eine 
Cassette für die Hygromycin-B-Phosphotransferase (HindIII-Mva-1260I-Fragment von Tk-Hyg, Clontech) in 
die im Vektor vorhandene SmaI-Stelle subkloniert. Die resultierenden Konstrukte (pTGF8-1-hyg) umfassen 
dann in cis die Expressionscassetten für den humanen Faktor VIII mit einem CMV-Promotor und einem 
SV40-Polyadenylierungssignal und einer Hygromycin-B-Phosphotransferase-Expressionscassette mit dem 
HSV-Thymidin-Kinase-Promotor und HSV-Thymidin-Kinase-Polyadenylierungssignal.

[0069] Die Vektoren pTGF8-2hyg-s und pTGF8-3 (Fig. 6, SEQ ID Nr. 12 und 14) sind insofern Derivate von 
pTGF8-1hyg, als die Punktmutationen V162A, S2011N und V2223E (pTGF8-2hyg-s) und S2011N (pTGF8-3) 
durch ein PCR-abhängiges Verfahren unter Verwendung der QuikChange®-Vorschrift (Stratagene) zur Wild-
typsequenz revertiert wurden.

[0070] Die oben genannten Konstrukte ermöglichen die Etablierung von stabil exprimierenden Zelllinien 
durch Calciumphosphat-Transfektion und anschließende Selektion anhand von Hygromycin-Resistenz. Zu-
sätzlich enthalten die Plasmide ein progesteronresponsives Element (PRE).

[0071] Zuerst musste die kritische Konzentration an Antibiotika für eine effektive Selektion von stabil transfi-
zierten 293T-Zellen festgestellt werden. Zu diesem Zweck wurden die Zellen in niedriger Verdünnung ausge-
strichen und in Gegenwart von 10 bis 800 μg/ml Hygromycin B kultiviert. Nach zwei Wochen bei 200 μg/ml oder 
höher wuchsen keine Zellen mehr, und daher wurde diese Konzentration für die Selektion von stabil transfi-
zierten Zellen ausgewählt.

[0072] Eine typische Transfektion wurde in 10-cm-Schalen mit 293T-Zellen durchgeführt, die am Tag davor in 
einem Verhältnis von 1:15 aufgespalten wurden. Mit Hilfe des Calciumphosphat-Fällungsverfahrens (Biotech-
niques 1988 6: 7, 632–638) wurden 12 μg Plasmid pro Schale für die Transfektion verwendet, und zwei Tage 
später wurde das Medium durch frisches ersetzt, das 200 μg/ml Hygromycin B enthielt. Nach 2–3 Wochen Se-
lektion wurde das Medium durch ELISA (siehe Beispiel 4) auf die Anwesenheit von Faktor VIII getestet. Posi-
tive Klone wurden isoliert und auf eine 24-Napf-Platte übergeführt. Nach der Durchmusterung durch ELISA und 
Aktivitätsbestimmung wurden positive Klone zwei weiteren Subklonierungsrunden unterzogen, dann expan-
diert, und Aliquote davon wurden zur weiteren Verwendung und Charakterisierung eingefroren.

Beispiel 8: Nachweis der phänotypischen Gleichmäßigkeit von stabil transfizierten Zellen durch in-situ-Immun-
fluoreszenznachweis der Faktor-VIII-Expression

[0073] Jeweils 5 × 107 293T-Zellen, die stabil mit pTGF8-3 transfiziert waren (Klon 49/19), und untransfizierte 
293T-Zellen (negative Kontrolle) aus Adhäsionskulturen in DMEM + 9,1% FCS wurden durch Trypsinisierung 
aus den Kulturschalen gelöst, mehrmals gewaschen und in 5 ml PBS-Puffer resuspendiert.
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[0074] 2 μl dieser Zellsuspensionen wurden auf sterile Mikroskop-Objektträger übergeführt und bei Raum-
temperatur inkubiert, bis die gesamte Flüssigkeit verdampft war. Die Zellen wurden 10 min lang in 70% Ethanol 
fixiert und 5 min lang bei Raumtemperatur getrocknet. Die Objektträger wurden durch Inkubation in 10%iger 
Verdünnung von FCS in PBS-Puffer gegen unspezifischen Nachweis blockiert. Primärer Antikörper (Schaf-An-
ti-FVIII:C F8C-EIA-C, Affinity Biologicals) wurde mit PBS-Puffer, der 10% FCS und 0,1% Saponin enthielt, 
100fach verdünnt und 60 min lang bei Raumtemperatur in einer feuchten Inkubationskammer inkubiert. Nach 
intensivem Waschen mit PBS wurde eine 100fache Verdünnung des sekundären Antikörpers (Kaninchen-An-
ti-Schaf-CY3-Konjugat 313-165-003, Jackson ImmunoResearch) hergestellt und in der oben beschriebenen 
Weise inkubiert. Anschließend wurde das mikroskopische Präparat intensiv gewaschen und mit einer Schicht 
von 50% Glycerin und einem Deckglas bedeckt. Zellen wurden durch Weißlicht- und durch Fluoreszenzmikro-
skopie (Emission bei 570 nm) sichtbar gemacht.

[0075] Die Ergebnisse sind in Fig. 6 gezeigt.
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Sequenzprotokoll
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Patentansprüche

1.  Faktor-VIII-Mutein, bei dem die B-Domäne zwischen den Positionen Arg740 und Glu1649 durch ein 
Arg-reiches Linkerpeptid ersetzt ist, das wenigstens 3 Arg-Reste aufweist und 10 bis 25 Aminosäurereste um-
fasst, wobei sich die Faktor-VIII-Nummerierung auf die in SEQ ID Nr. 2 gezeigte Sequenz des reifen Wild-
typ-Faktor-VIII bezieht.

2.  Faktor-VIII-Mutein gemäß Anspruch 1, wobei das Faktor-VIII-Mutein wenigstens eine der folgenden zu-
sätzlichen Mutationen (a), (b) und (c) aufweist:  
(a) Val auf Position 162 ist durch einen neutralen Aminosäurerest ersetzt, der aus Gly, Ala, Leu, Ile, Met und 
Pro ausgewählt ist;  
(b) Ser auf Position 2011 ist durch einen hydrophilen Aminosäurerest ersetzt, der aus Asn, Thr und Gln aus-
gewählt ist; und  
(c) Val auf Position 2223 ist durch einen sauren Aminosäurerest ersetzt, der aus Glu und Asp ausgewählt ist.

3.  Faktor-VIII-Mutein gemäß Anspruch 2, das wenigstens eine der Mutationen (a) und (b) aufweist.

4.  Faktor-VIII-Mutein gemäß Anspruch 2, das alle drei Mutationen (a), (b) und (c) aufweist.

5.  Faktor-VIII-Mutein gemäß einem der Ansprüche 2 bis 4, wobei in Mutation (a) Val auf Position 162 durch 
Ala ersetzt ist, in Mutation (b) Ser auf Position 2011 durch Asn ersetzt ist und/oder in Mutation (c) Val auf Po-
sition 2223 durch Glu ersetzt ist.

6.  Faktor-VIII-Mutein gemäß einem der Ansprüche 1 bis 5, wobei das Arg-reiche Linkerpeptid 14 bis 20 
Aminosäurereste aufweist.

7.  Faktor-VIII-Mutein gemäß einem der Ansprüche 1 bis 6, wobei der Linker folgendes umfasst:  
die Aminosäuresequenz SFSQNSRH; und/oder  
die Aminosäuresequenz QAYRYRRG.

8.  Faktor-VIII-Mutein gemäß Anspruch 7, wobei der Linker die Sequenz SFSQNSRHQAYRYRRG hat.

9.  Faktor-VIII-Mutein gemäß Anspruch 1, das die Aminosäuren 1 bis 1440 der SEQ ID Nr. 4, 13 oder 15 
umfasst.

10.  DNA-Sequenz, die für das Faktor-VIII-Mutein gemäß einem der Ansprüche 1 bis 9 codiert.

11.  DNA-Sequenz gemäß Anspruch 10, die wenigstens eine der Mutationen T485C, G6032A und T6668A 
in Bezug auf die in SEQ ID Nr. 1 gezeigte DNA-Sequenz des reifen Wildtyp-Faktor-VIII aufweist, wobei die 
DNA-Sequenz vorzugsweise alle drei Mutationen umfasst.

12.  Vektor, der die DNA gemäß Anspruch 10 oder 11 umfasst.

13.  Vektor gemäß Anspruch 12, bei dem es sich um pTGF8-1, pTGT8-2hyg-s oder pTGF8-3 handelt, die 
in SEQ ID Nr. 3, 12 bzw. 14 gezeigt sind.

14.  Vektor gemäß Anspruch 12, bei dem es sich um einen Genübertragungsvektor handelt.

15.  Isolierte Wirtszelle, die mit einem Vektor gemäß Anspruch 12 transformiert ist und/oder eine DNA-Se-
quenz gemäß Anspruch 10 umfasst.

16.  Verfahren zur Herstellung des Faktor-VIII-Muteins gemäß einem der Ansprüche 1 bis 9, umfassend:  
(a) Kultivieren einer transformierten Wirtszelle gemäß Anspruch 15; und  
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(b) Isolieren des Faktor-VIII-Muteins aus der Kulturbrühe.

17.  Pharmazeutische Zusammensetzung, die das Faktor-VIII-Mutein gemäß einem der Ansprüche 1 bis 9 
oder einen Genübertragungsvektor gemäß Anspruch 14 umfasst.

18.  Verwendung des Faktor-VIII-Muteins gemäß einem der Ansprüche 1 bis 9 oder eines Genübertra-
gungsvektors gemäß Anspruch 14 zur Herstellung eines Medikaments zur Behandlung von Hämophilie, vor-
zugsweise zur Behandlung von Hämophilie A.

19.  Verfahren gemäß Anspruch 16, wobei Schritt (a) Folgendes umfasst:  
Kultivieren einer immortalisierten Humanzelllinie, die Simian-Virus-T-Antigen stabil exprimiert und einen Vektor 
mit einem CMV-Promotor trägt, der funktionell mit einer DNA-Sequenz verknüpft ist, die für das Faktor-VI-
II-Mutein codiert.

20.  Verfahren gemäß Anspruch 19, wobei es sich bei der immortalisierten Humanzelllinie um eine immor-
talisierte Nieren-, Blasen-, Leber-, Lungen-, Herzmuskel-, Glatte-Muskulatur-, Eierstock- oder Ma-
gen-Darm-Zelle handelt.

21.  Verfahren gemäß Anspruch 20, wobei die immortalisierte Humanzelllinie von einer Humannierenzelle 
abgeleitet ist und es sich dabei vorzugsweise um die Zelllinie 293T (DSM ACC2494) handelt.

22.  Verfahren gemäß einem der Ansprüche 19 bis 21, wobei der Vektor weiterhin einen Selektionsmarker 
und/oder regulatorische Sequenzen umfasst.

23.  Verfahren gemäß Anspruch 16, wobei es sich bei der Wirtszelle um eine immortalisierte humane Nie-
ren-, Blasen-, Leber-, Lungen-, Herzmuskel-, Glatte-Muskulatur-, Eierstock- oder Magen-Darm-Zelle handelt 
und sie vorzugsweise von einer humanen Nierenzelle abgeleitet ist.

24.  Verfahren gemäß Anspruch 23, wobei die immortalisierte Zelllinie wenigstens ein virales Transcripti-
onsaktivatorprotein exprimiert, wie Aktivatorproteine, die aus Adenovirus-E1A- oder -E1B-Protein, einem Pro-
tein, das von der DNA-Sequenz des frühen Bereichs des Rinderpapillomvirus codiert wird, und Herpesvi-
rus-IE-Proteinen ausgewählt ist.

25.  Verfahren gemäß einem der Ansprüche 19 bis 24, wobei das Kultivieren in Gegenwart von von-Willeb-
rand-Faktor (vWF) erfolgt.

26.  Verfahren gemäß einem der Ansprüche 16 und 19 bis 25, das weiterhin folgendes umfasst:  
(c) Reinigen des in Schritt (b) isolierten Blutgerinnungsfaktors; und/oder  
(d) Durchführen einer Virusinaktivierungsbehandlung mit dem in Schritt (b) isolierten oder in Schritt (c) gerei-
nigten Blutgerinnungsfaktor.

27.  Immortalisierte Humanzelllinie, wie sie in einem der Verfahren gemäß Anspruch 19 bis 21 definiert ist, 
die wenigstens ein virales Transcriptionsaktivatorprotein stabil exprimiert und einen Vektor trägt, der für ein 
Faktor-VIII-Mutein codiert, wie es in den Ansprüchen 1 bis 9 definiert ist.

Es folgen 6 Blatt Zeichnungen
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Anhängende Zeichnungen
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