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Patentkrav

1. Rekombinant faktor VIII (FVIII)-protein omfattende; farste polypeptid
omfattende formel I; (A1) - a1 - (A2) - a2 - [B]; og et andre polypeptid
omfattende formel Il: a3 - (A3) - (C1);
hvori det farste peptidet og det andre polypeptidet fusjoneres eller eksisterer
som et heterodimer;
hvori a) A1 er et A1-domene av FVIII; b) A2 er et A2-domene av FVIII; ¢)
[B] er et B-domene av FVIII, et fragment derav, eller slettes d) A3 er et A3-
domene av FVIII; e) C1 er et C1-domene av FVIII; og f) a1, a2, og a3 er
syreavstandsregioner;
hvori A1-domenet omfatter en permissiv slgyfe-1 (A1-1)-region og en
permissiv slgyfe-2 (A1-2)-region som en heterolog moietet kan settes inni
uten a eliminere prokoagulant aktivitet til det rekombinante proteinet;
hvori A2-domenet omfatter en permissiv slgyfe-1 (A2-1)-region og en
permissiv slgyfe-2 (A2-2)-region som en heterolog moietet kan settes inni
uten & eliminere prokoagulant aktivitet til det rekombinante proteinet;
hvori A3-domenet omfatter en permissiv slgyfe-1 (A3-1)-region og en
permissiv slgyfe-2 (A3-2)-region som en heterolog moietet kan settes inni
uten a eliminere prokoagulant aktivitet til det rekombinante proteinet;
hvori minst én av regionene A1-1, A1-2, A2-1, A2-2, A3-1, A3-2 eller a3
omfatter en heterolog moietet; og

hvori det rekombinante FVIlI-proteinet utviser prokoagulant aktivitet.

2. Det rekombinante FVIlI-proteinet ifglge krav 1, hvori den heterologe
moieteten ikke er en XTEN.

3. Det rekombinante FVIll-proteinet ifglge krav 1 eller 2 hvori
(@) A1-1-regionen korresponderer et med en region i nativ moden human
FVIII fra omtrent aminosyre 15 til omtrent aminosyre 45 eller fra

omtrent aminosyre 18 til omtrent aminosyre 41 i SEQ ID NO:1,
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(b) A1-2-regionen korresponderer et med en region i nativ moden human
FVIII fra omtrent aminosyre 201 til omtrent aminosyre 232 eller fra
omtrent aminosyre 218 til omtrent aminosyre 229 i SEQ ID NO:1,

(c) AZ2-1-regionen korresponderer et med en region i nativ moden human
FVIII fra omtrent aminosyre 395 til omtrent aminosyre 421 eller fra
omtrent aminosyre 397 til omtrent aminosyre 418 i SEQ ID NO:1,

(d) A2-2-regionen korresponderer et med en region i nativ moden human
FVIII fra omtrent aminosyre 577 til omtrent aminosyre 635 eller fra
omtrent aminosyre 595 til omtrent aminosyre 607 i SEQ ID NO:1,

(e) AB3-1-regionen korresponderer et med en region i nativ moden human
FVIII fra omtrent aminosyre 1705 til omtrent aminosyre 1732 eller fra
omtrent aminosyre 1711 til omtrent aminosyre 1725 i SEQ ID NO:1,
og

(f)  A3-2-regionen korresponderer et med en region i nativ moden human
FVIII fra omtrent aminosyre 1884 til omtrent aminosyre 1917 eller fra

omtrent aminosyre 1899 til omtrent aminosyre 1911 i SEQ ID NO:1.

Det rekombinante FVIlll-proteinet ifglge krav 1, hvori den heterologe
moieteten settes inn umiddelbart nedstrgms fra en aminosyre som
korresponderer med en aminosyre i moden nativ human FVIII valgt fra
gruppen bestaende av: aminosyre 18 i SEQ ID NO:1, aminosyre 22 i SEQ
ID NO:1, aminosyre 26 i SEQ ID NO:1, aminosyre 40 i SEQ ID NO:1,
aminosyre 188 i SEQ ID NO:1, aminosyre 216 i SEQ ID NO:1, aminosyre
220 i SEQ ID NO:1, aminosyre 221 i SEQ ID NO:1, aminosyre 224 i SEQ
ID NO:1, aminosyre 333 i SEQ ID NO:1, aminosyre 336 i SEQ ID NO:1,
aminosyre 339 i SEQ ID NO:1, aminosyre 399 i SEQ ID NO:1, aminosyre
403 i SEQ ID NO:1, aminosyre 409 i SEQ ID NO:1, aminosyre 416 i SEQ
ID NO:1, aminosyre 442 i SEQ ID NO:1, aminosyre 490 i SEQ ID NO:1,
aminosyre 599 i SEQ ID NO:1, aminosyre 603 i SEQ ID NO:1, aminosyre
1711 i SEQ ID NO:1, aminosyre 1720 i SEQ ID NO:1, aminosyre 1725 i



SEQ ID NO:1, aminosyre 1796 i SEQ ID NO:1, aminosyre 1802 i SEQ ID
NO:1, aminosyre 1900 i SEQ ID NO:1, aminosyre 1905 i SEQ ID NO:1,
aminosyre 1910 i SEQ ID NO:1 og en hvilken som helst kombinasjon

derav.

Det rekombinante FVIlI-proteinet ifglge hvilket som helst krav 1 til 4, hvori
en ekstra heterolog moietet settes inn i a3 umiddelbart nedstrgms fra en

aminosyre som korresponderer med aminosyren 1656 i SEQ ID NO:1.

Det rekombinante FVIll-proteinet ifglge hvilket som helst krav 1 til 5,
videre omfattende minst to, tre, fire, fem seks, sju, atte eller ni heterologe

moieteter i tillegg.

Det rekombinante FVIlI-proteinet ifglge hvilket som helst krav 1 til 6, hvori minst

én heterolog moietet omfatter et element som gker in

vivo halveringstidden til protein hvori elementet velges fra:

(@)  albumin;

(b)  albuminbindende polypeptid;

(c) Fc;

(d) PAS;

(e) C-terminalpeptidet (CTP) til B-underenheten ved humant

choriongonadotropin;

(f) polyetylenglykol (PEG);

(g)  hydroksyetyl stivelse (HES);

(h)  albuminbindende sma molekyler;

(i) clearance-reseptor, eller fragment derav, hvori clearance-reseptoren
blokkerer binding av det rekombinante FVIll-proteinet til FVIII-
clearance-reseptorer;

(j) lipoprotein reseptor-relatert protein 1 (LRP1) med lav tetthet eller et
FVIll-bindende fragment derav; og

(k) en hvilken som helst kombinasjon av (a)-(h).
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Det rekombinante FVIlI-proteinet ifalge hvilket som helst krav 1 til 7, hvori den

minst ene heterologe moieteten omfatter et peptid eller polypeptid som

muliggjer visualisering eller lokalisering av det rekombinante FVIII-

proteinet in vitro, in vivo, ex vivo eller en hvilken som helst kombinasjon

derav; hvori peptidet eller polypeptidet som muliggjar visualisering eller

lokalisering, velges fra:

(1)

biotin-akseptorpeptid,

liponsyre-akseptorpeptid,

fluorescensprotein,

GFP,

RFP,

YFP,

EGFP,

EYFP,

cystein-inneholdende peptid til ligasjon av en biarsenikal farge eller
for & konjugere metastabil technetium,

4' 5'-bis(1,3,2-ditioarsolan-2-yl)fluorescein (FIAsH),

peptid for a konjugere europium-klatrater til fluorescensresonans-
energioverfgring (FRET)-baserte proximity-assayer, og

en hvilken som helst kombinasjon derav.

Isolert nukleinsyre omfattende en sekvens som koder den rekombinante

FVIll-proteinet ifalge hvilket som helst krav 1 til 8.

Uttrykksvektor omfattende nukleinsyren ifglge krav 9.

Uttrykksvektoren ifglge krav 10, hvori vektoren velges fra:

(a)

plasmid,
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(b) fagemid,
(c) virus,
(d) retrovirusvektor,
(e) adenovirusvektor,
(f) adeno-assosiert virusvektor,
(9) SV40-type virusvektor,
(h) polyomavirusvektor,
(i) Epstein-Barr-virusvektor,
(i) papillomvirusvektor,
(k) herpesvirusvektor,
(I) vaccinia-virusvektor,
(m) poliovirusvektor,
(n) Moloney-murinleukemi-virusvektor,
(o) Harvey-murinsarkom-virusvektor,
(p) murin brysttumor-virusvektor,
(q) Rous-sarkom-virusvektor, og

(r) et hvilket som helst derivat derav.

Vertscelle omfattende den isolerte nukleinsyren ifglge krav 9 eller

uttrykksvektoren ifglge krav 10 eller 11.

Sammensetning omfattende det rekombinante FVIlI-proteinet i hvilket som
helst krav 1 til 8, den isolerte nukleinsyren ifglge krav 9, uttrykksvektoren
ifalge krav 10 eller 11 eller vertscellen ifglge krav 12 og et farmasgytisk

akseptabelt beeremiddel.

Det rekombinante FVIlI-proteinet ifglge hvilket om helst krav 1 til 8, den
isolerte nukleinsyren ifglge krav 10, uttrykksvektoren ifglge krav 10 eller
11, vertscellen ifglge krav 12 eller sammensetningen ifglge krav 13 til

anvendelse ved behandling, forebygging, handtering, forbedring,
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diagnostisering eller avbildning av en koaguleringsykdom eller -tilstand
hos en pasient som trenger det, hvori koaguleringsykdommen eller -

tilstanden er hemofili.

Fremgangsmaten for a lage et rekombinant FVIII-protein omfattende a
dyrke en vertscelle ifglge krav 12 under egnede forhold, hvori det
rekombinante FVIll-proteinet uttrykkes.
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