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Koostumukset, joilla on tekijd VIII:C-aktiivisuus Jja
Jjotka ovat immunologisesti ristireagoivia tekij4 VIII:C:n
kanssa, on valmistettuy ekspressoimalla geenit, jotka koo-
daavat tekij¥ VIII:C-geenin N- paatetta Ja C-pditetts, jol-
loin kullakin n&ist4 Sekvensseisti on toisistaan riippuma-
ton signaalisekvenssi. N- Jja C-pi&tteen rakennegeenit
voivat olla samat tai erilaiset DNA-rakenteet, jolloin
kullakin on toisistaan riippumattomat transkription ja
translaation siftelysignaalit. Rakenne tai rakenteet vie-
dddn imettdviisen soluun, jolloin tuotetaan aktiivinen
proteiinikompleksi, jolla on tekijd VIII:C-aktiivisuus.



Sammansatiningar , som har en faktor
VIII:C-aktivitet och som dr immunologiskt
korsreagerande med faktorn VIII:C, har
framstédllts genom _expressering av gener,
som kodar faktorn VIII:C-genens N-termi-

"nal och C-tertminal, varvid envar av dessa’
sekvenser Hr en &v _varandra oberoende sig-
nalsekvens. N- och C-terminalernas siruk-
turgener kan vara likadana eller olika DNA-
strukturer, varvid envar har av varandra
oberoende transkriptions- och translations-
reglersignaler. Strukturen eller struktu-
rerna infores i en ddggdjurscell, varvid
produceras ett aktivt proteinkomplex med
faktor ViII:C-aktivitet.
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Menetelmd rekombinoidun proteiinikompleksin valmistamiseksi,

jolla on humaanitekiija VITII:C-aktiivisuutta

Keksinndén kohteena on menetelma rekombinantti-proteiinikom-
pleksin valmistamiseksi, jolla on ihmisen veren hyytymisen
tekija VIII:C:n aktiivisuus, mutta josta puuttuu kokonaan tai
osaksi tekija VIII:C:n B-osa.

Hemofilia A on X-kromosomiin sidottu periytyvd sairaus,
joka vaivaa 1-2 miesti 10 000:ta kohti. Puutos todetaan
verenvuotosairautena, joka johtuu hyytymé&n muodostumisen
puuttumisesta tekiji VIII:C:n puuttumisen aikaansaamana.
Tekijid VIII:C on eristetty historiallisesti veresti konsen-
troidussa muodossa hemofilian terapeuttista k#sittelyi var-
ten. Kuitenkip hepatitin ja nyt AIDS:n leviimisen aiheut-
tama huoli on herittinyt aktiivisuuden vaihtoehtoisten te-
kij¥4 VIII:C-lihteiden tuottamiseksi. On erittdin kiinnos-
tavaa kyetd tarjoamaan tekijd VIII:C-aktiivisuutta omaavia
koostumuksia ilman virussairauksien levifimisests aiheutuvia
huolia, jotka liittyvit natiiviin tekiji VIII:C:hen.

Tekij& VIII:C on hyvin suuri glykoproteiini (natiivi
M, 330-360 kilodaltonia (kD), jota on plasmassa eritt&in
matalia konsentraatioita. Proteiini on hyvin herkki hajoa-
miselle trombiinin, plasmiinin, proteaasi C:n ja muiden se-
riiniproteaasien vaikutuksesta. Se on tavallisesti eris-
tetty plasmasta tai plasmatuotteista sarjana l&heisii poly-
peptidejd vaihdellen v#1i114 160-40 kD valtaosan ollessa
92kD ja 80-77kD. T4m4 monimutkainen rakenne on tehnyt ak-
tiivisen tekiji VIII:C:n rakenneanalyysin hyvin vaikeaksi.

Rotblat et al., Biochemistry (1985) 24:4294-4300; Vehar
et al., Nature (198.) 312:337-342; Toole et al., Nature
(1984) 312:342-347; and Truett et al., DNA (1985) 4:333-349
kuvaavat tekiji VIII:C:t4 ja sit4 1#%helli olevia polypepti-
dejd. Orr et al., Molecular Genetics of Clotting Factors,
s. 54, 321, kuvaa voimakkaasti glykosyloidun tekiji
VIII:C:n alueen "vdlike"toimintaa. Toole et al., supra;
Wood et al., Nature (1984) 312:330-336; ja Truett et al.,
supra, kuvaa tekiji VIII:C:n sekventointia. Fulcher et al.,
Blood (1983) 61:807-811 selostaa, ettid maksimi tekija
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VIII:C:n aktiivisuuden huippu korreloi 90kD ja 70kD frag-
menttien ldsniolon kanssa. Fulcher et al., J. Clin. Invest.
(1985) 76:117-124 ehdottaa, ettd perustuen vasta-aine-epi-
tooppitietoihin tekija VIII:C:std, sekd 92kD ja 80kD poly-
peptidit ovat vdlttdmittoémid tekijd VIII:C:n toiminnalle.

Vaikkakin tZysipituista rekombinantti ihmisen tekijé
VIII:C:t4 on tuotettu, on vaikeata puhdistaa ja karakteri-
soida sitid ja se on pysymidtdn proteolyysistd johtuen. Kay-
téntd, jolla kyetddn tuottamaan ja kidyttidmdin onnistuneestil
tiysipituista molekyylid kliinisesti, on siksi epdvarmaa
t5114 hetkelld. Aiemmat yritykset yhdistdi 92kD ja 80kD
polypeptidit in vitro ei tuota aktiivista koostumusta.
Esilld oleva keksintd tarjoaa keinon 92kD ja 80kD ketjujen

aktiivisen kompleksin valmistamiseksi.

Keksinndn kuvaus

Erids timin keksinndn nidkdkohta on tarjota menetelmd re-
kombinantti proteiinikompleksin tuottamiseksi, jolla on ih-
misen tekijid VIII:C aktiivisuus, mutta jolta puuttuu koko-
naan tai osaksi B-osa ihmisen tekiji VIII:C:std ké&sittéden
koekspressoimisen in trans eukarioottisessa transformantti-
isdntdsoluisse

(a) ensimmiinen geeni, joka koodaa signaalisekvenssid
ja polypeptidié; jolla on piiasiassa sama aminohapposek-
venssi kuin ihmisen tekijd VIII:C:n A-osalla ja k&sitt&i
mahdollisesti ihmisen tekijid VIII:C:n N-terminaalisen B-
osan; Jja

(b) toinen geeni, joka koodaa signaalisekvenssid ja
polypeptidisd, jolla on p&dasiassa sama aminohapposekvenssi
kuin ihmisen tekiji VIII:C:n osalla C; ja rekombinanttil
proteiinikompleksin erittdmisen. Kédytettynad tdssi yhtey-
dessi osa C kdsittdd Wood et al:n supra kuvaéman ~A3:in,

Toinen keksinn®dn ni#kdkohta on ylli kuvatulla renetel-
ma1l4 valmistettu proteiinikompleksi.

Vield eris keksinndn nikdkohta on tariota farraseutti-
nen Koostumus, joka kédsitt&d yllZ kuvatun proteiinikomplek-

sin, ja fysiologisesti hyvéksytté&vdn kantajan.
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Vield erids keksinndn nikSkohta on tarjota menetelmi yk-
sildjen kdsittelemiseksi, jotka tarvitsevat tekijd VIII:C
aktiivisuutta, joka menetelmi kdsittd4d riittdvin midrin y1l-
184 kuvattua proteiinikompleksia antamisen yksilélle veren
hyytymisaktiivisuuden lisi&miseksi yksilbssi.

Vield er#ds keksinndn nikdkohta on tarjota DNA-koostu-
mus, joka k&sittidi ensimmiisen Ja toisen ekspressiokasetin,
sanotun ensimmdisen ekspressiokasetin kédsittéessd geenin,
Joka koodaa signaalisekvenssii Ja peptidiid, joka kasittii
pddasiassa samaa sekvenssi# kuin ihmisen tekijd VIII:C:n
A-osa ja mahdollisesti ihmisen tekij& VIII:C:n B-osan N-
terminaalisen osan isi#nt&solussa toimivien transkriptiota
Ja translaatiota siitelevien signaalien alaisena, ja sano-
tun toisen ekspressiokasetin kisittiesss geenin, joka koc-
daa signaalisekvenssii ja peptidi&, joka k#sittii pifasias-
Sa saman sekvenssin kuin ihmisen tekiji VIII:C:n C-osa eiki
sisd114 B-osaa sanotussa isdntdsolussa toimivien transkrip-
tion ja translaation sddtelysignaalien alaisena.

Toinen keksinndn nikdkohta on tarjota isédnt&Zimettiviis-

solu, joka sis&dltidi ylli kuvatun DNA-koostumuksen.

Lyhyt kuvaus piirustuksista

Kuva 1A esittii proteolyyttisen hajoamisen sijainti-
kohdat, jonka hajoamisen vaikutuksesta syntyvdt 92kD ja
80kD ketjut.

Kuvat 1B-E osoittavat valikoituja restriktiokarttoja
plasmideille pSV7d, pSVF8-92, pSVF8-80 Jja pSVF8-200, frag-
menttien 1l4hde tai toiminta Jja nukleotidien numerot alkavat
pisteestd, joka on merkitty 0:1la. Valikoidut restriktio-
kohdat ovat: B, BamHI; Bec, Bell; Bg, BglII; E, EcoRI;

H, HindI1I; Hp, Hpal; K, KpnI; N, Ndel; Xr, Nrul; P, Pstl;
Pvul, PvuI; PvulI, PvuIIl; S, Sall; Sc, Sacl; Sm, Smal,
St, Stul; X, XbaI. Kohtia, jotka on merkitty sulkuihin,

kdytettiin vektorirakenteissa, mutta niits ei regenercitu.

Erityisten sovellutusmuotojen kuvaus

D
[
1
]
{0

On esitetty uusia proteiinikoostunrulksia ja monet
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niiden valmistamiseksi, joilla koostumuksilla on tekijé
VIII:C aktiivisuutta. Koostumukset kdsittdvat kaksi ket-
jua, toisella ketjulla on pidasiassa sama aminohapposek-
venssi kuin tekijad VIII:C:n N-terminaalisella osalla (A-
osa) ja toisella ketjulla pddasiassa sama aminohapposek-
venssi kuin tekiji VIII:C proteiinin C-terminaalilla (C-
osa). Nami kaksi ketjua ovat noin 92kD A-osélle (paitsi
ulottuessaan B-osaan) ja 80kD C-osalle, ja niit@ kutsutaan
joskus "raskaaksi" ketjuksi ja vastaavasti "kevyeksi' ket-
juksi. On esitetty nukleiinihapporakenteita, jotka k&sit-
tividt yksittdisié ekspressiokasetteja, joilla on trans-
kription ja translaation sddtelyalueet, jotka ovat toimin-
nallisia imettidvidisen soluissa, ja jotka sidtelevdt raken-
negeenien transkriptiota ja translaatiota, jolloin kulleakin
rakennegeenilld on kypsid peptidiketjua koodaava sekvenssi
yhdistettynd N-terminaalistaan signaalisekvenssiin. Eks-
pressiokasetit vied&édn imettiviisisdntdin, jolloin tuote-
taan proteiinikompleksi, jolla on tekijs VIII:C aktiivi-
suus. (Viitattaessa tekijéd VIII:C:n sekvensseihin ja osiin,
viitatut sekvenssit ja osat 18ydetddn sivulta 333 y11l& esi-
tetyssd Wood et al:n artikkelissa.)

N-terminaalinen polypeptidi ulottuu aminohaposta 10,
tavallisesti aminohaposta 1, ainakin aminochappoon noin 620,
tavallisesti vihint#&n aminohappoon noin 675, vield taval-
1isemmin vidhintdin aminohappoon noin 740. Polypeptidi k&-
sittis ainakin noin 85 % A-osasta (Wood et al., supra),
vield tavallisemmin vihint#&n noin 90 % ja voi valinnaises-
ti k#sittidi osan B-osan N-terminaalista, tyypillisesti j&&-
den alle aminohapon noin 1405. Erityisen kiinnostava on N-
terminaalinen ketju, jolla on koko sekvenssi trombolyytti-
seen katkaisukohtaan Arg7uO-Ser7u1.

Kevyelld ketjulla vol olla piidasiassa sama aminohappo-
sekvenssi kuin tekijd VIII:C polypeptidin C-terminaalilla,
tavallisesti vahint#&n noin 80 %, vield tavallisemmin vé&-
hintiin noin 90 % tekija VIII:C 80kD ketjusta, alkaen eri-
tyisesti aminohapolla 1570, tavallisesti aminchapolla 1600,

erityisesti aminohapolla 1625, vield erityisemmin arinoha-
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polla 1640, edullisesti aminohapossa noin 1649, +10 amino-
hapolla, vield erityisemmin #1 aminohapolla, ja jatkuen ai-
nakin aminohappoon noin 2300, tavallisesti 2310, #10 amino-
happoon, edullisesti 2325, 5 aminohappoon, vielid edullji-
semmin p&iteaminohappoon (2332). Tavallisesti kevyt ketju
vol sis&ltd4 ainakin noin 85 ¢ vieli tavallisemmin ainakin
95 % C1-C2 -osista, tavoiteltavasti A3-C1-C2 -osista.

Tavallisesti el enemp#i kuin 10, vield tavallisemmin ei
enempdd kuin 5 numero-%, edullisesti ei enempd& kuin noin 1
numero-% ketjussa olevista aminohapoista eroaa luonnolli-
sesti tekijd VIII:C A- ja C-osissa 1&sni olevista aminoha-
poista. Erityisesti, ei enempé&d kuin noin 5 %, viel# ta-
vallisemmin ei enemp#i kuin noin 1 % on ei-konservatiivisia
substituutioita. Konservatiiviset substituutiot kidsitti-
vat: G,A; V.I.L; D,E; K,R; N.Q; F,W,Y, jossa puolipistei-
den v&81il11& olevat kirjaimet ovat konservatiivisia substi-
tuutioita. (Kirjaimet ovat yhden kirjaimen koodeja amino-
hapoille.) Milloin yksi aminohappo yhdessi ryhmittymissi
on korvautunut toisella aminohapolla toisesta ryhmittymésta
tai aminohapolla, jota ei ole esitetty ylili (C,M,E,P), niin
sellaista muutosta pidet#in konservatiivisens.

DNA-rakenteita kiytet#in viitattujen polypeptidien eks-
pressoimiseen. Kullakin rakenteista on 5'-3' -transkrip-
tiosuunnassa transkription aloitus- Ja translaation aloi-
tusalue, rakennegeenii koodaava alue, joka kisittdi pepti-
din signaalisekvenssii koodaavan sekvenssin, joka sis&dltii
prosessointisignaalin, ja tekijd VIII:C:n raskaita ja ke-
vyitd ketjuja koodaavan sekvenssin, jota seuraa translaa-
tion ja transkription lopetusalue.

Aloitusalue voi k&#sittdi joukon erilaisia sekvensseji,
Jotka liittyvit transkription ja translaation aloitukseen.
N&m& sekvenssit sisdltavit lis&&jidsekvensseji, RNA-polyme-
raasin sitomiskohdan, capping-kohdan, ribosomien sitomis-
Ja translaation aloituskohdat, ja sen kaltaisia. Trans-
kription aloitusalue voi olla luonnollinen tai villintyypin
alue, joka on 1liittynyt tekij& VIII:C:hen tai voi olla

vaihtoehtoinen alue, joka huolehtii suuresta transkriptio-
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tehokkuudesta. Alue voidaan saada viruksista, joilla on
imettiviisen isintdalueet tai iséntisolun geenit tai eri
imettiviisisinnin geenit, jotka sopivat yhteen isdntdsolun
kanssa. Lukuisia transkription aloitusalueita on eristetty
ja niiden on osoitettu olevan toimivia imettdvidisisidnnissé.
Nim4 alueet kasittivdt SV-40 varhaispromoottorin ja myo-
hidispromoottorin alueet, adenoviruksen péémybhéispfomootto-
rialueen, B-aktiinin promoottorialueen, sytomegaloviruksen
72kD varhaisproteiinipromoottorialueen, metallotioneliini-
promoottorin, ja sen kaltaiset.

Terminaatioalue voi sisdlt&4 polyadenylaation signaali-
sekvenssin, transkription piitdssekvenssin ja sen kaltaisia.
Terminaatioalue voidaan saada tekijé& VIII:C:n luonnollisen
tai villintyypin alueen 3'-alueesta, tai se voi olla perdi-
sin samasta rakennegeenistd tai eri rakennegeenist&, josta
5'-aloitusalue saatiin. 3'-alue ei ole yhtid olennainen
transkriptiotason kannalta kuin aloitusalue niin, ettd sen
valinnassa on pikemminkin kysymys mukavuudesta kuin spesi-
fisestd valinnasta.

Rakennegeenit voivat koostua signaalisekvenssistd, joka
koodaa N-terminaalista aminohapposekvenssié ja joka ohjaa
polypeptidin endoplasmisen retikulumin aukolle prosessoin-
tia ja kypsymistd varten. Signaalisekvenssiin sisdltyy
myos prosessointisignaali, ‘jonka endopeptidaasi tunnistaa,
jolloin endopeptidaasi hajottaa peptidisidoksen, poistaen
signaalisekvenssin, jolloin syntyy kypsid polypeptidi. Sig-
naalisekvenssi voi olla luonnossa eslintyvé signaalisek-
venssi, erityisesti N-terminaalisella peptidill& tai se voi
olla miki tahansa signaalisekvenssi, joka on toiminnallinen
peptidien kanssa saaden aikaan polypeptidien prosessoinnin
ja kypsymisen.

Erilaisia signaalisekvenssejd on raportoitu kirjalli-
suudessa ja ne kdsittdvit sellaiset signaalisekvenssit ku-
ten kudosplasminogeeniaktivaattorin, immunoglobuliinin ras-
kaat ja kevyet ketjut, virusnembraaniglykoproteiinit kuten
Herpes Simplex virusglykoproteiinit gB ja gD ja sen kaltai-

set.
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Tarvittaessa voidaan kypsii proteiinia ja signaalisek-
venssi8 koodaavat sekvenssit yhdistd4 niin, etti ne ovat
lukemiskehyksessi. Milloin on kdytettdvissd sopivia re-
striktiokohtia, kohesiiviset tai tylpdt p&&t voidaan yhdis-
tdd sopivasti. Kuitenkin suurimmaksi osaksi voidaan k&yt-
tdd adaptoreja silloin, kun koodaavan sekvenssin osat rea-
gdivat synteettisessd adaptorissa niin, etti typistetty ra-
kennegeeni ja/tai typistetty signaalisekvenssi voidaan yh-
dist&d adaptorin kautta, jotta ne olisivat oikeassa luke-
miskehyksesss. Signaalisekvenssi Ja rakennegeeni voivat
©0lla osaksi restriktiokartoitettuja niin, etti restriktio-
kohdat voidaan identifioida, erityisesti ainutlaatuiset
restriktickohdat, joita voidaan kdyttdd yhdistidmisdn kaksi
sekvenssid toisiinsa oikeasssa lukemiskehyksesss sopivien
adaptorien avulla. Vaihtoehtoisesti voidaan ainutlaatuiset
restriktiokohdat siirtii signaalisekvenssin tunnistuskoh-
taan in vitro mutageneesiliji.

Translaation aloitus- ja lopetussignaalit voivat nor-
maalisti olla osa rakennegeeni&, yll&pitZen sopivan aloi-
tuskodonin translaation alussa Ja yhden tai useampia stop-
kodoneja translaation piit&ksessi. Nimi kodonit voivat ta-
vallisesti olla 1l&sni kidytettidvissi sekvensseissd, erityi-
sesti aloituskodonit antavissa signaalisekvensseissi. Stop-
kodonit voidaan lis&tid yhti sopivasti osana terminaatio-
aluetta tai ne voidaan 1lis#ti# koodaavaan alueeseen antamaan
sopiva 3'-pdi yhdistidmisti varten transkription terminaa-
tioalueeseen, jotta saataisiin tAiydellinen terminaatioalue.

Ekspressiokasetin eri alueet (transkription ja trans-
laation aloitusalueen nukleiinihapposekvenssi, rakennegee-
nin nukleiinihapposekvenssi, joka koodaa yht&€ polypepti-
deistd ja aloitusalueen transkription ja translaation s#z-
telyn alaisena, ja transkription ja translaation terminaa-
tioalue, joka siitelee mRNA:n prosessointia ja translaation
terminaatiota), jotka identifioivat erityisid nukelotidi-
sekvenssejd, voidaan yhdistdi k&yttien tavanoraisia mene-
telmid. Saadut sekvenssit sisaltivit tavallisesti, tai ne

voidaan modifioida sisidlt&miin restriktiokohtia, jotka voi-
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daan sitten 1iitt#di uudelleen yhteen, silloin kun on 1ldsnéd
komplementaarisia ulkonemia tai kohesiivisia p&itd. Modi-
fikaatiota saattaa esiintyd usein ei-koodaavilla alueilla
l1inkkereiden tuomisen mukana aikaan saataessa haluttuja ko-
hesiivisia pdité&. Pddt yhdistetdédn tavallisesti ennen vie-
misti isantdsoluun, vaikka isdntdsolun voidaan antaa suo-
rittaa tarvittava yhdistdminen. '

Ekspressiokasetit voidaan 1iittid4 laajaan mi&drddn muita
sekvenssejid erityisid tarkoituksia varten. Milloin tarvi-
taan amplifikaatiota, ekspressiokasetit voidaan 1iittdd in
tandem geeniin, joka amplifioidaan indusoimalla sopivalla
irsykkeelld. Sellaiset geenit kuten metallotioneiinigeenit,
esim. ihmisen metallotioneiinigeeni, dihydrofolaattireduk-
taasi ja hiiren nis#dkasvainvirus LTR, voidaan 1iitt&d pep-
tidikasetteihin, joilla on omat transkription ja translaa-
tion siitelysekvenssit. Kiayttdmdlla raskasmetalli-ioneja,
esim. kuparia tai kadmiumia, metotreksaatia tai glukokorti-
koideja, amplificivan geenin ja kiinnostuksen kohteena ole-
van geenin (ekspressiokasetti) amplifikaatio voidaan saada
aikaan isintidsolussa. Rakennegeeneilld tulee olla sopivat
sekvenssit ekspressiota varten kuten kuvattiin ekspressio-
kasetille.

Ekspressiokasetit voidaan 1iitt4d vektoriin, joka si-
si1t&4 isintidsolussa toimivan replikaatiosysteemin, joka
replikaatiosysteemi vol turvata pysyvdn episomaalisen sdi-
lymisen tai ekspressiokasetin integroitumisen is&nndn geno-
miin. Vektori voi sis#lt#& myos selektiomarkkerin DNA-ra-
kenteen sis#dltidvien isintdsolujen ja vektorin selektoimi-
seksi niistid isdntdsoluista, joista puuttuu DNA-rakenne ja
vektori. '

Suuri joukko replikaatiosysteemeité on kiaytett&vissé,
tavallisesti perdisin imettiviisisidntisoluista, jotka in-
fektoivat viruksia. Esimerkkireplikaatiosysteemit kdsittia-
vit Simian virus 40:std, adenoviruksesta, hdrin papilloma-
ruksesta, polyomaviruksesta, Epstein-Barr -viruksesta Jja
sen kaltaisista perdisin olevat replikaatiosysteernit.

Markkerit voivat sis&dltédd vastustuskyvyn biosidille,
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erityisesti antibiootin, tai auksotrofian komplementaation
antamaan prototroofinen isdntid. Markkereina kiinnostavat
erityisesti geenit kidsittdvidt kanamysiiniresistenssigeenin
(NPTII), kloramfenikoliresistenssigeeni (CAT), penisilli-
naasi ja sen kaltaiset.

Tavallisesti voi vektori olla ympyridn muotoinen ja sil-
18 vol olla yksi tai useampia restriktiokohtia, jotka sal-
livat ekspressiokasetin viemisen osittain tai valmiina ko-
konaisuutena vektoriin. Vektori voi my®&s usein sisidltii
bakteriaalisen replikaatio- ja selektiosysteemin, joka mah-
dollistaa kloonauksen kunkin manipulaatiovaiheen jilkeen.
T&11& tavoin voidaan suhteellisen suuria md&rid rakenteita
valmistaa, eristdid, puhdistaa, kontrolloida sen nikemisek-
si, onko sopiva liittyminen tapahtunut, kussakin vaiheessa
ja kdyttdd sitten seuraavassa vaiheessa.

Erilaisia imettdvdisisdntidsoluja, joissa sididtelysek-
venssit ja replikaatiosysteemit ovat toimintakykyisid, voi-
daan kdytt&dd. Sellaiset solut kdsittdvit COS-solut, Kiina-
laisen hamsterin munasolut (CHO), hiiren munuaissolut,
hamsterin munuaissolut, HeLa-solut tai sen kaltaiset.

Haluttujen polypeptidien ekspressiokasetit voidaan
1iitt&84 yhteen yhtend nukleiinihappoketjuna tai ne voivat
olla 14snd eri nukleiinihappomolekyyleissid. Ekspressioka-
setit voivat sopivasti olla osia eri vektoreista tai samas-
ta vektorista. T&mid on ensisijaisesti mukavuusasia, vaikka
joissakin tilanteissa voi tietyill&d vektoreilla olla toinen
tai toinen konstruktiotapa toivottava.

Tapa, jolla ekspressiokasetit viedid&n is&dnt&soluun, voi

olla tavanomainen. Sopivasti voidaan transformaatioon

kdyttdZ kalsiumfosfaatilla saostettua DNA:ta tai DNA:ta
DEAE-dekstraanin l4snidollessa. Viruksien kyseessid ollessa
voidaan kéyttéé transfektiota tai transduktiota. Se eri-
tyinen tapa, jolla isintisolu transformoidaan, ei ole
kriittinen t&ssd keksinn®8ssid, riippuen p&dasiassa siiti,
onko ekspressiokasetit liitetty replikaatiosysteemiin, ja
replikaatiosysteemistd ja liittyneist&@ geeneistd.
Transformoituja soluja voidaan sitten kasvattaa sopi-
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vassa ravintovdliaineessa. Tuote saadaan kahden ketjun
kompleksina niin, ettd v&liaine tai solulysaatti voidaan
eristdd ja tekijd VIII:C:n aktiivinen kompleksi uuttaa ja
puhdistaa. Uuttamista ja puhdistamista varten on olemassa
erilaisia keinoja kuten affiniteettikromatografia, ionin-
vaihtokromatografia, hydrofobinen kromatografia, elektro-
foreesi, liuotin-liuotin uutto, selektiivinen saostaminen
ja sen kaltaiset. Erityinen tapa, jolla tuote on eristet-
ty, el ole kriittinen tdmidn keksinndn kannalta ja se voi-
daan valita minimoimaan denaturaatio tai inaktivaatio ja
maksimoimaan erittidin puhtaan aktiivisen tuotteen eristdmi-
nen.

On aikaan saatu koostumuksia, joissa koostumuksella on
Coatestissd ainakin aktiivisuus 0.02U/ml, tavallisesti ai-
nakin noin 0.2, vield tavallisemmin ainakin noin 0.5U/ml.
Tuote voidaan puhdistaa affiniteettikromatografialla kdyt-
tden vasta-aineita, erityisesti monoklonaalisia vasta-ai-
neita, jotka kohdistuvat tekiji VIII:C aktiivisuuden C-
pddtteen alayksikkddén, elektroforeesia, uuttamista,
HPLC:aa, Jjne.

Esill& olevan keksinntn menetelm# saa aikaan raskaiden
ja kevyiden ketjujen tuottamisen, joilla on tekijid VIII:C
aktiivisuus. Tuotanto hévaitaan tasapainotetulla v&dliai-
neella, kuten on kuvattu kokeellisessa osassa, jolla v&li-
aineella on tekijd VIII:C aktiivisuus vidhintdZn noin 50,
tavallisesti vdhint8&n noin 70mU/ml, viel&d tavallisemmin
vdhintd4n noin 200mU/ml Coatest-kokeessa.

Keksinndn mukaisesti tuotetuilla komplekseilla, joilla
on tekijd VIII:C aktiivisuus, on erilaisia k&yvtt6j& immuno-
geeneina vasta-aineiden tuottamista varten, Willebrand-te-
kijdn eristédmistid varten affiniteettikromatografian avulla,
tekijd VIII:C:n diagnostisissa kokeissa ja hemofiliaa pote-
vien, veren hyytymissairauksista kidrsivien k&sittelyssi.
Esilli olevat proteiinikompleksit voidaan antzz fysiologi-
sesti hyvidksyttdvdssd kantajassa, kuten vedessi, suola-
liucksessa, fosfaattipuskuroidussa suolaliuoksessa ja sit-

raattipuskuroidussa suolaliuoksessa konsentraziioissa vé-
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11114 noin 10-200U/ml. Katso US-patentti no. 3631018;

3652530 ja 4069216 antotapojen ja mi&rien osalta. MNuita

tavanomaisia lis#daineita voidaan my&s sisdllyttii.
Seuraavat esimerkit esitet#in keksinndn kuvaamiseksi,

mutta el sen rajoittamiseksi.

Kokeellinen osa

Esimerkki 1

A. Ekspressioplasmidien valmistus

A.1 pSV7d: Imettdvdisen solu ekspressiovektori

Ekspressiokasetit valmistettiin k#yttien imettiviisso-
luekspressiovektoria pSV7d (2423bp).

Plasmidivektori pSV7d (katso Truett et al., supra)
suunniteltiin seuraavasti: 400bp BamHI/HIindIII -fragmentti,

Joka sis&1t&dd SVU0 replikaation alkukohdan ja varhaispro-
moottorin saatiin pSVgtI:stid (Gruss, P., ja Khoury, G.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1981) 78:133-137) ja puhdistet-

tiin. 240bp:n SV40 BclI/BamH -fragmentti, joka sisidltai
SV40 polyA lisHyskohdan saatiin pSV2/DHFR (Subramani et al.,
Molec. and Cell Biol. (1981) 1:854-864) ja puhdistettiin.
Fragmentit liitettiin seuraavien linkkereiden avulla:
Stop-kodonit
1 2 3
5'-AGCTAGATCTCCCGGGTCTAGATAAGTAAT-3"
TCTAGAGGGCCCAGATCTATTCATTACTAG
HindIII BglII Smal Xbal BelIl ulkonema.

Témd linkkeri sis&dlt&4 viisi restriktiokohtaa, kuten myds
stop-kodonit kaikissa kolmessa lukemiskehyksess&. Syntyvi
670bp fragmentti, joka sis#ltdd SV40 replikaation aloitus-
kohdan, SV40 varhaispromoottorin, polylinkkerin stop-kodo-
nein ja SVU0 polyadenylaatiokohdan, kloonattiin pliL:n
BamHI-kohtaan, pBR322 johdannainen, jossa on 1.5kb:n dele-
tio (Lusky and Botchan, Cell (1984) 36:301) antarmaan pSVE.
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EcoRI ja EcoRV -kohdat pSV6:n pML-sekvensseissi eliminoi-
tiin hajottamalla EcoRI:114& Jja EcoRV:114, kdsiteltiin
Bal3l-nukleaasilla noin 200 emidsparin poistamiseksi kum-
massakin p&idssd ja yhdistettiin lopulta antamaan pSV7a.
Bal3l kédsittely eliminoi myds yhden BamHI restriktiokohdan,
joka reunustaa SV-aluetta, noin 200 em&sparin p&dssd EcoRI
kohdasta. Toisen SV40-aluetta reunustavan BamHI-kohdan
eliminoimiseksi pSV7a hajotettiin Nrul:11&, joka katkaisee
pML-sekvenssin yldvirtaan replikaation aloituskohdasta.
Tdmi saatettiin uudelleen ympyridnmuotoon blunt end -yhdis-
tdmiselld antamaan pSVTb:n.
pSV7c ja pSV7d edustavat perdkkiisiid polylinkkerikor-
vauksia. pSV7b hajotettiin ensin Stul:114 ja Xbal:114.
Seuraavat linkkerit liitettiin sitten vektoriin antamaan
pSVTc:
BglII EcoRI Smal XpnI Xbal
5'—AGATCTCGAATTCCCCGGGGGTACCT
TCTAGAGCTTAAGGGGCCCCCATGGAGATC

Sen jdlkeen pSVT7c hajotettiin BglII:1lla ja Xbal:11& ja 1lii-
tettiin sitten yhteen seuraavan linkkerin avulla antamaan
pSvV7d:

BglII EcoRI  Smal Xbal BamHI Sall

5'-GATCTCGAATTCCCCGGGTCTAGAGGATCCGTCGAC
AGCTTAAGGGGCCCAGATCTCCTAGGCACGTGGATC

A.2 pSVFB8-92: Ekspressioplasmidi 92kD ketjua varten
Alkaen BamHI-kohdasta polylinkkerissd pSV7d, pSVF8-92

koostuu 49 emidsparin synteettisestd linkkeri-adaptorimole-

kyylistd BamHI:st# SacI:een, joka koodaa nukleotideji
-30:std +14:433n tekiji VIII:C-proteiinissa (numerointi
translaation aloituskohdan ensimmiisestd A:sta; sekvenssi

on osoitettu alapuolella A.lL:ssd) 2267 emdsparin Sacl:std

HindIII-fragmenttiin pSVF8-200:n sisdlt&missd tekij&

VIII:C DNA:ssa, kuten on kuvattu alapuolella (nukleotidiin
+2281 asti), ja pSV7d HindIII:sta BamHI:een.
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A.3 pSVF8-80: Ekspressioplasmidi 80kD ketjua varten
Lahtien SalI-kohdasta pSV7d polylinkkerissi pSVF8-80
koostuu kudosplasminogeeniaktivaattori cDNA:n 201bp frag-

mentista nukleotideisty vdlillE -98 ja +103 (suhteessa
aloituskodoneihin) pdédttyen BgllIl-kohtaan (tPA-sekvenssit
annettu viitteessi Degan, S.J.F. s et al., J. Biol. Chem.
(1986) 261:6972-6985), 29 emdsparin synteettisests BglII
linkkeri-adaptorista Bell, jota koodaavat nukleotidit va-
1i11& +5002 ja +5031 tekijdssd VIII:C, joka on liitetty
tekijd VIII:C:n 2464 emdsparin BelI-fragmenttiin, joka
ulottuu tekijd VIII:C cDNA:n nukleotidiin 5028 in vitro
mutageneesilla muodostuneesta BeclI-kohdasta (Zoller and
Smith, Methods in Enzymology (1983) 100:468), 3'-transla-
toitumattoman alueen BclI-kohtaan nukleotidiin 7492, ja

400 emisparin fragmentista tPA:n 3'-translatoitumattomalla
sekvenssillid, joka ulottuu BgllI-kohdasta synteettiseen
PstI-kohtaan, joka on syntynyt cDNA-kloonauksessa, miti
Seuraa vektorin M13mp9:std periisin oleva polylinkkeri
(Vieira and Messing, Gene (1982) 19:259) ja sitten
pSVT7d:sti.

A4 PSVF8-200: Ekspressioplasmidi tédysipituista tekiji
VIII:C cDNA:ta varten
Plasmidi pSVF8-200 (kuvattu viitteessi Truett et al.),
Joka sis&#ltdi koko tekij&d VIII:C cDNA:ta koodaavan ja 3'-
translatoitumattoman sekvenssin, 5'-translatoitumattomien

sekvenssien ollessa samat kuin -on kuvattu yl13 pSVr8-92:
lle, valmistettiin seuraavalla tavalla.

Plasmidi pSV7d hajotettiin BamHI:11& SV40-varhaispro-
moottorista alavirtaan sijaitsevan pblylinkkerialueen leik-
kaamiseksi. Seuraava 4gbp BamHI-SacI linkkeriadaptori, jo-
ka koodaa 5'~translatoitumattoman alueen viimeisti 20 em#s-
paria ja ihmisen tekiji VIII:C:ti koodaavan sekvenssin 15
ensimméistd emisparia, syntetisoitiin kemiallisesti ja 1ii-
tettiin pSV7d:hen
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-35  -30 =25 =20 ~-15 ~-10 -5 met gln ile glu
5'  GATCC TCTCC AGTTG AACAT TIGTA GCAAT AAGTC ATG CAA ATA GAG CT 3'
3' BamHI G AGAGG TCAAC TTGTA AACAT CGTTA TTCAG TAC GIT TAT CSacl 5'

Timi yhteen liitetty plasmidi hajotettiin sitten SacI:11d
ylimddrédisten linkkereiden poistamiseksi ja Sall:11& saa-
maan aikaan Sall-ulkoneman.

Fragmentti 1, 2.9kb §ggl-fragmentti, joka on perdisin
ihmisen tekija VIII:C:n 5'-koodaavan alueen sisdltdvéstd
pF8-102:sta, Jja fragmentti 2, 6.5kD §§EI—§§lI—fragmentti,
joka on perdisin tekijan 3'-koodaavan alueen sisidltéavéstéd
pF8-6.5:stéd, ja linkkeriadaptorin sisdltédvd pSV7d modifioi-
tu vektori liitettiin yhteen (katso Truett et al., supra).

T4it4d ligaatioseosta kidytettiin sitten transformoimaan
E. coli HB101l, ja pesdkkeet valittiin ampisilliiniresis-
tenssin perusteella.

Kolmesataa transformanttia seulottiin pesdkesuodatus-
hybridisaation avulla kdyttden BamHI-Sacl 5'-adaptoria tai
2.9kb SacI-fragmenttia koettimina. Molemmilla koettimilla
positiiviset pesédkkeet analysoitiin restriktiokartoituksen
perusteella. Saatiin plasmidi pSV8-200, joka sisdltdd téy-
dellisen koodausalueen ihmisen tekija VIII:C-geenille ja
5'-translatoitumattoman alueen sopivasti liitettynd trans-

kription suuntaan SVLo-varhaispromoottoriin.

B. COS7-solujen transfektio ja viljely

Plasmidit, joita kuvattiin ylla&, transfektoitiin COST-
soluihin (Guzman, Cell (1981) 23:175) k&yttden kalsiumfos-
faattikerasaostusmenetelmidd (van der Eb ja Graham, Meth.
Enzymology (65:826-39) yhdistettynd  klorokinonidifos-
faatti-kiasittelyyn (Luthman ja Magnusson, Nucl. Acids Res.
(1983) ll:1295-1308) kiyttden 50 ug plasmidi-DNA:ta 5 X 105
solua kohti 14 tunnin ajan. Solut voidaan transfektoida

myOs DEAE-dekstraanimenetelmdlld, jota ovat kuvanneet
Sompayrac ja Danna P.N.A.S. (1981) 78:7575-757¢.
CcO0S7-soluja kasvatettiin Dulbecco'n modificidussa

Eagle-vidliaineessa, jota oli tdydennetty 10 ¢ yvasikan si-
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kidseerumilla, 100U/ml penisilliinilii, 100 pg/ml strepto-
mysiinilli, 292 ug/ml glutamiinilla ja 110 pg/ml natrium-
pyruvaatilla. Nidytteet saatiin koottaessa 48 tuntia seeru-
mia sisdlt&dvdd vdliainetta 88 tuntia transfektion jdlkeen.

C. Kokeet

Vdliaine poistettiin tietyin védlein transfektién Jai1-
keen soluista ja tasaerii sdilytettiin -70°C:ssa. Ndyttel-
td testattiin niiden kyvyn suhteen vihent#i tekiji VIII:C:
t4d vailla olevaan plasmaan pitk#aikaista osittaista trombo-
plastiiniaikaa standardikoagulaatiokokeessa (Hardisty
et al., Thrombosis et Diathesis Haemologica (1962) 72:215).
Vield spesifisempdi Coatest-koetta (Rosen et al. in Thromb.
and Haemostasis (1985) 54:818-823), joka midirittdi aktivoi-
tuneen tekijé X (Xa):n syntymist# ulkoap&in tuodun tekiji

VIII:C:n konsentraation lineaarisena funktiona, ki#ytettiin
koaguloitumiskokeen tulosten tarkistamiseen. Immunologi-
sesti reaktiivisen tekijd VIII:C proteiinin konsentraatio
vdliaineessa midritettiin radioimmunokoetta (RIA) kdyttiden,
Joka on kehitetty havaitsemaan 92kD polypeptidi, ja entsyy-
misidottua immunoadsorbenttikoetta (ELISA) kdyttden, Jjoka
on spesifinen 80kD polypeptidille (Nordfang et al., Thromb.
and Haemostasis (1985) 53:346).

Kuten on osoitettu taulukossa 1 92kD polypeptidin tai

80kD polypeptidin ekspressio ei yksin tuottanut havaitta-
vaa aktiivisuutta vaikkakin kutakin yksittiistid proteiinia
011 1&snd suuret miirit tasapainotetussa vidliaineessa. Kun
soluja kotransfektoitiin pSVF8-92 ja pSVF8-80 plasmidilla,
vdliaine sis&lsi noin 20mU/ml koaguloitumisaktiivisuutta.
Koaguloitumisaktiivisuuden sama suhteellinen taso erittyi
tdydellistd tekiji VIII:C proteiinia koodaavalla plasmldll—
la pSVF8-200 transfektoiduilla soluilla.

Kun pSVF8-92 ja pSVF8-80 yksittidisistd transfektanteis-
ta saadut tasapainotetut vdliaineet sekoitettiin yhteen
(kdyttéden useita erilaisia olosuhteita kuten on esitetty

taulukossa 1), yhtd4n aktiivisuutta ei mitattu.
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Tulokset osoittavat, ettd tekijd VIII:C:n amino- ja

karboksiterminaalisten osien kompleksi sdilytt&d& sisdisen

koaguloitumisaktiivisuuden ja ett#d sisdinen B-osa ei ole

olennainen aktiivisuuden eiki aktiivisen kompleksin jédrjes-

tdytymisen erillisistd ketjuista kannalta.

TAULUKKO 1: Rekombinantti-tekijid VIII:C aktiivisuuskoe tasapainote-

tussa COS-solu vidliaineessa

ELISAd Koaguloitu- Aktii- Coatestb— RIAC-
minen sivuus?  aktiivi- koe
suus
Plasmidi Koaguloitu- e 92kD  80kD
U/ml misaika (sek) mU/ml mU/ml U/ml
pSVF8-92 95.7 < .9 < .1 0.15
<.0002
pSVF8-80 97.2 < .9 < .1 <.01
1.36
pSVF8-92+pSVF8-80 56.1 22.5 20.4 0.05
1.13
pSVF8-200 47.7 70.0 43,2 0.12
0.28
el mikiidn 94.6 < .9 < .1 <.01
<.0002
pSVF8-92,sekoitet~ 95.7 < .9 < .1 -
}

- tu in

pSVF8-80 1A=X2 vitro

a

75 ul tasaerit viliainetta, joka oli tasapainotettu ylld olevilla
plasmideilla transfektoitujen COS- solujen kasvulla tai transfek-
toitu sokeakoe analysoitiin niiden kyvyn suhteen vdhentdd tekijd
VIII:C:td vailla olevan plasman pidennettyd osittaista trombo-
plastiiniaikaa yksivaiheisessa kokeessa. Lyhyesti, 75 ul Pla-
teliinia (ylelsdlagnostlnen aine) inkuboitiin 3 min 37 C:ssa, mi-
ti seurasi 75 pl:n tekijid VIIT:C:td vailla olevan plasman plus 75
pl:n testindytettd lisdiminen 5 min lisdinkuboimisajan kuluessa
37°C:ssa. 75 ul esilimmitettyd 0.025 M CaClp lisittiin ja hyyty-
misaika mitattiin Becton-Dickinson fibrometrilld. Standardina kdy-
tettiin normaalia ihmisen seerumia, joka oli laimennettu COS-solu-
jen vdliaineella,.

(jatkuu)
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Coatest-koe (Kabi) mittaa aktivoidun tekijd X (Xa):n muodostumista
tekijd VIII:C:n konsentraation lineaarisena funktiona. Tekiji
Xa:n konsentraatio miidritettiin kromogeenin para-nitroaniliinin
proteolyyttisen hajoamisen Xa:n synteettisesti peptidisubstraatis—
ta perusteella. Normaalia ihmisen plasmaa, joka oli laimennettu
50 mM Tris-HD:114 pH 7.3, 0.2 7 BSA kidytettiin standardina.

RIA-koetta varten pddllystettiin puhdistetulla koiran tekiji
VIII:C~inhibiittori IgG:114 96-kaivoinen polystyreenimikrotiitte=
rilevy konsentraatiossa 3.5 ug/ml 0.1M natriumkarbonaattipuskuris-
sa, pH 9.8, inkuboiden yli ydn 37°C:ssa. Levyt pestiin 3 kertaa
0.1M NaCl, 0.05 7 Tween 20:113, mitd seurasi inkubointi testivili-
ainendytteiden ja jodinoidun VIII:C 92-kDA proteiinin seoksella,
molempien ollessa laimennettuja seoksella, joka sisdlsi 0.05M
imidatsolia, 0.1M NaCl, 1 Z hirin seerumialbumiinia, 0.05 7 Tween
20, pH 7.3. VIII:C 92-kDa proteiini eristettiin plasmasta ja se
oli enemmin kuin 50 7 homogeeninen miiritettyni natriumdodekyyli-
sulfaattipolyakryyliamidigeelielektroforeesilla ja hopeavirjiyk-
selld. 16 tunnin inkubointiajan huoneen 1dmm&ssd kuluttua levyt
pestiin ja I:n mddrd yksittdisissd kaivoissa mdidritettiin y-
laskimella. Keskimdiriisesti puhdistettua kaupallista tekiji
VIII:C valmistetta (tekiji VIII, NORDISK), jolla on spesifinen ak-
tiivisuus 0.5 yksikkod koaguloitumisaktiivisuutta mg:aa kohti,
kdytettiin standardina. T#mi standardi kalibroitiin Maailman Ter-
veysjdrjestdn Kolmatta Kansainvidlistid tekijid VIII:C standardia
vastaan. Me mddrittelimme keskim#iriisesti puhdistetun standar-
dimme sisdltdvdn 92 kDa RIA-aktiivisuutta/tekiji VIII:C koaguloi-
tumisaktiivisuutta suhteessa 1.

ELISA-koetta varten pdidllystettiin puhdistettu tekijd VIII:C-inhi-
biittori IgG 96-kaivoisen polyvinyylikloridimikrotiitterilevylle
konsentraatiossa 4.5 pg/ml 0.1M natriumkarbonaatissa pH 9.8, inku-
boiden yli ybn 37°C:ssa. Kaivot pestiin, kuten ylli ja peroksi-
daasi-konjugoidut ihmisen inhibiittori IgG F(ab)', -fragmentit,
jotka oli laimennettu seoksella, joka sisdlsi 0.1M imidatsolia,
0.15M NaCl 1 7 BSA, 0.05 % Tween 20, pH 7.3, lisdttiin lopulli-
seen inkubointiin, joka kesti 16 h huoneen limpdtilassa. Viri ke-
hitettiin o-fenyleenidiamiiniliuoksen avulla. Normaali ihmisen
seerumia kidytettiin standardina.

Yhden mU-aktiivisuuden arvioidaan vastaavan suunnilleen 100pg te-
kijd VIII:C proteiinia (Fay et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
(1982) 79:7200).

Testattiin erilaisia sekoitusolosuhteita, jotka kisittivit eripi-
tuisia aikoja aina 2 tuntiin kest#vin esi-inkuboinnin 37°C:ssa,
20°C:ssa tai 4°C:ssa 10mM CaCly lisniollessa tai poissaollessa.
Tdssd taulukossa raportoitu arvo edustaa saatuja tuloksia.
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TAULUKKO 2: Koaguloitumisen inhibitiokoe

Koe 1I:
a Koaguloitumisaika

Plasmidi IgG (sekunteja)
pSVF-80 + pSVF8-92 N 51.9

I 74.5

B 54,4
pSVF8-200 N T

I 69.4

B 46.8

Koetta I varten inkuboitiin 160 pl COS-solujen tasapai-
notettua viliainetta 20 ul:n kanssa 100-kertaisesti
laimennettua ihmisen tekijd VIII:C inhibiittori-seeru-
miz (Bethesda-tiitteri 1500 yksikk®d) tai samalla lail-
la laimennettua keridttyi normaalia ihmisen seerumia

tai puskuria yksin (50 mM inidatsoli, 0.1M Nacl, 100
pl/ml BSA pH 73) kahden tunnin ajan 37°C:ssa. Nimi
niytteet tutkittiin sitten jdljell&d olevan koaguloitu-
misaktiivisuuden suhteen, kuten esitettiin taulukon 1
selityksesséi.

Koe II:
a Koaguloitumisaika
Plasmidi IgG (sekunteja)
pSVF8-92 + pSVF8-80 I 72.9
B 48.0
pSVF8-200 I 60.9
B hy.9

Koetta II varten inkuboitiin 100 ul tasapainotettua
viliainetta 2 tunnin ajan 370C:ssa joko 10 upl:n kanssa
liuosta, joka sisdlsi 1 wug/ul anti-tekij& VIII:C mono-
klonaalista Hybriteck vasta-ainetta (Bethesda-tiitteri
14000 yksikk®id) tai puskuria ja tutkittiin sitten ku-
ten yll&.

Normaali seerumi = N; inhibiittori seerumi = I; pusku-
ri = B.



10

15

20

25

30

35

ju—]
e

Sen varmistamiseksi, ettd havaittu koaguloitumisaktii-
visuus oli per#disin tekiji VIII:C:std, mddritettiin koagu-
loitumisen herkkyys inhibiitiolle tekijé VIII:C:1le spesi-
fisen vasta-aineen avulla. Ennen koetta esi~inkuboitiin
tasaeril tasapainotettua viliainetta 2 tunnin ajan 37OC:
ssa normaali-ihmisen seerumin tai hemofiiliaa sairastavien
ihmisten seerumin laimennosten ldsnédollessa, joille oli ke-
hittynyt korkea tiitteri inhibiittori vasta-aineita tekiji
VIII:C:1le. Xuten on osoitettu taulukossa 2 tdydellisen
molekyylin aktiivisuus samoin kuin 92kD-80kD kompleksin
aktiivisuus o0li alentunut nimenomaan inhibiittoriseerumil-
la. Sama tulos saatiin k#ytt&den kolmea erilaista inhibiit-
tori monoklonaalista vasta-ainetta, jotka sitoutuvat 80kD
lajeihin.

Kahden ketjun kompleksin olemassaolon toteen ndyttimi-
seksi vield selvemmin aktiiviset lajit puhdistettiin osit-
tain COS-solujen viliaineesta viemills l4pi pylvddn, joka
sisdlsi 80kD osalle kohdistettua monoklonaalista vasta-ai-
netta, kuten on osoitettu taulukossa 3. Suunnilleen 65 %
kdytetystd aktiivisuudesta saatiin talteen pylvd&dllsd ja
50 % tdstd sidotusta materiaalista eluoitui aktiivisessa
muodossa ja 5-kertaa suurempana konsentraationa kuin alku-
peréinen vdliaine. Aktiivinen kompleksi voidaan eristii
ndin affiniteettikromatografian avulla'kéyﬁtéen vain 80kD
lajeille spesifistid vasta-ainetta.

TAULUKKO 3: 92kD-80kD koaguloitumisaktiivisen kompleksin
osittainen puhdistaminen

Fraktio Coatest 80kD ELISA
U/ml U/ml
Vdliaine .004y 0.175
Lipivirtaus .0017 0.13
Eluaatti .0200 0.76

TAULUKKO 3: jatkuu

98829
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100 pg anti-80kD monoklonaalista vasta-ainetta (56
IgG) (Nordfang et al., Thromb. Haemostasis (1965)
53:346) liitettynd Sepharose CLUB:hen inkuboitiin yli
yon 20°C:ssa 1.4 ml:n kanssa vdliainetta, joka sisédl-
ti4 6.2mU kokoaktiivisuuden (maarltettyna Coatest-ko-
keella pSVF8-92 ja pSVF8-80 plasmideilla keratransfek-
toiduilla COS-soluilla). Inkuboinnin jilkeen liete
vietiin pylvédseen ja ldpivirtausfraktio koottiin.
Pylvds pestiin 300 ul:1la puskuria A (SOmM imidatsoli,
.1M NaCl, 0.1 % natriuminsuliini, 0.2 % NaNz, pH 7.3)
ja e1u01t11n sitten 300 pl:1lla puskuria B (2.5M NaCl,
50 % etyleeniglykoli, 0.5M imidatsoli, 0.1M CaCl2,
0.1 % natriuminsuliini, 0.2 % NaNB, pH 7.3).

T4ssd esitetyt tulokset osoittavat, ettd B-linkkeri-
alueen, joka sis&lt## 918 aminohappoa tai noin 40 % koko
ehjin proteiinin aminohapoista, ekspressoitumista eil tarvi-
ta tekiji VIII:C aktiivisuutta varten. VYksitt&isten 92kD
ja B0kD alueiden ko-ekspressoitumisen saa aikaan tekiji
VIII:C-aktiivisuustason, joka on verrattavissa koko tekijé&
VIII:C:td koodaavan alueen ekspressoitumisessa saatuun ak-
tiivisuustasoon. N&mi proteiinit kerdéntyv&t in vivo muo-
dostamaan aktiivisen kompleksin, joka on yhdistetty kal-
siumsillan avulla. Kokoonpano ei vaadi B-alueen ldsndoloa
ja tapahtuu tehokkaasti kahdelle ketjulle, jotka ovat eks-
pressoituneet in trans.

On ilmeistid yllid olevien tulosten perusteella, etta te-
kijd VIII:C-aktiivisuus voidaan saada aikaan tuottamalla
suoraan N-terminaalinen fragmentti ja C-terminaalinen frag-
mentti, jotka ekspressoituvat toisistaan riippumatta, jol-
loin kullakin on oma signaalisekvenssins&d. Tekijd VIII:C
voidaan saada ndin tehokkaammin, koska suurta prekursoria
ei tarvitse kloonata ja kéyttdi tekijd VIII:C-aktiivisuu-
den'kobdaavana sekvenssind. Soluja, joilta vol puuttua
kyky tuottaa sopivan kypsyysasteen omaava tekijd VIII:C-
proteiinia, voidaan kéyttéé ndin tekijd VIII:C:n ekspres-

soimiseen.

Esimerkkil 2

92kD proteiinin ekspressio COS-soluissa kZyttZen

pSVF8-92 rakennetta oli alhalnen verrattuna tuotetun SOkD
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proteiinin mé&rdin. Rakennetta muunnettiin siksi yritet-
tdessd 1isdtd 92kD proteiinin tasoa. Seuraavan tyyppiset
modifikaatiot tehtiin: Muutokset tekija VIII:C geenin 5!
ei-translatoidussa sekvenssissi; heterologisten 5' ei-

translatoitujen ja 1leader-sekvenssien sisdllyksessd; jJa
muutokset 3' ei-translatoiduissa sekvensseiss&. Nimi ra-

kenteet ovat yhteenvetona alla.

A. Ekspressioplasmidit

A.l. 5' ei-translatoidun alueen modifikaatiot
Plasmidi pSVF8-92B. Tdmd plasmidi on pSVF8-92:n joh-
dannainen, jossa pSVF8-92:n 30 emisparin 5' ei-translatoi-

tu sekvenssi on korvattu ihmisen tekiji VIII:C c¢DNA:n koko
5' ei-translatoidulla alueella (nukleotidit 1-171; katso

kuvaa 8 Truett et al., supra), jossa on deletio G-C hinnis-

sd& (in vitro paikka-spesifinen mutageneesi) ja kolmen emik-
sen muutokset, jotka on osoitettu alku ATG:n zlapuolella
(asemassa +172, kuva 8, Truett et al., supra) vahvistamaan

Kozak'in edulliset sekvenssit tehokkaalle lZhetti-trans-

laatiolle eukarioottisoluissa:

Tekijd VIII:C: GTCATG CAA
Kozak konsensus: ACCATG G

Tdm& muutos muuttaa signaalipeptidin toisen aminohapon
Glu:ksi Gln:sta.

Plasmidi pSVF8-92E,. Tdmd plasmidi on pSVvF8-92B:n joh-

dannainen, jossa pSV7d:std periisin oleva polriinkkeri 5'-

suuntaan tekijd VIII:C sekvensseistd poistetzzn lukuunotta-
matta Sall-kohtaa ja ATG-kodoni 5' translatoizumattomalla
alueella (41 kohdassa Truett et al., supra) cn vaihtunut

ATT:ksi in vitro mutageneesilla.
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A.2. Heterologisten 5' ei-translatoitujen alueiden ja

leader-sekvenssien lis&idminen
Plasmidit pSVF8-92G, H ja I. N&mid plasmidit ovat

pSVF8-92B johdannaisia, joissa 5' ei-translatoitu alue ku-

ten my®s luonnollinen tekijd VIII:C signaalisekvenssi kor-
vataan analogisella alueella ihmisen kudosplasminogeeniak-
tivaattori (tPA) cDNA-geenisti. pSVFE-92G:ssi ensimmidiset
35 aminohappoa (signaalisekvenssi) tPA 5'-alueesta liite-
tddn kypsédin tekijid VIII:C 92kD:hen seriinin korvatessa
92kD proteiinin ensimmdisen aminohapon (alaniinin).
pSVFB8-921:ss4 tPA 5'-alueen ensimmiiset 23 aminohappoa 1ii-
tetdin kypsdidn tekijid VIII:C 92kD proteiiniin. tPA sek-
venssit ovat samat kuin kuvattiin pSVF8-80:11le.

Plasmidi pSVF8-92J. T&mid plasmidi on pSVF8-92G:n joh-

dannainen, jossa tPA 5'-alue on korvattu herpes simplex

virus-1 (HSV-1) 75 emidsparin dG 5' ei-translatoiduilla sek-
vensseilld ja HSV-1 gD signaalisekvenssin 75 emésparilla.
pSVF8-92J:st& puuttuu myds Ala - Ser substituutio (Watson,
R.J., et al., Science (1982) 218:381-384).

A.3. 3' ei-translatoidun alueen muutokset
Plasmidi pSVF8-92C. T&mi plasmidi on pSVF8-92B:n muun-

nos, jossa 92kD koodaava alue on liitetty suoraan ihmisen

tekijsd VIII:C cDNA:n translaation lopetuskodoniin ja luon-
nollisiin 3' ei-translatoituihin sekvensseihin. T&dm& plas-
midi on pSVR8-200:n johdannainen.

Plasmidi pSVF8-92L. T&mid plasmidi on pSVF8-92C:n joh-
dannainen, jossa pSVF8-92C:n 3' ei-translatoitu alue on
korvattu pSVF8-80:n 3' ei-translatoidulla alueella.

B. Tulokset

Kukin osan A plasmideista transfektoitiin COS7-solui-
hin yhdessd pSVF8-80 kanssa, kuten kuvattiin esirmerkissd
1 ja vidliaine testattiin tekij& VIII:C-aktiivisuuden suh-

teen kuten esimerkissid 1.
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pSVF-8-92B, ensimmiinen testatuista, osoitti aktiivi-
suustasoja, jotka vaihtelivat v#11114 2-8 kertaa paremmat
kuin pSVF8-92. J&ljelld olevista plasmideista pSVF8-92E
osoittautui parhaimmaksi, ollen 1.65 kertaa parempi kuin
pSVF8-92B. pSVF8-92J ja I tuottivat myds piiasiassa kor-
keampla ekspressiotasoja kuin pSVF8-92 ollen lihelld
pSVF8-92E:n tasoja. pSVF8-92G:n ekspressiotaso lihentelee
pSVF8-92:n tasoa, kun taas pSVF8-92H:n oli piiosin pienem-
pi kuin pSVF8-92:n. Sek#d pSVF8-92C:n ett#d pSVF8-92L:n
ekspressiotasot ndyttivdt olevan samansuuruiset kuin
pSVF8-92E:114.

Esimerkki 3
Tdmd esimerkki kuvaa polypeptidien tuottamista varten

tarvittavien rakenteiden valmistusta, jotka sisiltivit
92kD ketjun ja osan B-osasta. N&mi johdannaiset tehtiin
yritettédessd kehittdi raskas ketju, joka on stabiilimpi
ja/tai yhdistyy tehokkaammin aktiiviseksi kompleksiksi ke-
vyen ketjun kanssa. Johdannaiset valittiin jdljittelemidin
molekyylilajeja, joita on havaittu tekiji VIII:C:n plas-
masta perdisin olevissa valmisteissa ja solulysaateissa ja
rekombinantti tdysipituista tekiji VIII:C:t& ekspressii-
vien solujen‘tasapainotetussa vdliaineessa. N&dm& voisivat
mahdollisesti syntyd tidysipituisen tekiji VIII:C:n ‘trom-
biinin avulla tapahtuvalla pilkkomisella.

A. Ekspressioplasmidien valmistaminen

A.1 pSVF8-928

Tdm&d plasmidi koodaa 982 aminohapon raskasta ketjua ja
valmistettiin t&dysipituisesta cDNA plasmidista pSVF8-302
osittaisella pilkkomisella B-osaa koodaavan alueen ensim-
mdisessd SacIl kohdacssa. Oligonukleotidi adaptoria kédytet-
tiin translaation stop-kodonien asettamisessa ja koodaavan
sekvenssin liitt&misessd ihmisen luonnollisen tekiji
VIII:C 3' ei-translatoidun sekvenssin koodaavaan sekvens-

siin, joka alkaa ensimmiisestid Ball-kohdasta. TZmi plas-
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midi koodaa ihmisen natiivin tekijid VIII:C:n 978 ensimmiis-
td aminohappoa ja 4 substituoituja aminohappotdhteitd kar-
boksipddssd.

A.2 pSVF8-160
Timd plasmidi saa aikaan 1323 aminohapon raskaan ket-

jun ja se valmistettiin tdysipituisesta kloonista (nimetty
pSVF8-303:ksi), joka on samanlainen kuin pSVFE-200, mutta
jolla on pSVF8-92E:n 5' ei-translatoitu alue. pSVFE8-303
pilkotﬁiin EcoRV:n ja Smal:n avulla ja tylpdt pd&dt liitet-
tiin yhteen muodostamaan pSVF8-160. T&mi plasmidi koodaa
tekijd VIII:C:n 1315 ensimmdistd aminohappoa. Kahdeksan
ronsense aminohappoa lisdt#Zn karboksip&d#Zhidn vektori

pSV7d polylinkkerien yhteenliittymisen tuloksena.

A.3 pSVF8-170

T4dm& plasmidi saa aikaan 1416 aminohapon raskaan ket-
jun ja se valmistettiin my&s pSVF8-303:sta. pSVF8-303 pil-
kottiin osittain BglII:n avulla ja syntynyt 6811 emésparin
fragmentti eristettiin geelilld ja p&dé&t liitettiin yhteen
muodostamaan pSVF8-170. Timi plasmidi koodaa tekijé
VIII:C:n 1405 ensimmidistd aminohappoa ja sill&d on 11 non-
sense aminohapon karboksyyliuloke, joka johtuu vektori
pSVF7d polylinkkerin liittymisesté&.

A.4 pSVF8-120

T4m4 plasmidi saa aikaan 1107 aminohapon raskaan ket-
jun ja se valmistettiin pSVF8-303:sta. Plasmidi pSVF8-303
pilkottiin Apal:n avulla ja kohesiiviset pddt t&ytettiin
Tu—polymeraasilla; Syntynyt molekyyli pilkottiin edelleen
SmaI:114, DNA itse-liittyi ja lisd&ntyi E. coli HB10l:ssi.
Tim4 plasmidi koodaa 1102 aminohappoa tekijéd VIII:C:n ami-

nopidistd ynnd 5 lisiaminohappoa karbcksyylip&d&sséi.

B. Tulokset
Kunkin osan A plasmideista transfektoitiin COS7-solui-

hin yhdessi pSVF8-80 kanssa, kuten kuvattiin esimerkissd 1
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Ja vdliaine testattiin tekiji VIII:C:n aktiivisuuden suh-
teen kuten esimerkissid 1.

Jokainen n8istd plasmideista osoitti pidfosin alentunei-
ta ekspressiotasoja verrattuna pSVF8-92E:n ekspressiotasoi-
hin. RIA:n suhde Coatest-aktiivisuuteen on pSVF8-160:11a
ja pSVF8-170:114 noin 1.8 verrattuna pSVF8-92E:n suhtee-
seen 7.2. T&dm& tulos viittaa siihen, ettd nidillid pitemmil-
14 raskaan ketjun johdannaisilla on suurempi spesifinen ak-
tiivisuus, miki merkitsee sitd, ettd ne ovat liittyneet te-
hokkaammin aktiivisiksi alayksikk®komplekseiksi kuin 92kD
molekyyli itse. My&s koaguloitumisaktiivisuuden suhde
Coatest-aktiivisuuteen on alhaisempi pitemmilli ketjuilla
~ 1.7 verrattuna 2.3:een 92kD:1le ja 1.35:een tdydellisel-
le molekyylille, viitaten siihen, ettd ndmid pitemmit poly-
peptidit muodostavat komplekseja, jotka eivdt ole yhtd ak-
tivoituneita kuin 92kD + 80 kD kompleksi.

Esimerkki 4

Tdmd esimerkki kuvaa stabiilien CHO-solulinjojen, jot-
ka tuottavat tekij& VIII:C 92kD-80kD ketjukompleksia, val-
mistusta.

CHO-DUKX-Bl1 -solut (Urlaub ja Chasin, P.N.A.S. (1980)
T77:4216-4220) kotransfektoitiin pSVF8-92C tai pSVFE-92E,
pSVF8-80 ja pAd-DHFR plasmideilla k#yttien Graham'in ja
Van der Eb'in kalsiumfosfaattisaostusmenetelmdd (op. cit.)
Ja Wigler et al.:n julkaisussa Cell (1978) 14:725-731) ja
Lewis et al.:n julkaisussa Somatic Cell Genetics (1980)

6:333-347 kuvaamia modifikaatioita. T&mi plasmidi pAd-
DHFR, joka sisdlt&id dhfr-geenin, rakennettiin 1iittZmi114
adenovirus-2 (AG-MLP, karttayksikoét 16-17.3) my8hZis piZ-
promoottori hiiren dhfr c¢DNA:han 5'-pdissd. SVU40:n pienti
t-antigeenia koodaava DNA ja SV4O-varhaisalue polyadenyvlaa-
tiokohta saatiin pSV2-neo plasmidista (Southern ja Berg,

J. Mol. Appl. Genet. (1982) 1:327-341) ja liitettiin dhfr

¢DNA:n 3'-pd&hdn. NiEZmi kolme segmenttii alikloonettiin

plasmidiin pBR322 plasmidin pAd-DHFR saamiseksi. Flasmi-
dien painosuhteet olivat vastaavasti 10:1:5 pSVF8-22C:n
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kotransfektiossa ja 1:1:1 tai 10:10:1 pSVF8-92E:n kotrans-
fektiossa. Yhdessd pSVF8-92C:n transfektioista, plasmidit
pilkottiin Pvul:114, joka pilkkoo ainutlaatuisesti
pBR322:n beta-laktamaasigeenissid. T&dssd tapauksessa 1ii-
tettiin lineaarisia DNA-molekyylejid superkiertyneiden mo-
lekyylien sijasta. Syntyneiden DHFR-positiivisten kloo-
nien vdliaine seulottiin ELISA:ﬂ ja Coatestin avulla, ku-
ten y11& kuvattiin. Positiivisten kloonien stabiilisuus
arvioitiin toistetuilla l&4pikuluilla T-75 pulloissa ja vi-
liaineen tutkimisilla. Alapuolella oleva taulukko U4 esit-
td8 lineaarisesta DNA:sta saatujen positiivisten stabii-

lien kloonien ekspressiotasoja.

Taulukko 4
Klooni mU Coatest
pSVF8-92C
11-D6 43
11-D5 30
pSVF8-92F
8-C1 18.2

10-C2 70.0

pSVF8-92C ryhmidn primddriset kloonit sdilytettiin T-75
pulloissa. Klooni-11-D5 osoittautui olevan korkeimmin
ekspressoiva klooni, tuottaen > 90 mU/ml Coatest-aktiivi-
suutta T-75 pulloviljelmissd. Kuuden viikon 1l1ldpikulun j&l-
keen tdmi klooni saatettiin valintaan 0.025 uM, 0.05 uM,
0.1 yM ja 0.2 pyM metotreksaatissa. Kloonit ilmestyivit
0.025 pyM levyille, osoittaen, ettd DHFR-geenit olivat 1i-
sddntyneet metotreksaation matalilla tasoilla.

Ryhm&n pSVF8-92E ryhmin linjat 8-Cl ja 10-C2 valikoi-
tiin metotreksaatissa (0.025 pyM - 0.2 uM) ja resistentit
kloonit tutkittiin tekijid VIII:C-aktiivisuuden suhteen
Coatestilld, RIA:1la ja ELISA:1la. Tutkittiin 22 meto-
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treksaatti-resistenttid 8-Cl kloonia, joista 10:n tiedot
on esitetty taulukossa 5. Tekijd VIII:C:n lisddntymismiiri
vaihtelee kloonien vdlille, viitaten siihen, ettid jokin
alayksikkOgeeneistd voil olla lisddntynyt DHFR-kasetin kera
tai molemmat niisti tai ei yksik&i#n. Huomatkaa klconit
8C1-A2, 8C1-A2, 8C1-C2 ja 8C1-C5 esimerkkeini ndistid nel-
jédstd mahdollisuudesta. Samalla lailla arvioitiin 30 10~
C2:n metotreksaatilla valikoitua johdannaista, jotka on
myos esitetty taulukossa 5. Nimi sisdltivit myods aktiivi-
suusspektrin. Huomatkaa kloonit 10C2-A2, 10C2-D2, 10C2-B5
ja 10C2-C6 esimerkkeinid neljisti erilaisesta keralisiinty-

misen mahdollisuudesta.

Taulukko 5
Konsentraatio MTX Coatesti ELISA RIA

Klooni uU uU/ml pU/ml pU/ml

8-C1 0 18 1275 n.d.
8C1-A1 0.1 <50 1750 80
8C1-A2 0.1 60 1850 >1000
8C1-AS 0.05 2 100 10
8C1-B3 0.025 33 1950 1000
8C1-B4 0.025 50 3550 820
8C1-B5 0.025 35 1950 >1000
8C1-C?2 0.025 130 13,100 >>1000
8C1-C3 0.025 165 3900 >>>1000
8C1-C5 0.025 30 1750 760
10-C2 0 200 1400 700
10C2-A1 0.05 61 1600 400
10C2-A2 0.1 67 6700 700
10C2-A4 0.05 63 2250 1200
10C2-A5 0.05 183 9450 2660
10C2-A6 0.05 320 8600 7400
10C2-B1 0.05 408 8100 4300
-10C2-B3 0.05 134 800 9800
10C2-BY4 0.05 39y 18,000 7800
10C2-B5 0.05 461 15,000 8400
10C2-B6 0.05 247 2200 9800
10C2-C1 0.1 160 8100 7600
10C2-C2 0.05 228 6000 5600
10C2-C3 0.05 294 14,850 2650
10C2-C5 0.05 2914 12,400 5400
10C2-C6 0.05 100 1350 520
l10C2-D2 0.05 496 1560 16,400
10C2-D3 0.05 242 10,200 2260
10C2-DY 0.05 165 14,100 3500
10C2-D5 0.05 316 7800 5200
10C2-D6 0.05 141 1600 6400
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Plasmidit pSVF8-92 ja pSVF8-80 talletettiin American
Type Culture Collection'iin (ATCC) 24 tammikuuta 1986 ja
niille annettiin ATCC-hyviksymisnumerot 40222 ja 40223. .
Plasmidi pSVF8-200 talletettiin ATCC:hen 17. heinikuuta
1985 ja sille annettiin hyviksymisnumero 40190.

Vaikka edelld olevaa keksint8i on kuvattu joissakin
yvksityiskohdissa esimerkin vuoksi tark@ituksena selventdid
sen ymmdrtdmistd, on ilmeist&d, ettd tiettyji muutoksia ja
modifikaatioita voidaan tehdi vaatimusten suojapiirin puit-
teissa.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd rekombinantti-proteiinikompleksin valmista-
miseksi, jolla on ihmisen tekija VIII:C-aktiivisuus, mutta
jolta puuttuu ihmisen tekija VIII:C:n B-osa kokonaan tai
osaksi, tunnettu siiti, ettd koekspressoidaan in trans euka-
rioottisessa transformantti-iséntésolussa

(a) ensimmdinen plasmidi, joka sisaltaa geenin, joka koo-
daa signaalisekvenssii ja polypeptidid, jolla on sama amino-
happosekvenssi kuin ihmisen tekij& VIII:C:n A-osalla tai ami-
nohapposekvenssi, joka ei eroa siita enempda kuin 10%, ja
mahdollisesti sisdltdd vahemman kuin tdyspitkdn ihmisen
tekija VIII:C:n B-osan sekvenssin, mutta plasmidi ei sisalla
C-osaa, ja

(b) toinen plasmidi, joka sisaltaa geenin joka koodaa
signaalisekvenssia ja polypeptidid, jolla on sama aminohap-
posekvenssi kuin ihmisen tekija VIII:C:n C-osalla, tai ami-
nohapposekvenssi, joka ei eroa siita enempda kuin 10%, mutta
plasmidi ei sis&lld A- eik& B-osaa;
ja eritetdan rekombinantti-proteiinikompleksi.

2. Vaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu siitd, ettéa
toisen geenin koodaaman polypeptidin aminohapposekvenssi on
sama kuin ihmisen tekij& VIII:C:n aminohappojen 1649-2322
aminohapposekvenssi .

3. Vaatimuksen 2 mukainen menetelma, tunnettu siitd, etta
ensimmdisen geenin koodaaman polypeptidin aminohapposekvenssi
on sama kuin ihmisen tekija VIII:C:n aminohappojen 1-740 ami-
nohapposekvenssi.

4. Vaatimuksen 2 mukainen menetelmi, tunnettu siitd, etta
ensimméisen.geenin.koodaaman;polypeptidin aminohapposekvenssi
on sama kuin ihmisen tekijd VIII:C:n aminohappojen 1-1102
aminohapposekvenssi .

5. Vaatimuksen 2 mukainen menetelmd, tunnettu siitd, etta
ensimméisen.geenin.koodaaman.polypeptidin aminohapposekvenssi
on sama kuin ihmisen tekijd VIII:C:n aminohappojen 1-1315
aminohapposekvenssi.

6. Vaatimuksen 2 mukainen menetelmi, tunnettu siitd, etta
ensimméisen.geenin.koodaaman.polypeptidin aminohapposekvenssi
on sama kuin ihmisen tekijd VIII:C:n aminohappojen 1-1405
aminohapposekvenssi.
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7. Minkad tahansa vaatimuksista 1 - 6 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd eukarioottinen transformantti-isdntasolu
on imettavaisen solu.

8. Minkd tahansa vaatimuksista 1 - 7 mukainen menetelma,
tunnettu siitd, ettd ensimmdinen geeni sisdltda ihmisen teki-
j& VIII:C:n 5’ ei-translatoidun DNA-sekvenssin, joka lisaa
ensimmdisen geenin koodaaman polypeptidin ekspressiota.

9. Minkd tahansa vaatimuksista 1 - 7 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd ensimmdinen geeni sisdltdd ihmisen te-
kija& VIII:C:n 3’ ei-translatoidun DNA-sekvenssin, joka liséaa
ensimmidisen geenin koodaaman polypeptidin ekspressiota.

10. DNA-koostumus kdytettdvaksi isdntdsolun transformoin-
nissa sanotun DNA-koostumuksen kasittdessd ensimmdisen ja
toisen plasmidin, tunnettu siitd, ettd ensimmdinen plasmidi
kdsittdd ensimmidisen ekspressiokasetin, joka kasittaa ensim-
miisen geenin, joka koodaa signaalisekvenssid ja polypepti-
did, jolla on sama aminohapposekvenssi kuin ihmisen tekija
VIII:C:n A-osalla tai aminohapposekvenssi, joka ei eroa siita
enempdd kuin 10 %, ja mahdollisesti sisdltda vahemmdn kuin
tdyspitkdn ihmisen tekija VIII:C:n B-osan sekvenssin, mutta
ei sisdlla C-osan sekvenssid, isé&ntdsolussa toimintakykyisten
transkription ja translaation sdatelysignaalisen alaisena;
ja ettd lisdksi toinen plasmidi k&sittdd toisen ekspressio--
kasetin joka sisdltda geenin, joka koodaa signaalisekvenssid
ja polypeptidia, jolla on sama aminohapposekvenssi kuin
ihmisen tekijad VIII:C:n C-osalla tai aminohapposekvenssin,
joka ei eroa siitd enemp&d kuin 10 %, eikd sisdlld A eika B-
osaa, sanotussa isdntdsolussa toimintakykyisten transkription
ja translaation sdatelysignaalien alaisena.

11. Vaatimuksen 10 mukainen DNA-koostumus, tunnettu siitd,
ettd sanottu ensimmidinen kasettigeeni koodaa polypeptidia,
joka kasitt&a ainakin 90 % ihmisen tekijad VIII:C:n aminohap-
pojen 1-740 aminohapposekvenssista ja sanottu toinen kasetti-
geeni koodaa polypeptidid, joka kdsittdd ainakin 90 % ihmisen
tekijd VIII:C:n aminohappojen 1649-2332 aminohapposekvens-
seista.

12. Isanté-imettavaissolu, tunnettu siitd, etta se on
transformoitu vaatimuksen 10 tai 11 mukaisella DNA-koostumuk-
sella.
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Patentkrav

1.Foérfarande for framstallning av rekombinant-pro-
teinkomplex, vilket har aktiviteten hos human faktor VIII:C,
men som helt eller delvis saknar B-domdnen hos human faktor
VIII:C, ké&nnetecknad dirav, att i en eukaryotisk transforme-
rad vardcell in trans ko—uttchkes:

(a) en foérsta plasmid vilken innehdller en gen som kodar en
signalsekvens och en polypeptid, vilken har samma aminosyre-
sekvens som A-domdnen i human faktor VIII:C eller en amino-
syresekvens som inte skiljer sig mer &n 10 % fran denna, och
méjligen innehdller mindre an hela langden hos sekvensen i B-
domanen hos human faktor VIII:C, men vilken plasmid inte
innehdller C-domdnen, och

(b) en andra plasmid vilken innehdller en gen som kodar en
signalsekvens och en polypeptid, vilken har samma aminosyre-
sekvens som C-dominen i human faktor VIII:C eller en amino-
syresekvens som inte skiljer sig mer 4n 10 % fran denna, men
vilken plasmid inte innehdller vare sig A- eller B-domdnen,
och rekombinant-proteinkomplexet utséndras.

2. Foérfarande enligt patentkrav 1, kédnnetecknat
darav, att aminosyresekvensen hos den polypeptid som kodas av
den andra genen ir densamma som aminosyresekvensen 1649-2322
hos human faktor VIII:C.

3. Foérfarande enligt patentkrav 2, kidnnetecknat
darav, att aminosyresekvensen hos den polypeptid som kodas av
den férsta genen &r densamma som aminosyresekvensen 1-740 hos
human faktor VIII:C.

4. Forfarande enligt patentkrav 2, kéannetecknat
darav, att aminosyresekvensen hos den polypeptid som kodas av
den fdrsta genen ar densamma som aminosyresekvensen 1-1102
hos human faktor VIII:C.

5. Forfarande enligt patentkrav 2, kdnnetecknat
darav, att aminosyresekvensen hos den polypeptid som kodas av
den fdérsta genen &4r densamma som aminosyresekvensen 1-1315
hos human faktor VIII:C.

6. Forfarande enligt patentkrav 2, kédnnetecknat
darav, att aminosyresekvensen hos den polypeptid som kodas av
den férsta genen 4r densamma som aminosyresekvensen 1-1405
hos human faktor VIII:C.
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7. Férfarande enligt nagot av patentkrav 1-6, kédnne-
tecknat darav, att den eukaryotiska transformerade vardcellen
ar en daggdjurscell.

8. Forfarande enligt nagot av patentkrav 1-7, kénne-
tecknat darav, att den fdOrsta genen innehdller en icke-trans-
laterad 5’-DNA-sekvens ur humén faktor VIII:C, vilken Okar
expressionen av den polypeptid som den fd6rsta genen kodar.

9. Férfarande enligt nagot av patentkrav 1-7, kédnne-
tecknat dédrav, att den fdérsta genen innehdller en icke-trans-
laterad 3'-DNA-sekvens ur human faktor VIII:C, vilken &kar
expressionen av den polypeptid som den fdrsta genen kodar.

10. DNA-sammansattning f£&ér anvdndning vid transfor-
mering av vardcell, varvid sagda DNA-sammansdttning omfattar
den férsta och den andra plasmiden, ké&nnetecknad darav, att
den fdrsta plasmiden omfattar den férsta expressionskasset-
ten, vilken omfattar den foérsta genen som kodar en signal-
sekvens och en polypeptid vilken har samma aminosyresekvens
som A-domanen hos human faktor VIII:C eller en aminosyresek-
vens som inte skiljer sig mer &n 10 % fran denna, och mdjli-
gen innehdller mindre &n hela langden hos sekvensen i B-
domanen hos human faktor VIII:C, men vilken inte innehdller
sekvensen i C-domanen, underlydande de i vardcellen gdllande
reglersignalerna for transkription och translation;
och att ytterligare den andra plasmiden omfattar den andra
expressionskassetten som kodar en signalsekvens och en poly-
peptid vilken har samma aminosyresekvens som C-domdnen hos
human faktor VIII:C eller en aminosyresekvens som inte skil-
jer sig mer a4n 10 % fran denna, samt inte innehdller vare sig
A- eller B-domdnen, underlydande de i ndmnda vardcell gallan-
de reglersignalerna foér transkription och translation.

11. DNA-sammansdttning enligt patentkrav 10, kédnne-
tecknad darav, att namnda fdérsta kassettgen kodar en polypep-
tid, vilken omfattar minst ca 90 % av aminosyresekvensen hos
aminosyrorna 1-740 hos human faktor VIII:C, och att namnda
andra kassettgen kodar en polypeptid, vilken omfattar minst
ca 90 % av aminosyresekvensen hos aminosyrorna 1649-2332 hos
human faktor VIII:C.
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12. Vardcell av diggdjur, kénnetecknad darav, att
den ar transformerad med en DNA-sammansdttning enligt patent-
krav 10 eller 11.
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