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(57) В изобретении предложены фрагмент ФВ, содержащий домен D' и домен D3 ФВ, химерный 
белок, содержащий фрагмент ФВ и гетерологичный компонент, или химерный белок, содержащий 
фрагмент ФВ и белок Ф VIII, а также способы их применения. Полипептидная цепь, содержащая 
фрагмент ФВ, являющегося объектом изобретения, связывается или является соединенной с 
полипептидной цепью, содержащей белок Ф VIII, и полипептидная цепь, содержащая фрагмент 
ФВ, может предотвращать или подавлять связывание эндогенного ФВ с белком Ф VIII. Путем 
предотвращения или подавления связывания эндогенного ФВ с Ф VIII, которое является фактором, 
ограничивающим время полужизни связывания эндогенного ФВ с белком Ф VIII, фрагмент ФВ 
может индуцировать продление времени полужизни белка Ф VIII. Изобретение также включает 
в себя нуклеотиды, векторы, клетки-хозяева, способы применения фрагмента ФВ или химерные 
белки.
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Уровень техники
Свертывание является сложным процессом образования кровью тромбов.
Важной частью гемостаза является прекращение тока крови из поврежденного сосуда, при котором 

стенка поврежденного сосуда покрывается бляшками и содержащими фибрин тромбами для того, чтобы 
остановить кровотечение и начать восстановление поврежденного сосуда. Нарушения свертываемости 
крови могут привести к повышенному риску возникновения кровотечений (геморрагии) или образова­
нию закупоривающих тромбов (тромбозу).

Свертывание начинается практически сразу после того, как при повреждении кровеносного сосуда 
была повреждена эндотелиальная выстилка сосуда. Воздействие на кровь таких белков, как тканевой 
фактор, инициирует изменения в тромбоцитах и плазменном белке фибриногене - факторе свертывания 
крови. Тромбоциты мгновенно образуют пробку в месте повреждения; это называется первичным гемо­
стазом. Одновременно происходит вторичный гемостаз: белки, находящиеся в плазме крови, которые 
называются факторами коагуляции или факторами свертывания крови, откликаются сложным каскадом 
реакций, образуя фибриновые нити, которые укрепляют тромбоцитарную пробку. Неограничивающие 
факторы коагуляции включают, но не ограничиваются этим, фактор I (фибриноген), фактор II (протром­
бин), тканевой фактор, фактор V (проакцелерин, лабильный фактор), фактор VII (стабильный фактор, 
проконвертин), фактор VIII (антигемофильный глобулин А), фактор IX (антигемофильный глобулин В 
или кристмас-фактор), фактор X (фактор Стюарта-Прауэра), фактор XI (плазменный предшественник 
тромбопластина), фактор XII (фактор Хагемана), фактор XIII (фибринстабилизирующий фактор), ФВ, 
прекалликреин (фактор Флетчера), высокомолекулярный кининоген (ВМК) (фактор Фитцджеральда), 
фибронектин, антитромбин III, кофактор гепарина II, протеин C, протеин S, протеин Z, плазминоген, α2- 
антиплазмин, тканевой активатор плазминогена (ТАП), урокиназа, ингибитор активатора плазминогена-1 
(ИАП-1), ингибитор активатора плазминогена-2 (ИАП-2).

Гемофилия А является нарушением свертываемости крови, возникающим из-за дефектов в гене, 
кодирующем фактор коагуляции VIII (Ф VIII), и проявляющимся у 1-2 из 10000 младенцев мужского 
пола. Grawetal., Nat. Rev. Genet. 6(6): 488-501 (2005). Пациентов, страдающих гемофилией А, можно ле­
чить путем вливаний очищенного или полученного с помощью рекомбинантных технологий Ф VIII. При 
этом все коммерчески доступные продукты, содержащие Ф VIII, как известно, имеют время полужизни, 
составляющее 8-12 ч, и требуют частых внутривенных введений пациентам. См. Weiner M.A. and Cairo, 
M.S., Pediatric Hematology Secrets, Lee, M.T., 12. Disorders of Coagulation, Elsevier Health Sciences, 2001; 
Lillicrap, D. Thromb. Res. 122 Suppl 4:S2-8 (2008). Помимо этого было предпринято большое количество 
попыток с целью продлить время полужизни Ф VIII. Например, подходы в разработках для продления 
времени полужизни факторов свертывания крови включают пэгилирование, гликопэгилирование и 
конъюгацию с альбумином. См. Dumontetal., Blood. 119(13): 3024-3030 (опубликовано онлайн 13 января 
2012 г.). Независимо от используемой белковой инженерии разрабатываемые в последнее время содер­
жащие Ф VIII продукты длительного действия обладают продленными временами полужизни, но эти 
времена полужизни, как сообщается, ограничены: на доклинических животных моделях было получено 
продление всего лишь в около 1,5-2 раза. См. Id. Схожие результаты были продемонстрированы для лю­
дей, например, сообщалось, что для пациентов, страдающих гемофилией А, время полужизни rFVIIIFc 
продлено в ~1,7 раз по сравнению с ADVATE®. См. Id. Следовательно, продление времени полужизни, 
несмотря на небольшое увеличение, может указывать на присутствие других ограничивающих Т1/2 фак­
торов. See Liu, Т. et al., 2007 ISTH meeting, abstract #P-M-035; Henrik, A. et al., 2011 ISTH meeting, abstract 
#P-MO-181; Liu, T. et al., 2011 ISTH meeting abstract #P-WE-131.

Плазменный фактор Виллебранда (ФВ) имеет время полужизни, составляющее приблизительно 12 ч 
(в диапазоне от 9 до 15 ч). http://www.nhlbi.nih.gov/guidelines/vwd/2_scientificoverview.htm (последний 
визит 22 октября 2011 г.). На время полужизни ФВ может воздействовать большое количество факторов: 
профиль гликозилирования, ADAMTS-13 (дезинтегрин и металлопротеаза в сочетании с тромбоспонди­
ном мотив-13), а также различные мутации в ФВ.

В плазме 95-98% Ф VIII циркулирует в тесном нековалентном комплексе с полноразмерным ФВ. 
Образование этого комплекса важно для поддержки соответствующих плазменных уровней Ф VIII in 
vivo. Lenting et al., Blood. 92(11): 3983-96 (1998); Lenting et al., J. Thromb. Haemost. 5(7): 1353-60 (2007). 
Полноразмерный Ф VIII дикого типа в основном находится в виде гетеродимера, содержащего тяжелую 
цепь (ММ 200 кДа) и легкую цепь (ММ 73 кДа). Когда Ф VIII активируется благодаря протеолизу на по­
зициях 372 и 740 тяжелой цепи и на позиции 1689 легкой цепи, связанный с Ф VIII ФВ отделяется от 
активированного Ф VIII. Активированный Ф VIII вместе с активированным фактором IX, кальцием и 
фосфолипидом ("теназный комплекс") участвуют в активации фактора X, вырабатывая большие количе­
ства тромбина. Тромбин, в свою очередь, расщепляет фибриноген до образования растворимых мономе­
ров фибрина, которые затем спонтанно полимеризуются до образования растворимого фибринового по­
лимера. Тромбин также активирует фактор XIII, который вместе с кальцием служит для перекрестного 
связывания и стабилизации растворимого фибринового полимера, образуя перекрестно-связанный (нерас­
творимый) фибрин. Активированный Ф VIII быстро удаляется из циркуляции при помощи протеолиза.
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Из-за частого дозирования и неудобств, связанных с режимом дозирования, до сих пор существует
потребность в разработке продуктов, содержащих Ф VIII, которые требуют менее частого применения,
т.е. содержащего Ф VIII продукта, который имеет время полужизни, превышающее ограничение в 1,5-2-
кратное увеличение времени полужизни.

Краткое описание изобретения
Настоящее изобретение относится к химерному белку, содержащему белок фактора VIII ("Ф VIII") 

и дополнительный компонент ("ДК"), причем дополнительный компонент подавляет или предотвращает 
связывание эндогенного ФВ с белком Ф VIII. Белок Ф VIII и дополнительная группа связаны между со­
бой ковалентной связью для того, чтобы предотвратить диссоциацию дополнительного компонента в 
присутствии эндогенного ФВ. В одном варианте реализации изобретения ковалентная связь представляет 
собой пептидную связь, дисульфидную связь или линкер, который является достаточно сильным для то­
го, чтобы предотвратить диссоциацию дополнительного компонента от белка Ф VIII в присутствии эндо­
генного ФВ. В другом варианте реализации изобретения дополнительный компонент предотвращает вы­
ведение белка Ф VIII в процессе очистки ФВ. В других вариантах реализации изобретения дополнитель­
ный компонент подавляет или предотвращает связывание эндогенного ФВ с белком Ф VIII путем экра­
нирования или блокирования ФВ-связывающего участка белка Ф VIII. Например, ФВ-связывающий уча­
сток находится в домене A3, или домене C2 белка Ф VIII, или в обоих - домене A3 и домене C2.

В некоторых вариантах реализации изобретения химерный белок включает конструкцию, содержа­
щую белок Ф VIII и дополнительный компонент, которые связаны между собой ковалентной связью, при 
этом химерный белок не содержит фактор, ограничивающий время полужизни Ф VIII, который индуци­
рует ограничение времени полужизни белка Ф VIII, например полноразмерный белок ФВ или зрелый 
белок ФВ. Следовательно, в некоторых вариантах реализации изобретения время полужизни белка 
Ф VIII химерного белка выходит за пределы ограничения по времени полужизни белка Ф VIII в присут­
ствии эндогенного ФВ.

В некоторых вариантах реализации изобретения дополнительный компонент обладает по меньшей 
мере одним ФВ-подобным Ф VIII-защитным свойством. Примеры ФВ-подобного Ф VIII-защитного 
свойства включают, но не ограничиваются этим, защиту белка Ф VIII от одного или более расщеплений 
протеазой, защиту белка Ф VIII от активации, стабилизацию тяжелой цепи и/или легкой цепи белка 
Ф VIII или предотвращение выведения белка Ф VIII одним или более фагоцитарными рецепторами. В 
одном варианте реализации изобретения дополнительный компонент содержит полипептид, неполипеп- 
тидный компонент или оба этих компонента. В другом варианте реализации изобретения дополнитель­
ный компонент может представлять собой полипептид, содержащий аминокислотную последователь­
ность длиной по меньшей мере около 40, по меньшей мере около 50, по меньшей мере около 60, по 
меньшей мере около 70, по меньшей мере около 80, по меньшей мере около 90, по меньшей мере около 
100, по меньшей мере около 110, по меньшей мере около 120, по меньшей мере около 130, по меньшей 
мере около 140, по меньшей мере около 150, по меньшей мере около 200, по меньшей мере около 250, по
меньшей мере около 300, по меньшей мере около 350, по меньшей мере около 400, по меньшей мере
около 450, по меньшей мере около 500, по меньшей мере около 550, по меньшей мере около 600, по
меньшей мере около 650, по меньшей мере около 700, по меньшей мере около 750, по меньшей мере
около 800, по меньшей мере около 850, по меньшей мере около 900, по меньшей мере около 950 или по 
меньшей мере около 1000 аминокислот. В определенных вариантах реализации изобретения дополни­
тельный компонент содержит фрагмент ФВ, константную область иммуноглобулина или ее часть, аль­
бумин или его фрагмент, альбуминсвязывающее вещество, последовательность PAS, последовательность 
HAP, трансферрин или его фрагмент или любые комбинации этих компонентов. В других вариантах реа­
лизации изобретения дополнительный компонент представляет собой неполипептидный компонент, со­
держащий полиэтиленгликоль (ПЭГ), полисиаловую кислоту, гидроксиэтиловый крахмал (ГЭК), их про­
изводные или любые комбинации этих компонентов.

В определенных вариантах реализации изобретения дополнительный компонент содержит фраг­
мент ФВ, содержащий домен D' и домен D3 ФВ, при этом фрагмент ФВ связан с белком Ф VIII некова­
лентной связью в дополнение к ковалентной связи между белком Ф VIII и дополнительным компонентом 
(фрагментом ФВ). В одном примере фрагмент ФВ является мономером. В другом примере фрагмент ФВ 
содержит два, три, четыре, пять или шесть фрагментов ФВ, связанных друг с другом одной или более 
связями.

В одном аспекте реализации изобретения химерный белок содержит дополнительный компонент, 
например фрагмент ФВ, и по меньшей мере один гетерологичный компонент (H1) и произвольный лин­
кер между дополнительным компонентом, например фрагментом ФВ, и гетерологичным компонентом 
(H1). В одном варианте реализации изобретения гетерологичный компонент (H1) может содержать веще­
ство, которое продлевает время полужизни белка Ф VIII, например полипептид, выбранный из группы, 
состоящей из константной области иммуноглобулина или ее части, альбумина или его фрагмента, альбу- 
минсвязывающего вещества, последовательности PAS, последовательности HAP, трансферрина или его 
фрагмента и любых комбинаций этих компонентов, либо неполипептидный компонент, выбранный из 
группы, состоящей из полиэтиленгликоля (ПЭГ), полисиаловой кислоты, гидроксиэтилового крахмала
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(ГЭК), их производных и любых комбинаций этих компонентов. В одном варианте реализации изобрете­
ния гетерологичный компонент (H1) содержит первую Fc-область. В другом варианте реализации изо­
бретения гетерологичный компонент (H1) содержит аминокислотную последовательность, содержащую 
по меньшей мере около 50 аминокислот, по меньшей мере около 100 аминокислот, по меньшей мере 
около 150 аминокислот, по меньшей мере около 200 аминокислот, по меньшей мере около 250 амино­
кислот, по меньшей мере около 300 аминокислот, по меньшей мере около 350 аминокислот, по меньшей 
мере около 400 аминокислот, по меньшей мере около 450 аминокислот, по меньшей мере около 500 ами­
нокислот, по меньшей мере около 550 аминокислот, по меньшей мере около 600 аминокислот, по мень­
шей мере около 650 аминокислот, по меньшей мере около 700 аминокислот, по меньшей мере около 750 
аминокислот, по меньшей мере около 800 аминокислот, по меньшей мере около 850 аминокислот, по 
меньшей мере около 900 аминокислот, по меньшей мере около 950 аминокислот или по меньшей мере 
около 1000 аминокислот. В других вариантах реализации изобретения химерный белок содержит линкер 
между дополнительным компонентом, например фрагментом ФВ, и гетерологичным компонентом (H1), 
который является отщепляемым линкером.

В другом аспекте реализации изобретения белок Ф VIII в химерном белке содержит Ф VIII и по 
меньшей мере один гетерологичный компонент (H2). В одном варианте реализации изобретения гетеро­
логичный компонент (H2) способен продлевать время полужизни белка Ф VIII, например полипептида, 
выбранного из группы, состоящей из константной области иммуноглобулина или ее части, альбумина 
или его фрагмента, альбуминсвязывающего вещества, последовательности PAS, последовательности 
HAP, трансферрина или его фрагмента и любых комбинаций этих компонентов, либо неполипептидного 
компонента, выбранного из группы, состоящей из полиэтиленгликоля (ПЭГ), полисиаловой кислоты, 
гидроксиэтилового крахмала (ГЭК), их производных и любых комбинаций этих компонентов. В кон­
кретном варианте реализации изобретения гетерологичный компонент (H2) содержит вторую Fc-область.

В некоторых вариантах реализации изобретения химерный белок содержит первую полипептидную 
цепь, содержащую фрагмент ФВ, первый гетерологичный компонент и линкер, и вторую полипептидную 
цепь, содержащую белок Ф VIII и второй гетерологичный компонент, при этом первая полипептидная 
цепь и вторая полипептидная цепь связаны друг с другом ковалентной связью. В одном примере первый 
гетерологичный компонент и второй гетерологичный компонент связаны друг с другом ковалентной свя­
зью, например дисульфидной связью, пептидной связью или линкером, при этом ковалентная связь пре­
пятствует замещению фрагмента ФВ в первой полипептидной цепи эндогенным ФВ in vivo. В некоторых 
вариантах реализации изобретения линкер между белком Ф VIII и вторым гетерологичным компонентом 
является отщепляемым линкером.

В определенных вариантах реализации изобретения первый гетерологичный компонент (H1), свя­
занный с фрагментом ФВ, и второй гетерологичный компонент (H2), связанный с белком Ф VIII, связаны 
посредством линкера, например линкера оцFc, который является процессируемым линкером.

В других вариантах реализации изобретения белок Ф VIII химерного белка дополнительно содер­
жит третий гетерологичный компонент (H3), четвертый гетерологичный компонент (H4), пятый гетеро­
логичный компонент (H5), шестой гетерологичный компонент (H6) или любые их комбинации. В одном 
варианте реализации изобретения один или более из третьего гетерологичного компонента (H3), четвер­
того гетерологичного компонента (H4), пятого гетерологичного компонента (H5), шестого гетерологич­
ного компонента (H6) способны продлевать время полужизни белка Ф VIII. В других вариантах реализа­
ции изобретения третий гетерологичный компонент (H3), четвертый гетерологичный компонент (H4), 
пятый гетерологичный компонент (H5) и шестой гетерологичный компонент (H6) связаны с C-концом 
или N-концом Ф VIII либо вставлены между двумя аминокислотами Ф VIII. В других вариантах реализа­
ции изобретения один или более из третьего гетерологичного компонента (H3), четвертого гетерологич­
ного компонента (H4), пятого гетерологичного компонента (H5) или шестого гетерологичного компонен­
та (H6) содержит аминокислотную последовательность, содержащую по меньшей мере около 50 амино­
кислот, по меньшей мере около 100 аминокислот, по меньшей мере около 150 аминокислот, по меньшей 
мере около 200 аминокислот, по меньшей мере около 250 аминокислот, по меньшей мере около 300 ами­
нокислот, по меньшей мере около 350 аминокислот, по меньшей мере около 400 аминокислот, по мень­
шей мере около 450 аминокислот, по меньшей мере около 500 аминокислот, по меньшей мере около 550 
аминокислот, по меньшей мере около 600 аминокислот, по меньшей мере около 650 аминокислот, по 
меньшей мере около 700 аминокислот, по меньшей мере около 750 аминокислот, по меньшей мере около 
800 аминокислот, по меньшей мере около 850 аминокислот, по меньшей мере около 900 аминокислот, по 
меньшей мере около 950 аминокислот или по меньшей мере около 1000 аминокислот.

В некоторых вариантах реализации изобретения линкер между белком Ф VIII и вторым гетероло­
гичным компонентом или линкер между фрагментом ФВ и первым гетерологичным компонентом до­
полнительно содержит первый сайт расщепления (Р1) на N-концевом участке линкера, второй сайт рас­
щепления (Р2) на C-концевом участке линкера, либо оба этих компонента. В других вариантах реализа­
ции изобретения один или более элементов из линкера между белком Ф VIII и дополнительным компо­
нентом, линкера между белком Ф VIII и вторым гетерологичным компонентом и линкера между фраг­
ментом ФВ и первым гетерологичным компонентом имеют длину от около 1 до около 2000 аминокислот.

- 3 -



035323

В других вариантах реализации изобретения химерный белок содержит белок Ф VIII и дополни­
тельный компонент, которые связаны посредством линкера между белком Ф VIII и дополнительным
компонентом, при этом линкер дополнительно содержит распознающий сортазу мотив, например после­
довательность LPXTG (SEQ ID NO: 106).

Настоящее изобретение относится к фрагменту фактора Виллебранда (ФВ), содержащему домен D' 
и домен D3 ФВ, причем фрагмент ФВ связывается с фактором VIII (Ф VIII) и препятствует связыванию 
эндогенного ФВ с белком Ф VIII. В одном варианте реализации изобретения фрагмент ФВ, являющийся 
объектом изобретения, не является аминокислотами от 764 до 1274 из SEQ ID NO: 2. В одном варианте 
реализации изобретения белок Ф VIII без фрагмента ФВ имеет время полужизни, сравнимое с Ф VIII 
дикого типа. В другом варианте реализации изобретения белок Ф VIII является слитым белком, содер­
жащим Ф VIII и гетерологичный компонент, который способен продлевать время полужизни Ф VIII. Ге­
терологичный компонент может являться полипептидом, неполипептидным компонентом или обоими 
этими компонентами. Гетерологичный полипептидный компонент может быть выбран из группы, со­
стоящей из константной области иммуноглобулина или ее части, альбумина или его фрагмента, альбу- 
минсвязывающего вещества, последовательности PAS, последовательности HAP, трансферрина или его 
фрагмента и любой комбинации этих компонентов. В других вариантах реализации изобретения гетеро­
логичный полипептидный компонент является константной областью иммуноглобулина или ее частью, 
например Fc-областью. В других вариантах реализации изобретения неполипептидный компонент вы­
бран из группы, состоящей из полиэтиленгликоля (ПЭГ), полисиаловой кислоты, гидроксиэтилового 
крахмала (ГЭК), их производных и любых комбинаций этих компонентов. В определенных вариантах 
реализации изобретения белок Ф VIII содержит первую полипептидную цепь и вторую полипептидную 
цепь, при этом первая полипептидная цепь содержит Ф VIII и первую Fc-область, а вторая полипептид- 
ная цепь содержит вторую Fc-область без Ф VIII.

В другом варианте реализации изобретения фрагмент ФВ продлевает время полужизни Ф VIII. 
Аминокислотная последовательность домена D' может быть по меньшей мере на 90, 95, 96, 97, 98, 99 или 
100% идентичной аминокислотам от 764 до 866 из SEQ ID NO: 2. Также аминокислотная последователь­
ность домена D3 может быть по меньшей мере на 90, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичной аминокис­
лотам от 867 до 1240 из SEQ ID NO: 2. В определенных вариантах реализации изобретения фрагмент ФВ 
содержит по меньшей мере одну аминокислотную замену в остатке, соответствующем остатку 1099, ос­
татку 1142 либо им обоим из SEQ ID NO: 2. В конкретном варианте реализации изобретения фрагмент 
ФВ содержит, состоит преимущественно из или состоит из аминокислот от 764 до 1240 из SEQ ID NO: 2. 
Фрагмент ФВ может дополнительно содержать домен D1, домен D2 или домены D1 и D2, принадлежа­
щие ФВ. В некоторых вариантах реализации изобретения фрагмент ФВ дополнительно содержит домен 
ФВ, выбранный из группы, состоящей из домена A1, домена A2, домена A3, домена D4, домена B1, до­
мена B2, домена B3, домена C1, домена C2, домена CK, одного или более их фрагментов и любых ком­
бинаций этих компонентов. В других вариантах реализации изобретения фрагмент ФВ является пэгили- 
рованным, гликопэгилированным, гэкилированным или полисиалилированным.

Настоящее изобретение также относится к химерному белку, содержащему описанный в данном 
тексте фрагмент ФВ, гетерологичный компонент и произвольный линкер между фрагментом ФВ и гете­
рологичным компонентом. Гетерологичный компонент может являться полипептидом, неполипептид- 
ным компонентом или обоими этими компонентами. В одном варианте реализации изобретения гетеро­
логичный полипептидный компонент выбран из группы, состоящей из константной области иммуногло­
булина или ее части, альбумина или его фрагмента, альбуминсвязывающего вещества, последовательно­
сти PAS, последовательности HAP, трансферрина или его фрагмента и любой комбинации этих компо­
нентов. В другом варианте реализации изобретения гетерологичный неполипептидный компонент вы­
бран из группы, состоящей из полиэтиленгликоля (ПЭГ), полисиаловой кислоты, гидроксиэтилового 
крахмала (ГЭК), их производных и любых комбинаций этих компонентов. В конкретном варианте реали­
зации изобретения гетерологичный компонент представляет собой первую Fc-область. Химерный белок 
может дополнительно содержать вторую Fc-область, при этом вторая Fc-область связана или соединена с 
первой Fc-областью либо связана или соединена с фрагментом ФВ.

В одном аспекте химерный белок, являющийся объектом изобретения, содержит формулу, выбран­
ную из группы, состоящей из

(аа) V-L1-H1-L2-H2,
(бб) H2-L2-H1-L1-V,
(вв) H1-L1-V-L2-H2 и
(гг) H2-L2-V-L1-H1,
где V является одним или более из описанных в данном тексте фрагментов ФВ; 
каждый из L1 и L2 является произвольным линкером;
H1 является первым гетерологичным компонентом;
(-) представляет пептидную связь либо одну или более аминокислот и
H2 является произвольным вторым гетерологичным компонентом.
В одном варианте реализации изобретения H1 является первым гетерологичным компонентом, на-
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пример продлевающей время полужизни молекулой, известной в данной области техники. В одном вари­
анте реализации изобретения первый гетерологичный компонент является полипептидом. Первый гете­
рологичный полипептидный компонент выбран из группы, состоящей из константной области иммуног­
лобулина или ее части, альбумина или его фрагмента, альбуминсвязывающего вещества, последователь­
ности PAS, последовательности HAP, трансферрина или его фрагмента и любых комбинаций этих ком­
понентов. В другом варианте реализации изобретения H1 является неполипептидным компонентом, вы­
бранным из группы, состоящей из полиэтиленгликоля (ПЭГ), полисиаловой кислоты, гидроксиэтилового 
крахмала (ГЭК), их производных и любых комбинаций этих компонентов. H2 является произвольным 
вторым гетерологичным компонентом, например продлевающей время полужизни молекулой, известной 
в данной области техники. В одном варианте реализации изобретения второй гетерологичный компонент 
может быть выбран из группы, состоящей из константной области иммуноглобулина или ее части, аль­
бумина или его фрагмента, альбуминсвязывающего вещества, последовательности PAS, последователь­
ности HAP, трансферрина или его фрагмента и любой комбинации этих компонентов. В другом варианте 
реализации изобретения H2 является неполипептидным компонентом, который выбран из группы, со­
стоящей из полиэтиленгликоля (ПЭГ), полисиаловой кислоты, гидроксиэтилового крахмала (ГЭК), их 
производных и любых комбинаций этих компонентов. В определенных вариантах реализации изобрете­
ния H1 является первой Fc-областью, а H2 является второй Fc-областью. Первая Fc-область и вторая Fc- 
область могут быть одинаковыми или различными и могут быть связаны друг с другом линкером или 
ковалентной связью, например дисульфидной связью. В другом варианте реализации изобретения вторая 
Fc-область связана или соединена с белком фактора VIII. В некоторых случаях может присутствовать 
третий гетерологичный компонент H3, который продлевает время полужизни и который связан с фраг­
ментом ФВ, первым гетерологичным компонентом или вторым гетерологичным компонентом. Неогра­
ничивающие примеры третьего гетерологичного компонента могут включать полипептидный или непо- 
липептидный компоненты либо оба эти компонента. В одном варианте реализации изобретения третий 
гетерологичный компонент может быть выбран из группы, состоящей из константной области иммуног­
лобулина или ее части, альбумина или его фрагмента, альбуминсвязывающего вещества, последователь­
ности PAS, последовательности HAP, трансферрина или его фрагмента или любых комбинаций этих 
компонентов. В другом варианте реализации изобретения H2 является неполипептидным компонентом, 
который может быть выбран из группы, состоящей из полиэтиленгликоля (ПЭГ), полисиаловой кислоты, 
гидроксиэтилового крахмала (ГЭК), их производных и любых комбинаций этих компонентов. В некото­
рых вариантах реализации изобретения H3 связан с фрагментом ФВ или первым либо вторым гетероло­
гичным компонентом посредством отщепляемого линкера, например тромбин-отщепляемым линкером. 
Неограничивающие примеры линкеров приведены в другом месте данного текста.

В другом аспекте изобретения предложен химерный белок, содержащий описанный в данном тек­
сте фрагмент ФВ, белок Ф VIII и произвольный линкер между фрагментом ФВ и белком Ф VIII. Фраг­
мент ФВ может быть связан с белком Ф VIII. В одном варианте реализации изобретения химерный белок 
содержит описанный в данном тексте фрагмент ФВ, который связан с гетерологичным компонентом. 
Гетерологичный компонент может являться компонентом, который продлевает время жизни белка, кото­
рый содержит полипептид, неполипептидный компонент или оба эти компонента. Примеры такого гете­
рологичного полипептида включают, например, константную область иммуноглобулина или ее часть, 
альбумин или его фрагмент, альбуминсвязывающее вещество, последовательность PAS, последователь­
ность HAP, трансферрин или его фрагмент или любые комбинации этих компонентов. Примеры неполи- 
пептидного компонента включают, например, полиэтиленгликоль (ПЭГ), полисиаловую кислоту, гидро­
ксиэтиловый крахмал (ГЭК), их производные или любые комбинации этих компонентов. В другом вари­
анте реализации изобретения гетерологичный компонент является первой Fc-областью, связанной с 
фрагментом ФВ. В других вариантах реализации изобретения химерный белок дополнительно содержит 
вторую Fc-область, связанную с белком Ф VIII. Фрагмент ФВ или белок Ф VIII могут быть связаны с 
первой Fc-областью или второй Fc-областью, соответственно, посредством линкера. В других вариантах 
реализации изобретения химерный белок содержит описанный в данном тексте фрагмент ФВ, связанный 
с первым гетерологичным компонентом, например с первой Fc-областью, и белок Ф VIII, связанный со 
вторым гетерологичным компонентом, например с второй Fc-областью, при этом фрагмент ФВ дополни­
тельно связан со вторым гетерологичным компонентом (например, второй Fc-областью) или белком Ф VIII 
посредством линкера или ковалентной связью либо первый гетерологичный компонент (например, Fc- 
область) дополнительно связан с белком Ф VIII или вторым гетерологичным компонентом (например, 
второй Fc-областью) посредством линкера или ковалентной связью. В некоторых вариантах реализации 
изобретения белок Ф VIII химерного белка содержит частичный B-домен. В некоторых вариантах реали­
зации изобретения белок Ф VIII с неполным B-доменом является Ф VIII 198 (SEQ ID NO: 105). В других 
вариантах реализации изобретения химерный белок дополнительно содержит распознающий сортазу 
мотив.

В некоторых вариантах реализации результатом изобретения является продление времени полу­
жизни белка Ф VIII по сравнению с белком Ф VIII без фрагмента ФВ или Ф VIII дикого типа. Время по­
лужизни белка Ф VIII по меньшей мере в 1,5 раз, по меньшей мере в 2 раза, по меньшей мере в 2,5 раз,
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по меньшей мере в 3 раза, по меньшей мере в 4 раза, по меньшей мере в 5 раз, по меньшей мере в 6 раз, 
по меньшей мере в 7 раз, по меньшей мере в 8 раз, по меньшей мере в 9 раз, по меньшей мере в 10 раз, по 
меньшей мере в 11 раз или по меньшей мере в 12 раз больше, чем время полужизни белка Ф VIII без 
фрагмента ФВ. В одном варианте реализации изобретения время полужизни Ф VIII приблизительно 1,5­
20-кратно, приблизительно 1,5-15-кратно или приблизительно 1,5-10-кратно превышает время полужиз­
ни Ф VIII дикого типа. В другом варианте реализации изобретения время полужизни Ф VIII продлено от 
около 2 до около 10 раз, от около 2 до около 9 раз, от около 2 до около 8 раз, от около 2 до около 7 раз, от 
около 2 до около 6 раз, от около 2 до около 5 раз, от около 2 до около 4 раз, от около 2 до около 3 раз, от 
около 2,5 до около 10 раз, от около 2,5 до около 9 раз, от около 2,5 до около 8 раз, от около 2,5 до около 7 
раз, от около 2,5 до около 6 раз, от около 2,5 до около 5 раз, от около 2,5 до около 4 раз, от около 2,5 до 
около3 раз, от около 3 до около 10 раз, от около 3 до около 9 раз, от около 3 до около 8 раз, от около 3 до 
около 7 раз, от около 3 до около 6 раз, от около 3 до около 5 раз, от около 3 до около 4 раз, от около 4 до 
около 6 раз, от около 5 до около 7 раз или от около 6 до около 8 раз по сравнению с Ф VIII дикого типа 
или белком Ф VIII без фрагмента ФВ. В других вариантах реализации изобретения время полужизни Ф VIII 
составляет по меньшей мере около 17 ч, по меньшей мере около 18 ч, по меньшей мере около 19 ч, по 
меньшей мере около 20 ч, по меньшей мере около 21 ч, по меньшей мере около 22 ч, по меньшей мере 
около 23 ч, по меньшей мере около 24 ч, по меньшей мере около 25 ч, по меньшей мере около 26 ч, по
меньшей мере около 27 ч, по меньшей мере около 28 ч, по меньшей мере около 29 ч, по меньшей мере
около 30 ч, по меньшей мере около 31 ч, по меньшей мере около 32 ч, по меньшей мере около 33 ч, по
меньшей мере около 34 ч, по меньшей мере около 35 ч, по меньшей мере около 36 ч, по меньшей мере
около 48 ч, по меньшей мере около 60 ч, по меньшей мере около 72 ч, по меньшей мере около 84 ч, по
меньшей мере около 96 ч или по меньшей мере около 108 ч. В других вариантах реализации изобретения 
время полужизни Ф VIII составляет от около 15 ч до около двух недель, от около 16 ч до около одной 
недели, от около 17 ч до около одной недели, от около 18 ч до около одной недели, от около 19 ч до око­
ло одной недели, от около 20 ч до около одной недели, от около 21 ч до около одной недели, от около 22 
ч до около одной недели, от около 23 ч до около одной недели, от около 24 ч до около одной недели, от 
около 36 ч до около одной недели, от около 48 ч до около одной недели, от около 60 ч до около одной 
недели, от около 24 ч до около шести дней, от около 24 ч до около пяти дней, от около 24 ч до около че­
тырех дней, от около 24 ч до около трех дней или от около 24 ч до около двух дней.

В некоторых вариантах реализации изобретения среднее время полужизни Ф VIII у пациента со­
ставляет около 15, около 16, около 17, около 18, около 19, около 20, около 21, около 22, около 23, около 
24 ч (1 дня), около 25, около 26, около 27, около 28, около 29, около 30, около 31, около 32, около 33, 
около 34, около 35, около 36, около 40, около 44, около 48 ч (2 дней), около 54, около 60, около 72 ч (3 
дней), около 84, около 96 ч (4 дней), около 108, около 120 ч (5 дней), около шести дней, около семи дней 
(одной недели), около восьми дней, около девяти дней, около 10 дней, около 11 дней, около 12 дней, 
около 13 дней или около 14 дней.

В другом аспекте химерный белок, являющийся объектом изобретения, содержит формулу, вы­
бранную из группы, состоящей из

(a) V-L1-H1-L3-C-L2-H2,
(b) H2-L2-C-L3-E1-L1-V,
(c) C-L2-H2-L3-V-L1-H1,
(d) H1-L1-V-L3-H2-L2-C,
(e) H1-L1-V-L3-C-L2-H2,
(f) H2-L2-C-L3-V-L1-H1,
(g) V-L1-H1-L3-H2-L2-C,
(h) C-L2-H2- L3-H1-L1-V,
(i) H2-L3-H1-L1-V-L2-C,
(j) C-L2-V-L1-H1-L3-H2,
(k) V-L2-C-L1-H1-L3-H2 и
(l) H2-L3-H1-L1-C-L2-V,

где V является описанным в данном тексте фрагментом ФВ;
каждый из L1 или L2 является произвольным линкером, например тромбин-отщепляемым линке­

ром;
L3 является произвольным линкером, например оцРс линкером, например, процессируемым линке­

ром;
каждый из H1 или H2 является произвольным гетерологичным компонентом;
C является белком Ф VIII и
(-) представляет пептидную связь либо одну или более аминокислот.
В других аспектах химерный белок, являющийся объектом изобретения, содержит формулу, вы­

бранную из группы, состоящей из
(m) V-L1-H1:H2-L2-C,
(n) V-L1-H1:C-L2-H2,
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(o) H1-L1-V:H2-L2-C,
(p) H1-L1-V:C-L2-H2,
(q) V:C-L1-H1:H2,
(r) V:H1-L1-C:H2,
(s) H2:H1-L1-C:V,
(t) C:V-L1-H1:H2 и
(u) C:H1-L1-V:H2,

где V является описанным в данном тексте фрагментом ФВ;
каждый из L1 или L2 является произвольным линкером, например тромбин-отщепляемым линке­

ром;
каждый из H1 или H2 является произвольным гетерологичным компонентом;
C является белком Ф VIII;
(-) представляет пептидную связь либо одну или более аминокислот и
(:) представляет химическое или физическое соединение между H1 и H2, между V и C, и между V и 

H1 и C и H2. (:) представляет собой химическое соединение, например по меньшей мере одну непептид­
ную связь. В определенных вариантах реализации изобретения химическое соединение, т.е. (:), является 
ковалентной связью. В некоторых вариантах реализации изобретения соединение между H1 и H2 являет­
ся ковалентной связью, например дисульфидной связью. В других вариантах реализации изобретения 
соединение, т.е. (:), является нековалентным взаимодействием, например ионным взаимодействием, гид­
рофобным взаимодействием, гидрофильным взаимодействием, Ван-дер-Ваальсовским взаимодействием, 
водородной связью. В определенных вариантах реализации изобретения соединение между белком Ф VIII 
и фрагментом ФВ является нековалентной связью. В других вариантах реализации изобретения (:) явля­
ется непептидной ковалентной связью. В других вариантах реализации изобретения (:) является пептид­
ной связью. В одном варианте реализации изобретения H1 является первым гетерологичным компонен­
том. В одном варианте реализации изобретения первый гетерологичный компонент способен продлевать 
время полужизни активности Ф VIII. В другом варианте реализации изобретения первый гетерологичный 
компонент является полипептидом, неполипептидным компонентом или обеими этими компонентами. В 
одном варианте реализации изобретения первый гетерологичный компонент может быть выбран из 
группы, состоящей из константной области иммуноглобулина или ее части, альбумина или его фрагмен­
та, альбуминсвязывающего вещества, последовательности PAS, последовательности HAP, трансферрина 
или его фрагмента и любых комбинаций этих компонентов. В другом варианте реализации изобретения 
неполипептидный компонент выбран из группы, состоящей из полиэтиленгликоля (ПЭГ), полисиаловой 
кислоты, гидроксиэтилового крахмала (ГЭК), их производных и любых комбинаций этих компонентов. В 
некоторых вариантах реализации изобретения H2 является вторым гетерологичным компонентом. Вто­
рой гетерологичный компонент также может являться известным в данной области техники веществом, 
продлевающим время полужизни, и являться полипептидным, неполипептидным компонентом или обе­
ими этими компонентами. В одном варианте реализации изобретения второй гетерологичный компонент 
выбран из группы, состоящей из константной области иммуноглобулина или ее части, альбумина или его 
фрагмента, альбуминсвязывающего вещества, последовательности PAS, последовательности HAP, 
трансферрина или его фрагмента и любых комбинаций этих компонентов. В определенных вариантах 
реализации изобретения неполипептидный компонент выбран из группы, состоящей из полиэтиленгли­
коля (ПЭГ), полисиаловой кислоты, гидроксиэтилового крахмала (ГЭК), их производных и любых ком­
бинаций этих компонентов. В конкретном варианте реализации изобретения H1 является первой Fc- 
областью. В некоторых вариантах реализации изобретения H2 является второй Fc-областью. В некото­
рых случаях может присутствовать третий гетерологичный компонент H3, который продлевает время 
полужизни. H3 может быть связан с одним или более элементом из V, C, H1 или H2 посредством произ­
вольного линкера, например отщепляемого линкера, например тромбин-отщепляемого линкера. Неогра­
ничивающие примеры третьего гетерологичного компонента могут включать константную область им­
муноглобулина или ее часть, альбумин или его фрагмент, полиэтиленгликоль (ПЭГ), последовательность 
PAS, гидроксиэтиловый крахмал (ГЭК) или их производные.

В определенных вариантах реализации изобретения один или более из линкеров, применяемых для 
соединения друг с другом фрагмента ФВ, белка Ф VIII, первого гетерологичного компонента и/или вто­
рого гетерологичного компонента, соответствующих формулам от (a) до (u), является отщепляемым лин­
кером. Один или более из сайтов расщепления химерного белка могут отщепляться протеазой, выбран­
ной из группы, состоящей из фактора XIa, фактора XIIa, калликреина, фактора VIIa, фактора IXa, факто­
ра Xa, фактора IIa (тромбина), эластазы-2, гранзима В, ВГТ, энтерокиназы, протеазы 3C, сортазы А, 
ММП-12, ММП-13, ММП-17 и ММП-20. В других вариантах реализации изобретения один или более 
линкеров, применяемых в формулах от (a) до (l) (например, L3), содержат процессируемый линкер. Про­
цессируемые линкеры могут отщепляться внутриклеточным ферментом непосредственно после секре­
ции. Процессируемый линкер может содержать первый сайт расщепления (Р1) на N-концевом участке 
линкера, второй сайт расщепления (Р2) на C-концевом участке линкера либо оба этих компонента.

В некоторых вариантах реализации изобретения один или более из линкеров, применяемых в изо-
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бретении, имеют длину по меньшей мере от около 1 до около 2000 аминокислот. В определенном вари­
анте реализации изобретения один или более из линкеров, применяемых в изобретении, имеют длину по
меньшей мере около 20, 35, 42, 48, 73, 98, 144, 288, 324, 576 или 864 аминокислот. В конкретном вариан­
те реализации изобретения один или более из линкеров содержат пептид gly/ser. Пептид gly/ser может
представлять собой (Gly4 Ser)3 или (Gly4 Ser)4.

В других аспектах реализации изобретения белок Ф VIII в химерном белке является функциональ­
ным белком фактора VIII. Белок Ф VIII может содержать один или более доменов Ф VIII, выбранных из 
группы, состоящей из домена A1, домена A2, домена B, домена A3, домена C1, домена C2, одного или 
более их фрагментов и любых их комбинаций. В одном варианте реализации изобретения белок Ф VIII 
содержит B-домен или его часть. В другом варианте реализации изобретения белок Ф VIII является 
Ф VIII-SQ с удаленным B-доменом. В других вариантах реализации изобретения белок Ф VIII содержит 
одиночную цепь Ф VIII. В других вариантах реализации изобретения белок Ф VIII содержит тяжелую 
цепь Ф VIII и легкую цепь фактора VIII, при этом тяжелая цепь и легкая цепь соединены между собой 
металлической связью. В определенных вариантах реализации изобретения белок Ф VIII обладает низ­
кой аффинностью к либо не связывается с белком, родственным рецептору липопротеинов низкой плот­
ности (БРР). Например, белок Ф VIII, применяемый в изобретении, может содержать по меньшей мере 
одну аминокислотную замену, которая снижает аффиность к или исключает связывание с БРР. Неогра­
ничивающими примерами по меньшей мере одной аминокислотной замены являются замены остатков 
полноразмерного зрелого Ф VIII, соответствующих остатку 471, остатку 484, остатку 487, остатку 490, 
остатку 497, остатку 2092, остатку 2093 либо двум или более их комбинациям. В некоторых вариантах 
реализации изобретения белок Ф VIII в химерном белке, являющемся объектом данного изобретения, 
содержит по меньшей мере одну аминокислотную замену, которая обуславливает стабильность белка 
Ф VIII большую, чем у белка Ф VIII без замены. В других вариантах реализации изобретения белок Ф VIII 
содержит по меньшей мере две аминокислотных замены в домене А2 и по меньшей мере одну аминокис­
лотную замену в домене A3, при этом домен A2 и домен A3 соединены между собой ковалентной свя­
зью. Неограничивающими примерами аминокислотной замены в домене А2 являются замены остатков 
полноразмерного зрелого Ф VIII, соответствующих остатку 662 или 664. Вдобавок, неограничивающими 
примерами аминокислотной замены в домене A3 являются замены остатков полноразмерного зрелого 
полисиалилированного Ф VIII, соответствующих остатку 1826 или 1828.

В дополнительных аспектах изобретения предложен полинуклеотид, кодирующий описанный в 
данном тексте фрагмент ФВ или описанный в данном тексте химерный белок, либо группа полинуклео­
тидов, содержащая первую нуклеотидную цепь и вторую нуклеотидную цепь, при этом первая нуклео­
тидная цепь кодирует фрагмент ФВ, а вторая нуклеотидная цепь кодирует вторую Fc-область, или фак­
тор свертывания крови, или его фрагмент, принадлежащие химерному белку. В одном варианте реализа­
ции изобретения группа полинуклеотидов дополнительно содержит третью полипептидную цепь, кото­
рая кодирует пропротеин конвертазу, которая принадлежит семейству субтилизинподобных пропротеин 
конвертаз. Неограничивающие примеры пробелка конвертазы включают пропротеин конвертазу субти- 
лизин/кексин типа 3 (PACE или PCSK3), пропротеин конвертазу субтилизин/кексин типа 5 (PCSK5 или 
PC5), пропротеин конвертазу субтилизин/кексин типа 7 (PCSK7 или PC7) или дрожжевую протеазу Kex 
2. В других аспектах изобретение включает вектор, содержащий полинуклеотид или группу полинуклео­
тидов и один или более промоторов, функционально связанных с полинуклеотидом или группой поли­
нуклеотидов, либо группу векторов, содержащую первый вектор и второй вектор, при этом первый век­
тор кодирует первую полинуклеотидную цепь группы полинуклеотидов, а второй вектор кодирует вто­
рую полинуклеотидную цепь группы полинуклеотидов. Группа векторов может дополнительно содер­
жать третий вектор, который содержит третью полинуклеотидную цепь, кодирующую PC5 или PC7. В 
некоторых вариантах реализации изобретения вектор дополнительно содержит PACE. В некоторых ва­
риантах реализации изобретения PACE отщепляет домены D1D2 фрагмента ФВ.

Некоторые аспекты изобретения относятся к фармацевтическому составу, содержащему фрагмент 
ФВ, химерный белок, полинуклеотид, группу полинуклеотидов, вектор или группу векторов и фармацев­
тически приемлемый носитель. Состав, являющийся объектом данного изобретения, может продлевать 
время полужизни фактора VIII. В других аспектах изобретение включает клетку-хозяин, содержащую 
полинуклеотид, группу полинуклеотидов, вектор или группы векторов.

Другие аспекты настоящего изобретения относятся к химерному белку, содержащему белок Ф VIII, 
дополнительный компонент и произвольный линкер, при этом дополнительный компонент подавляет 
или предотвращает связывание эндогенного ФВ с белком Ф VIII и обладает по меньшей мере одним ФВ- 
подобным Ф VIII-защитным свойством. ФВ-подобное Ф VIII-защитное свойство включает защиту белка 
Ф VIII от одного или более расцеплений протеазой, защиту белка Ф VIII от активации, стабилизацию 
тяжелой цепи и/или легкой цепи белка Ф VIII или предотвращение выведения белка Ф VIII одним или 
более фагоцитарными рецепторами.

Дополнительный компонент химерного белка может подавлять или предотвращать связывание эн­
догенного ФВ с белком Ф VIII путем защиты или блокирования ФВ-связывающего участка белка Ф VIII. 
В некоторых вариантах реализации изобретения ФВ-связывающий участок находится в домене A3 или
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домене C2 белка Ф VIII, или в обоих - домене A3 и домене C2 белка Ф VIII. В другом варианте реализа­
ции изобретения ФВ-связывающий участок представляет собой аминокислотную последовательность, 
соответствующую аминокислотам от 1669 до 1689 и от 2303 до 2332 из SEQ ID NO: 16. В некоторых ва­
риантах реализации изобретения дополнительный компонент является полипептидным, неполипептид- 
ным компонентом или обоими этими компонентами. Полипептид, применяемый в качестве дополни­
тельного компонента, может содержать аминокислотную последовательность длиной по меньшей мере 
40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 
800, 850, 900, 950 или 1000 аминокислот. Например, полипептид, применяемый в качестве дополнитель­
ного компонента, может быть выбран из группы, состоящей из константной области иммуноглобулина 
или ее части, альбумина или его фрагмента, альбуминсвязывающего вещества, последовательности PAS, 
последовательности HAP, других продлевающих время полужизни соединений и любых комбинаций 
этих компонентов. Неполипептидный компонент, применяемый в качестве дополнительного компонента, 
может быть выбран из группы, состоящей из полиэтиленгликоля (ПЭГ), полисиаловой кислоты, гидро­
ксиэтилового крахмала (ГЭК) или их производных и любых комбинаций этих компонентов. В одном ва­
рианте реализации изобретения дополнительный компонент является описанным в данном тексте фраг­
ментом ФВ. Дополнительный компонент и белок Ф VIII могут быть связанными, например, посредством 
линкера, или соединенными друг с другом. Линкер может содержать отщепляемый линкер, например 
тромбин-отщепляемый линкер.

В одном аспекте изобретения предложен способ предотвращения или подавления связывания белка 
Ф VIII с эндогенным ФВ, включающий введение эффективного количества фрагмента ФВ, химерного 
белка, полинуклеотида или группы полинуклеотидов в клетку, содержащую белок Ф VIII или полинук­
леотид, кодирующий белок Ф VIII, при этом фрагмент ФВ связывается с белком Ф VIII. В другом аспек­
те изобретение включает способ предотвращения или подавления связывания белка Ф VIII с эндогенным 
ФВ, включающий введение эффективного количества химерного белка, полинуклеотида или группы по­
линуклеотидов нуждающемуся в этом пациенту, при этом фрагмент ФВ связывается с белком Ф VIII и 
тем самым предотвращает или подавляет связывание белка Ф VIII. В некоторых аспектах изобретение 
включает способ продления или увеличения времени полужизни белка Ф VIII, при этом способ включает 
введение эффективного количества фрагмента ФВ, химерного белка, полинуклеотида или группы поли­
нуклеотидов в клетку, содержащую белок Ф VIII или полинуклеотид, кодирующий белок Ф VIII, или 
нуждающемуся в этом пациенту, при этом фрагмент ФВ связывается с белком Ф VIII. Другие аспекты 
изобретения относятся к способу предотвращения или подавления выведения белка Ф VIII из клетки, при 
этом способ включает введение эффективного количества фрагмента ФВ, химерного белка, полинуклео­
тида или группы полинуклеотидов в клетку, содержащую белок Ф VIII или полинуклеотид, кодирующий 
белок Ф VIII, или нуждающемуся в этом пациенту, при этом фрагмент ФВ связывается с белком Ф VIII.

Другой аспект изобретения относится к способу лечения заболевания или нарушения, связанного с 
кровотечением, у нуждающегося в этом пациента, включающему введение эффективного количества 
фрагмента ФВ, химерного белка, полинуклеотида или группы полинуклеотидов, при этом заболевание 
или нарушение, связанное с кровотечением, выбрано из группы, состоящей из нарушения свертываемо­
сти крови, гемартроза, мышечного кровотечения, кровотечения в полости рта, кровоизлияния, кровоиз­
лияния в мышцы, кровоизлияния в полость рта, травмы, травмы головы, желудочно-кишечного кровоте­
чения, внутричерепного кровоизлияния, кровоизлияния в брюшную полость, внутригрудного кровоиз­
лияния, перелома костей, кровотечения в центральной нервной системе, кровотечения в заглоточном 
пространстве, кровотечения в забрюшинном пространстве и кровотечения во влагалище подвздошно­
поясничной мышцы. В других вариантах реализации изобретения лечение является профилактическим 
или осуществляется по требованию. В других вариантах реализации изобретения предложен способ ле­
чения заболевания или нарушения, связанного с болезнью Виллебранда типа 2N, у нуждающегося в этом 
пациента, включающий введение эффективного количества фрагмента ФВ, химерного белка, полинук­
леотида или группы полинуклеотидов, при этом заболевание или нарушение излечивается.

Краткое описание чертежей
Фиг. 1А-Е - схематические изображения белков ФВ. На фиг. 1А показаны два фрагмента ФВ, со­

держащие аминокислоты от 1 до 276 из SEQ ID NO: 73 (аминокислоты от 764 до 1039 из SEQ ID NO: 2). 
ФВ-001 синтезирован без пре/пропептидных последовательностей ФВ, а ФВ-009 синтезирован с 
пре/пропептидными последовательностями (домены D1 и D2). Препептид ФВ-009 отщепляется во время 
синтеза, а ФВ-009 содержит пропептид с последовательностями доменов D' и D3. На фиг. 1Б показаны 
три фрагмента ФВ, содержащие аминокислоты от 1 до 477 из SEQ ID NO: 73 (аминокислоты от 764 до 
1240 из SEQ ID NO: 2). ФВ-002 синтезирован без пре/пропептидных последовательностей. ФВ-010 со­
держит домены D1D2 дополнительно к доменам D'D3. ФВ-013 содержит домены D1D2DD3 дополни­
тельно к остаткам аланина, замещающим цистеин в остатках 336 и 379 из SEQ ID NO: 72. На фиг. 1В 
показаны два фрагмента ФВ, содержащие домены D'D3 и часть домена A1. ФВ-003 содержит аминокис­
лоты от 764 до 1274 из SEQ ID NO: 2. ФВ-011 содержит домены D1D2 дополнительно к доменам D'D3. 
На фиг. 1Г показаны две конструкции - ФВ-004 и ФВ-012. ФВ-004 содержит домены D'D3 и полную по­
следовательность домена A1. ФВ-012 содержит домены D1D2D'D3 и полную последовательность домена 
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A1. На фиг. 1Д показаны три конструкции. ФВ-006 содержит домены D1D2D'D3 и домен CK ФВ (цис­
теиновый узловой домен - от англ. "cysteineknotdomain"). ФВ-008 является полноразмерным ФВ. ФВ-031 
(ФВ-Fc) демонстрирует конструкцию, содержащую домены D1D2D'D3, связанные с одиночной Fc- 
областью посредством отщепляемого линкера. ФВ-053 представляет собой домены D1D2. На фиг. 1Е 
показан полноразмерный белок ФВ, содержащий пропептид (домены D1 и D2) и зрелые субъединицы 
(домены D', D3, A1, A2, A3, D4, B1-3, C1-2). Белок ФВ является белком в около 250 кДа и образует муль­
тимеры (>20 МДа) путем дисульфидного связывания. Белок ФВ объединяется с Ф VIII (95-98%) в неко­
валентный комплекс и далее продлевает время полужизни Ф VIII, защищая Ф VIII от отщепления про- 
теазой/активации, стабилизируя тяжелую и легкую цепь и предотвращая очищение от Ф VIII фагоцитар­
ными рецепторами. Белок ФВ также может ограничивать время полужизни Ф VIII путем очищения ком­
плекса Ф VIII-ФВ при помощи рецепторов ФВ и предотвращая пиноцитоз и рециклинг рФ VIIIFc.

Фиг. 2 - схематические изображения примеров конструкций гетеродимеров ФВ:Ф VIII. Левая кон­
струкция демонстрирует фрагмент ФВ, содержащий домены D'D3 полноразмерного ФВ (аминокислоты 
1-477 из SEQ ID NO: 73) и содержащий замены аланина в остатках 336 и 379 из SEQ ID NO: 72. Конст­
рукция химерного белка (Ф VIII 064/065) содержит C-конец фрагмента ФВ, связанный с первой Fc- 
областью посредством линкера, a Ф VIII связан со второй Fc-областью, при этом вторая Fc-область до­
полнительно связана с N-концом фрагмента ФВ посредством линкера (например, формула C-H1-L1-V- 
L2-H2, в которой V является фрагментом ФВ, C является Ф VIII, H1 и H2 являются Fc-областями, a L1 и 
L2 являются отщепляемыми линкерами). Конструкция на фиг. 2б является внутриклеточно процессиро­
ванной конструкцией гетеродимера ФВ:Ф VIII, в которой был отщеплен линкер между второй Fc- 
областью и N-концом фрагмента ФВ. Ф VIII-064 содержит домены D'D3 ФВ (аминокислоты от 1 до 477 
из SEQ ID NO: 73 с заменами C336А и C379). Ф VIII-065 содержит домены D'D3 ФВ (аминокислоты от 1 
до 276 из SEQ ID NO: 73). Ф VIII-136 содержит Ф VIIIFc, связанную с Fc-фрагментом D'D3 посредством 
линкера, который может процессировать внутриклеточный протеазный фермент. Когда экспрессируется 
Ф VIII-136, фермент отщепляет линкер между второй Fc-областью (соединенной с Ф VIII-ЛЦ) и D'D3 
фрагментом ФВ (соединенным с первой Fc-областью), в то время как Fc-область, соединенная с (или 
связанная с) Ф VIII-ЛЦ образует ковалентную связь (например, дисульфидную связь) с первой Fc- 
областью, соединенной с (или связанной с) фрагментом ФВ. Ф VIII-148 является одноцепочечным Ф VIIIFc 
с фрагментом D'D3 (одноцепочечный Ф VIII, получен путем внесения мутации R1645A/R1648A в ген 
Ф VIII).

Фиг. 3 - схематические изображения примеров конструкций гетеродимеров ФВ:Ф VIII, содержащие 
примеры переменных линкеров между ФВ и Fc-областью. Конструкции (Ф VIII-064, Ф VIII-159, Ф VIII­
160, Ф VIII-178 и Ф VIII-179) имеют общую структуру, представленную формулой C-H1-L1-V-L2-H2, но 
содержат в качестве примеров различные линкеры или аминокислотные замены. Показанные конструк­
ции содержат одинаковый фрагмент ФВ, который представляет собой домены D' и D3 ФВ (т.е. амино­
кислоты от 1 до 477 из SEQ ID NO: 73 с аминокислотными заменами C336A и C379). Конструкция Ф VIII­
64 содержит тромбин-отщепляемый линкер (т.е. L2) между фрагментом ФВ и Fc-областью (т.е. H2), ко­
торый содержит 20 аминокислот. Конструкция Ф VIII-159 содержит тромбин-отщепляемый линкер (т.е. 
L2) между фрагментом ФВ и Fc-областью (т.е. H2), который содержит 35 аминокислот. Конструкция 
Ф VIII-160 содержит тромбин-отщепляемый линкер (т.е. L2) между фрагментом ФВ и Fc-областью (т.е. 
H2), который содержит 48 аминокислот. Конструкции Ф VIII-180, Ф VIII-181 и Ф VIII-182 являются про­
изводными Ф VIII-160, содержащими мутацию K2092A в домене C1 Ф VIII, мутацию K2093A в домене C1 
Ф VIII и мутации K2092A/K2093A в домене C1 Ф VIII соответственно. Конструкция Ф VIII-178 содержит 
тромбин-отщепляемый линкер (т.е. L2) между фрагментом ФВ и Fc-областью (т.е. H2), который содер­
жит 73 аминокислоты. Конструкция Ф VIII-179 содержит тромбин-отщепляемый линкер (т.е. L2) между 
фрагментом ФВ и Fc-областью (т.е. H2), который содержит 98 аминокислот.

Фиг. 4 - схематические изображения примеров конструкций Ф VIII-ФВ, в которых ФВ является 
D1D2D'D3 фрагментом ФВ, линкер является линкером переменной длины, содержащим сайт расщепле­
ния, например сайт расщепления тромбином, ОЦ Ф VIII является одноцепочечным Ф VIII, который со­
держит замены R1645A/R1648A, H является гетерологичным компонентом, например константной обла­
стью иммуноглобулина или ее частью, компонентом для конъюгации полиэтиленгликоля (ПЭГ) и/или 
ПЭГ, альбумином или фрагментом альбумина, альбуминсвязывающим веществом, последовательностью 
HAP, компонентом для полисиалирования и/или полисиаловой кислотой, компонентом для гидроксиэти­
лового крахмала (ГЭК) и/или ГЭК или последовательностью PAS и т.д., ТЦ Ф VIII является тяжелой це­
пью Ф VIII, ЛЦ Ф VIII является легкой цепью Ф VIII, a Fc является Fc-областью константной области 
иммуноглобулина. На фиг. 4А приведена формула ФВ-линкер-ОЦ Ф VIII. На фиг. 4Б приведена формула 
ФВ-линкер-П-линкер-ОЦ Ф VIII. Линкеры (первый линкер между ФВ и H и второй линкер между H и 
ОЦ Ф VIII) могут быть одинаковыми или разными. На фиг. 4В приведена формула ФВ-линкер-ОЦ Ф 
VШ-линкер-H. Линкеры (первый линкер между ФВ и ОЦ Ф VIII и второй линкер между ОЦ Ф VIII и H) 
могут быть одинаковыми или разными. На фиг. 4Г приведена формула ФВ-линкер-ТЦ Ф VIII-H-линкер-ЛЦ 
Ф VIII. Линкеры (первый линкер между ФВ и ТЦ Ф VIII и второй линкер между H и ЛЦ Ф VIII) могут 
быть одинаковыми или разными. На фиг. 4Д приведена формула ТЦ Ф VIII-H-ЛЦ Ф VIII-линкер-первая 
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Fc-линкер-ФВ-линкер-вторая Fc. Линкеры (первый линкер между ЛЦ Ф VIII и первой Fc-областью, вто­
рой линкер между первой Fc-областью и ФВ и третий линкер между ФВ и второй Fc-областью) могут 
быть одинаковыми или разными. Линкеры могут являться отщепляемыми линкерами. Например, линкер 
между первой Fc-областью и ФВ может являться отщепляемым линкером, содержащим сайт расщепле­
ния на N-конце и/или C-конце линкера. Первая Fc-область и вторая Fc-область могут быть одинаковыми 
или разными. На фиг. 4Е приведена формула ТЦ Ф VIII-H-LC Ф VIII-линкер-первая Fc-линкер-ФВ-линкер- 
вторая Fc. Линкеры (первый линкер между ЛЦ Ф VIII и первой Fc-областью, второй линкер между пер­
вой Fc-областью и ФВ и третий линкер между ФВ и второй Fc-областью) могут быть одинаковыми или 
разными. Один или более линкеров могут являться отщепляемыми линкерами. Например, линкер между 
первой Fc-областью и ФВ может являться отщепляемым линкером, содержащим сайт расщепления на N- 
конце и/или C-конце линкера. Первая Fc-область и вторая Fc-область могут быть одинаковыми или раз­
ными. На фиг. 4Ж приведена формула ОЦ Ф VШ-линкер-Fc-линкер-ФВ-H-линкер-Fc. На фиг. 4З приве­
дена формула пэгилированной или гэкилированной ОЦ Ф VШ-линкер-Fc-линкер-ФВ-H-линкер-Fc. Лин­
керы (первый линкер между ОЦ Ф VIII и первой Fc-областью, второй линкер между первой Fc-областью 
и ФВ и третий линкер между H и второй Fc-областью) могут быть одинаковыми или разными. Один или 
более линкеров могут являться отщепляемыми линкерами. Например, линкер между первой Fc-областью 
и ФВ может являться отщепляемым линкером, содержащим сайт расщепления на N-конце и/или C-конце 
линкера. Первая Fc-область и вторая Fc-область могут быть одинаковыми или разными.

Фиг. 5 - схематические изображения системы совместной трансфекции гетеродимеров Ф VIII-ФВ. 
Конструкция Ф VIII-155 содержит полноразмерную последовательность Ф VIII (с замещением остатком 
аланина остатков аргинина в позициях 1645 и 1648), связанную с Fc-областью. ФВ-031 содержит фраг­
мент D1D2D'D3 (с замещением остатком аланина остатков цистеина в позициях 336 и 379), который свя­
зан с другой Fc-областью посредством 48 тромбин-отщепляемым линкером. После внутриклеточного 
процессирования конструкция Ф VIII-155 продуцирует полноразмерный одноцепочечный Ф VIII (ОЦФ 
VIII), соединенный с одним Fc-фрагментом, конструкция ФВ-031 продуцирует фрагмент D'D3 длиной в 
477 аминокислот, связанный с другим Fc-фрагментом. Две ковалентные связи могут образовываться ме­
жду Fc-фрагментами, которые связаны с ОЦ Ф VIII или фрагментом D'D3, что, в свою очередь, делает 
возможной ковалентное соединение Ф VIII и D'D3, которое является основной характеристикой требуе­
мого конечного продукта.

Фиг. 6 иллюстрирует невосстановительный и восстановительный ДСН-ПААГ ФВ-009 (D1D2D'D3 
аминокислоты 1-276x6 his), который показывает, что ФВ-009 существует в виде мономера. Непроцесси­
рованный обозначает ФВ-009 с пропептидом (домены D1D2).

Фиг. 7 иллюстрирует невосстановительный и восстановительный ДСН-ПААГ ФВ-002 (D'D3 амино­
кислоты 1-447x6 his) или ФВ-010 (D1D2D'D3 аминокислоты 1-447x6 his), который показывает, что ФВ- 
002 существует в виде мономера, а ФВ-010 существует в виде димера.

Фиг. 8 - расщепление тромбином гетеродимера Ф VIII-ФВ, приведенного на фиг. 2б. На дорожке 1 
показан маркер. Дорожка 2 соответствует рФ VIII-Fc без тромбина. Дорожка 3 соответствует рФ VIII-Fc 
с тромбином. Дорожка 5 соответствует Ф VIIIFc-ФВ. Дорожка 6 соответствует Ф VIIIFc-ФВ и тромбину. 
А1 обозначает домен A1 Ф VIII, А2 обозначает домен A2 Ф VIII, а Aa3 ЛЦ обозначает легкую цепь Ф 
VIII.

Фиг. 9А-Б - активность Ф VIII, определенная при помощи хромогенного анализа Ф VIII. На фиг. 9А 
показан фармакокинетический профиль рФ VIII и рФ VIIIFc для мышей с гемофилией А. На фиг. 9Б по­
казан ФК профиль рФ VIII и рФ VIIIFc для мышей с двойным Ф VIII/ФВ генным нокаутом (ДГН). На 
оси Y показана активность Ф VIII в мМЕ/мл, а на оси X показано время.

Фиг. 10А-Б - защита Ф VIII фрагментами D'D3, что отражает уровень мФ VIII в плазме (мМЕ/мл) и 
уровень экспрессии ФВ (нМ/мл) через 48 ч после плазмидной инъекции. Фрагментами ФВ, применяе­
мыми для демонстрации защиты Ф VIII, являются ФВ-001 (276 ак, мономер), ФВ-009 (276 ак, мономер), 
ФВ-002 (477 ак, мономер), ФВ-010 (477 ак, димер), ФВ-003 (511 ак, мономер), ФВ-011 (511 ак, димер), 
ФВ-004 (716 ак, мономер), ФВ-012 (716 ак, димер), ФВ-006 и ФВ-008.

Фиг. 11 - фармакокинетический профиль рУВД-Ф VIII для Ф VIII-ФВ ДГН мышей при совместном 
применении с фрагментами D'D3. На фиг. 11А показана активность Ф VIII (мМЕ/мл), определенная при 
помощи хромогенного анализа Ф VIII, после совместного применения рУВД-Ф VIII и ФВ-002, или 
рУВД-Ф VIII и ФВ-010, или одного рУВД-Ф VIII к Ф VIII/ФВ ДГН мышам. На фиг. 11Б показан уровень 
ФВ-002 и ФВ-010 в плазме (нг/мл) после применения. Ось X отображает время в часах.

Фиг. 12 - фармакокинетический профиль рФ VIIIFc для мышей, экспрессирующих D'D3 ФВ. На 
фиг. 12А показана последовательность гидродинамической инъекции (ГДИ) плазмидной ДНК, коди­
рующей домен D'D3 (день -5), внутривенного дозирования рФ VIIIFc (день 0) и забора образца ФК (день 
0 - день 3) На фиг. 12Б показана активность плазменного Ф VIII (мМЕ/мл) после инфузии рФ VIIIFc, опре­
деленная при помощи хромогенного анализа для Ф VIII/ФВ ДГН мышей, которым проводили ГДИ доме­
нов D1D2D'D3 (477ак) (кружки) и доменов D1D2D'D3 (477 ак) с цистеиновыми заменами (прямоуголь­
ники). Активность Ф VIII для контрольных мышей без ГДИ доменов D'D3 показана в виде треугольни-
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ков. На фиг. 12В показан уровень D'D3 в плазме (нг/мл) после применения ГДИ D1D2D'D3 димерной или
D1D2D'D3 мономерной конструкции ДНК. Ось X отображает время в часах.

Фиг. 13 - подборка линкеров D'D3-Fc по ГДИ для Ф VIII/ФВ ДГН мышей. Между доменами D'D3 и 
Fc-областью были вставлены линкеры различной длины (20 ак (Ф VIII-064), 35 ак (Ф VIII-159) или 48 ак 
(Ф VIII-160)). Активность Ф VIII (мМЕ/мл) определяли при помощи хромогенного анализа после ГДИ 
для Ф VIII/ФВ ДГН мышей.

Фиг. 14 - ГДИ одноцепочечного гетеродимера Ф VIIIFc/D'D3 Ф VIII/ФВ ДГН мышам. Активности 
Ф VIII процессированного (двухцепочечного) рФ VIIIFc-D'D3 (hSYN-Ф VIII-136) и одноцепочечного рФ 
VIIIFc-D'D3 (hSYN-Ф VIII-148) определяли через 24 и 48 ч после ГДИ.

Фиг. 15 - аффинность связывания гетеродимера Ф У[[[-155/ФВ-031 с обездвиженным чФВ, опреде­
ленная при помощи платформы Octet. Ф VIIIFc, Ф VIII и IgG также использовали в качестве контроля. 
На оси x показано время в часах, а на оси у показано связывание в нанометрах (нм).

Фиг. 16 - фармакокинетика Ф УШ-155/ФВ-031 для мышей с дефицитом Ф VIII/ФВ (Ф VIII/ФВ ДГН). 
На оси x показано время в часах, а на оси у показано восстановление Ф VIII относительно исходного 
уровня в процентах.

Фиг. 17 - схематические изображения примеров конструкций фрагментов ФВ, в которых ФВ явля­
ется D1D2D'D3 фрагментом ФВ; линкер является линкером переменной длины, содержащим сайт рас­
щепления, например сайт расщепления тромбином; H является гетерологичным компонентом, например 
константной областью иммуноглобулина или ее частью, компонентом для конъюгации полиэтиленгли­
коля (ПЭГ) и/или ПЭГ, альбумином или фрагментом альбумина, альбуминсвязывающим веществом, по­
следовательностью HAP, компонентом для полисиалирования и/или полисиаловой кислотой, компонен­
том для гидроксиэтилового крахмала (ГЭК) и/или ГЭК или последовательностью PAS и т.д.; и Fc являет­
ся Fc-областью иммуноглобулина. На фиг. 17А приведена формула D1D2-D'-составляющей D3-H- 
составляющая D3-линкер-Fc. На фиг. 17Б приведена формула D1D2-составляющей D'-H-составляющая 
D'D3-линкер-Fc. На фиг 17В приведена формула D1D2-пэгилированной или гэкилированной D'D3- 
линкер-Fc. В некоторых случаях линкер может быть отщеплен.

Фиг. 18 А) - потеря со временем Ф VIII-активности Ф VIIIFc как в гемА-плазме (ромбы), так и в 
ДГН-плазме (квадраты). Активность Ф VIII определена при помощи хромогенного анализа. На оси x по­
казано время в часах, а на оси у показана относительная активность. Б) показано, что потеря Ф VIII- 
активности происходит из-за диссоциации или деградации тяжелой цепи (ТЦ). На левой панели показан 
иммунопреципитационный анализ, в котором использовалось овечье поликлональное антитело к Ф VIII в 
Bio-rad 4-15% геле. Гель был гидрирован и визуализирован при помощи системы Bio-rad. На дорожке 1 
показан неокрашенный маркер Bio-rad; на дорожке 2 показаны Ф VIIIFc и ФБР; на дорожке 3 показаны 
Ф VIIIFc и ДГН-плазма; и на дорожке 5 показано одно овечье поликлональное антитело к Ф VIII. На пра­
вой панели показан вестерн-блоттинг геля, в котором использовалось антитело к тяжелой цепи Ф VIII 
(GMA012). На дорожке 1 показан неокрашенный маркер Bio-rad; на дорожке 2 показаны Ф VIIIFc и ФБР; 
на дорожке 3 показаны Ф VIIIFc и ДГН-плазма; и на дорожке 4 показано одно овечье поликлональное 
антитело к Ф VIII.

Фиг. 19 - Ф VIII-активность как функция времени для Ф VIIIFc дикого типа (кружки), оцФ VIIIFc 
(одноцепочечного Ф VIII) (закрашенные треугольники) или гетеродимеров Ф У!П:ФВ (например, Ф VIII- 
155/ФВ-031) (пустые треугольники), определенная при помощи хромогенного анализа в плазме ДГН 
мышей (левая панель) и плазме гемА мышей (правая панель). На оси Y показана относительная активность 
Ф VIII. Ф VIIIFc дикого типа содержит двойную цепь Ф VIII (т.е. тяжелую цепь Ф VIII и легкую цепь 
Ф VIII, которые удерживаются вместе нековалентной связью) и, таким образом, имеет три цепи - тяже­
лую цепь Ф VIII, легкую цепь Ф VIII, сшитую с Fc, и саму Fc-область. ОцФ VIIIFc содержит одиночную 
цепь Ф VIII и, таким образом, имеет две цепи, одну, в которой одиночная цепь Ф VIII сшита с Fc, и дру­
гую, содержащую только Fc. Гетеродимер Ф У!П:ФВ (например, Ф ’УШ-155/ФВ-031) содержит одиноч­
ную цепь Ф VIII, сшитую с Fc, и фрагмент ФВ (D'D3), сшитый с Fc.

Фиг. 20 - процессинг домена D1D2, принадлежащего фрагменту ФВ (например, ФВ- 
031(D1D2D'D3Fc)), при помощи PC5 или PACE (фурина) различных концентраций. Процессинг D1D2 
показан в Bio-rad 4-15% геле в восстановительных условиях при помощи устройства для визуализации 
Bio-rad. На дорожке 1 показан один ФВ-031; на дорожке 2 показан один PC5; на дорожке 3 показан один 
PACE; на дорожке 4 показаны ФВ-031 и PC5 при 2,5%; на дорожке 5 показаны ФВ-031 и PC5 при 5%; на 
дорожке 6 показаны ФВ-031 и PC5 при 7,5%; на дорожке 7 показаны ФВ-031 и PC5 при 10%; на дорожке 
8 показаны ФВ-031 и PACE при 2,5%; на дорожке 9 показаны ФВ-031 и PACE при 5%; на дорожке 10 
показан ФВ-031 при 7,5%; на дорожке 11 показаны ФВ-031 и PACE при 10%.

Фиг. 21 А) анализ связывания гетеродимера Ф УШ:ФВ (например, Ф ’УШ-155/ФВ-031), проведен­
ный при помощи октетной установки ForteBio. Для анализа при помощи сенсора APS был снят полно­
размерный ФВ. На нижней левой панели показано связывание Ф VIIIFc и Ф VIII с полноразмерным ФВ. 
На нижней правой панели показано отсутствие связывания между Ф VIII-1680 (мутантом, не обладаю­
щим аффинностью к ФВ) и гетеродимером Ф УЛЕФВ (Ф ’УШ-155/ФВ-031). На Б) приведен другой ана­
лиз связывания гетеродимера Ф УЛЕФВ (например, Ф УШ-155/ФВ-031). При проведении этого анализа
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конструкции (конструкция ФВ-031, Ф νΐΙΙ-155/ΦΒ-031 или Ф VIII) были обездвижены на G-белковом
сенсоре. Было определено связывание конструкций с Ф VIII.

Фиг. 22 - аффинность связывания доменов D'D3 ФВ с молекулой Ф VIII, определенная эксперимен­
том по поверхностному плазмонному резонансу. Конструкция ФВ-031 (100 КЕ) захватывалась античело­
веческим IgG в 1000 КЕ. Ф VIII с удаленным B-доменом применяли в одноцикловом кинетическом ре­
жиме в соотношении 1:1. Общее количество составляло 4.

Фиг. 23 - влияние различной длины линкеров в гетеродимерных конструкциях Ф VIIIFc/ФВ на 
фармакокинетику при применении на Ф VIII/ФВ ДГН мышах. Между D'D3 и Fc были вставлены три раз­
личных линкера (в 48 ак, 73 ак или 98 ак), т.е. ФВ-031, ФВ-035 и ФВ-036. Активность Ф VIII, нормиро­
ванная относительно 5-минутной, величины (%) показана на оси Y.

Фиг. 24 - примеры лигирования сортазой фрагмента ФВ с Ф VIII. На А) показаны две конструкции 
лигирования, где (1) фрагмент ФВ в области C-конца сшит с распознающим сортазу мотивом (например, 
LPXTG), и (2) Ф VIII содержит глицин (n) в области N-конца. После реакции с сортазой фрагмент ФВ и 
распознающий сортазу мотив оказываются лигированными к N-концу Ф VIII. На Б) показаны две конст­
рукции лигирования, где (1) Ф VIII в области C-конца сшит с распознающим сортазу мотивом, и (2) 
фрагмент ФВ содержит глицин (n) в области N-конца. После реакции с сортазой Ф VIII и распознающий 
сортазу мотив оказываются сшитыми с фрагментом ФВ в N-конце фрагмента ФВ. На В) показаны две 
конструкции лигирования, где (1) фрагмент ФВ сшит с распознающим сортазу мотивом при помощи 
линкера переменной длины, и (2) Ф VIII в области N-конца сшит с глицином (n). После реакции с сорта- 
зой ФВ, сшитый при помощи линкера с распознающим сортазу мотивом, оказывается лигированным к 
N-концу Ф VIII. На Г) показаны две конструкции лигирования, где (1) Ф VIII сшит с распознающим сор­
тазу мотивом при помощи линкера переменной длины, и (2) фрагмент ФВ в области N-конца сшит с гли­
цином (n). После реакции с сортазой Ф VIII, сшитый при помощи линкера с распознающим сортазу мо­
тивом, оказывается лигированным к N-концу фрагмента ФВ. На Д) показана конструкция лигирования, 
содержащая фрагмент ФВ, сшитый с распознающим сортазу мотивом при помощи линкера переменной 
длины, который также сшит с сайтом расщепления протеазой (например, сайтом расщепления тромби­
ном), сшитом с Fc при помощи линкера переменной длины.

Фиг. 25 - схематическое сравнение Ф VIII-155 и Ф VIII-198. Ф VIII-155 кодирует одноцепочечный 
белок Ф VIIIFc. Ф VIII-198 является одноцепочечной молекулой-226Х6 Ф VIIIFc, содержащей частичный 
B-домен. 226 обозначает 226 N-концевых аминокислот B-домена Ф VIII, a N6 обозначает шесть участков 
N-гликозилирования в B-домене.

Фиг. 26. На А) показан анализ стабильности, в котором определяется относительная активность 
Ф VIII-155 и Ф VIII-198 в ДГН-плазме как функция времени. Как видно из фигуры, наличие частичного 
B-домена в Ф VIII-198 повысило стабильность одноцепочечного Ф VIIIFc по сравнению с Ф VIII-155; на 
Б) показано сравнение времен полужизни Ф VIII-155 и Ф VIII-198 и двухцепочечного (дцФ VIIIFc) в 
ДГН мышах. Как видно из фигуры, для одноцепочечного Ф VIII (Ф VIII-155) наблюдается увеличение 
времени полужизни в 1,5 раза по сравнению с двухцепочечным Ф VIII. Одноцепочечный Ф VIII с 266N6 
B-доменом (Ф VIII-198) демонстрирует дополнительно увеличение времени полужизни в 1,5 раза. На гра­
фике показана зависимость восстановления Ф VIII от 5-минутного значения (%) как функция времени.

Детальное описание изобретения 
Определения

Стоит отметить, что употребление единственного числа по отношению к какому-либо объекту от­
носится к одному или более объектам, например под выражением "нуклеотидная последовательность" 
подразумевается одна или более нуклеотидных последовательностей. Соответственно, форма единствен­
ного числа и термины "один или более" и "по меньшей мере один" могут взаимозаменяемо употреблять­
ся в данном тексте.

Термин "полинуклеотид" или "нуклеотид" включает в себя как одиночную нуклеиновую кислоту, 
так и множественные нуклеиновые кислоты, и относится к выделенной молекуле или конструкции нук­
леиновой кислоты, например информационной РНК (иРНК) или плазмидной ДНК (пДНК). В определен­
ных вариантах реализации изобретения полинуклеотид содержит обычную фосфодиэфирную связь или 
альтернативную связь (например, амидную связь, которую можно обнаружить в пептидных нуклеиновых 
кислотах (ПНК)). Термин "нуклеиновая кислота" к какому-либо одному или более сегментам нуклеино­
вой кислоты, например фрагментам ДНК или РНК, присутствующим в полинуклеотиде. Под "выделен­
ными" нуклеиновой кислотой или полинуклеотидом подразумевается молекула нуклеиновой кислоты, 
ДНК или РНК, которая была удалена из своей естественной среды. Например, рекомбинантный поли­
нуклеотид, кодирующий полипептид фактора VIII, содержащийся в векторе, считается выделенным в 
контексте настоящего изобретения. Дополнительные примеры выделенного полинуклеотида включают 
рекомбинантные полинуклеотиды, содержащиеся в гетерологичной клетке-хозяине или очищенные (час­
тично или в значительной степени) от других полинуклеотидов в растворе. Выделенные молекулы РНК 
включают in vivo или in vitro РНК транскрипты полинуклеотидов, являющихся объектами настоящего 
изобретения. Выделенные полинуклеотиды или нуклеиновые кислоты согласно настоящему изобрете­
нию дополнительно включают такие молекулы, полученные синтетическим способом. Вдобавок поли-
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нуклеотид или нуклеиновая кислота может содержать регуляторные элементы, такие как промоторы,
энхансеры, участки связывания рибосом или сигналы терминации транскрипции.

При употреблении в данном тексте "кодирующая область" или "кодирующая последовательность" 
представляют собой фрагмент полинуклеотида, который состоит из кодонов, которые могут транслиро­
ваться в аминокислоты. Хотя "стоп-кодон" (TAG, TGA или TAA) обычно не транслируется в аминокис­
лоту, он может считаться частью кодирующей области, но любые фланкирующие последовательности, 
например промоторы, участки связывания рибосом, терминаторы транскрипции, интроны и т.п. элемен­
ты не являются частью кодирующей области. Границы кодирующей области обычно определяются стар­
товым кодоном на 5'-конце, кодирующем аминоконец результирующего полипептида, и трансляционным 
стоп-кодоном на 3'-конце, кодирующем карбоксильный конец результирующего полипептида. Две или 
более кодирующих областей согласно настоящему изобретению могут присутствовать в одиночной по- 
линуклеотидной конструкции, например в одиночном векторе, или в отдельных полинуклеотидных кон­
струкциях, например в отдельных (различных) векторах. Следовательно, отсюда вытекает, что одиноч­
ный вектор может содержать только одиночную кодирующую область или содержать две или более ко­
дирующих областей, например одиночный вектор может отдельно кодировать связывающий домен-А и 
связывающий домен-В, как описано ниже. Вдобавок вектор, полинуклеотид или нуклеиновая кислота, 
являющиеся объектами данного изобретения, могут кодировать гетерологичные кодирующие области 
как сшитые, так и несшитые с нуклеиновой кислотой, кодирующей связывающий домен согласно изо­
бретению. Гетерологичные кодирующие области без ограничений включают специализированные эле­
менты или мотивы, такие как секреторный сигнальный пептид или гетерологичный функциональный 
домен.

Определенные белки, секретируемые клетками млекопитающих, связаны с секреторным сигналь­
ным пептидом, который отщепляется от зрелого белка, как только инициируется экспорт растущей бел­
ковой цепи через шероховатый эндоплазматический ретикулум. Специалистам в данной области техники 
известно, что сигнальные пептиды в общем случае сшиты с N-концом полипептида для того, чтобы вы­
рабатывать секретируемую или "зрелую" форму полипептида. В определенных вариантах реализации 
изобретения применяется нативный сигнальный пептид, например, сигнальный пептид тяжелой цепи или 
легкой цепи иммуноглобулина, либо функциональное производное такой последовательности, которое 
сохраняет способность управлять секрецией функционально связанного с ней полипептида. В альтерна­
тивном варианте может применяться гетерологичный сигнальный пептид млекопитающего, например 
человеческий тканевой активатор плазминогена (ТАП) или мышиный сигнальный пептид β- 
глюкуронидазы, либо его функциональное производное.

Термин "нижележащая" относится к нуклеотидной последовательности, которая расположена в на­
правлении 3' от основной нуклеотидной последовательности. В определенных вариантах реализации 
изобретения нижележащие нуклеотидные последовательности относятся к последовательностям, кото­
рые следуют за точкой старта транскрипции. Например, кодон инициации трансляции гена расположен 
ниже сайта старта транскрипции.

Термин "вышележащая" относится к нуклеотидной последовательности, которая расположена в на­
правлении 5' от основной нуклеотидной последовательности. В определенных вариантах реализации 
изобретения вышележащие нуклеотидные последовательности относятся к последовательностям, кото­
рые расположены на 5' стороне кодирующей области или точки старта транскрипции. Например, боль­
шинство промоторов располагаются выше сайта старта транскрипции.

При употреблении в данном тексте "регуляторная область" относится к нуклеотидным последова­
тельностям, расположенным выше (в направлении 5' некодирующих последовательностей), в рамках или 
ниже (в направлении 3' некодирующих последовательностей) кодирующей области, и которые оказыва­
ют влияние на транскрипцию, процессинг РНК, стабильность или трансляцию связанной с ней коди­
рующей области. Регуляторные области могут включать промоторы, трансляционные лидерные после­
довательности, интроны, последовательности распознавания полиаденилирования, участки процессинга 
РНК, участки связывания эффекторов и структуры типа "стебель-петля". Если кодирующая область 
предназначена для экспрессии в эукариотической клетке, сигнальная последовательность полиаденили­
рования и последовательность терминации транскрипции обычно расположены в направлении 3' относи­
тельно кодирующей последовательности.

Полинуклеотид, который кодирует генный продукт, например полипептид, может включать промо­
тор и/или другие транскрипционные или трансляционные контрольные элементы, функционально свя­
занные с одной или более кодирующими областями. Находящаяся в функциональной связи кодирующая 
область для генного продукта, например полипептида, связана с одной или более регуляторными облас­
тями таким образом, чтобы экспрессия генного продукта оказалась под влиянием или контролем регуля­
торной области(областей). Например, кодирующая область и промотор являются функционально связан­
ными, если индукция действия промотора приводит к транскрипции иРНК, кодирующей генный про­
дукт, кодируемый кодирующей областью, и если природа связи между промотором и кодирующей обла­
стью не препятствует возможности промотора управлять экспрессией генного продукта или не препятст­
вует возможности транскрибирования ДНК-матрицы. Другие транскрипционные контрольные элементы,
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кроме промотора, например энхансеры, операторы, репрессоры и сигналы терминации транскрипции,
также могут быть функционально связанными с кодирующей областью для того, чтобы управлять экс­
прессией генного продукта.

Специалистам в данной области техники известно множество транскрипционных контрольных об­
ластей. Они включают без ограничения транскрипционные контрольные области, которые функциони­
руют в клетках позвоночных, такие как промоторные и энхансерные сегменты цитомегаловирусов (пред- 
ранний промотор в сочетании с интроном-А), вирус обезьян 40 (ранний промотор) и ретровирусы (такие 
как вирус саркомы Рауса). Другие транскрипционные контрольные области включают те, которые полу­
чены из генов позвоночных, такие как актин, белок теплового шока, бычий гормон роста и кроличий β- 
глобин, а также другие последовательности, способные контролировать генную экспрессию в эукарио­
тических клетках. Дополнительные подходящие транскрипционные контрольные области включают тка­
неспецифические промоторы и энхансеры, а также лимфокин-индуцибельные промоторы (например, 
индуцибельные интерферонами или интерлейкинами промоторы).

Аналогично, специалистам в данной области техники известно множество трансляционных кон­
трольных элементов. Они включают без ограничения участки связывания рибосом, кодоны инициации и 
терминации трансляции и элементы, полученные из пикорнавирусов (в частности, участок внутренней 
посадки рибосомы или УВПР, также называемый CITE-последовательностью).

Употребляемый в данном тексте термин "экспрессия" относится к процессу, посредством которого 
полинуклеотид продуцирует генный продукт, например РНК или полипептид. Он включает без ограни­
чения транскрипцию полинуклеотида в информационную РНК (иРНК), транспортную РНК (тРНК), ма­
лую шпилечную РНК (мшРНК), малую интерферирующую РНК (миРНК) или любой другой РНК- 
продукт и трансляцию иРНК в полипептид. При помощи экспрессии получают "генный продукт". При 
употреблении в данном тексте генный продукт может представлять нуклеиновую кислоту, например ин­
формационную РНК, полученную посредством транскрипции гена, или полипептид, который был транс­
лирован с транскрипта. Описанные в данном тексте генные продукты дополнительно включают нуклеи­
новые кислоты, прошедшие пост-транскрипционные модификации, например полиаденилирование или 
сплайсинг, или полипептиды, прошедшие пост-транскрипционные модификации, например метилирова­
ние, гликозилирование, добавление липидов, объединение с другими белковыми субъединицами или 
протеолитическое расщепление.

"Вектор" относится к любому средству для клонирования и/или переноса нуклеиновой кислоты в 
клетку-хозяин. Вектор может являться репликоном, к которому может быть присоединен сегмент другой 
нуклеиновой кислоты таким образом, чтобы привести к репликации присоединенного сегмента. "Репли- 
кон" относится к любому генетическому элементу (например, плазмиде, фагу, космиде, хромосоме, ви­
русу), который функционирует как автономная единица репликации in vivo, т.е. способен к самостоя­
тельно управляемой репликации. Термин "вектор" включает как вирусной, так и невирусной природы 
средства для внесения нуклеиновой кислоты в клетку in vitro, ex vivo или in vivo. В данной области тех­
ники известно и применяется большое количество векторов, включая, например, плазмиды, модифици­
рованные эукариотические вирусы или модифицированные бактериальные вирусы. Вставку полинуклео­
тида в подходящий вектор можно осуществить путем лигирования соответствующих фрагментов поли­
нуклеотида в выбранный вектор, который имеет комплементарные липкие концы.

Векторы могут быть сконструированы таким образом, чтобы кодировать селектируемые маркеры 
или репортеры, которые обеспечивают отбор или идентификацию клеток, в которые был инкорпориро­
ван вектор. Экспрессия селектируемых маркеров или репортеров позволяет осуществлять идентифика­
цию и/или отбор клеток-хозяев, которые инкорпорируют и экспрессируют другие кодирующие области, 
содержащиеся в векторе. Примеры известных и применяемых в данной области техники генов селекти­
руемых маркеров включают гены, обеспечивающие устойчивость к ампициллину, стрептомицину, ген­
тамицину, канамицину, гигромицину, гербициду биалафос, сульфонамиду и т.п. веществам; и гены, ко­
торые применяются в качестве фенотипических маркеров, т.е. регуляторные гены антоцианов, ген изо- 
лентенил трансферазы и т.п. Примеры известных и применяемых в данной области техники репортеров 
включают люциферазу (Люц), зеленый флуоресцентный белок (ЗФБ), хлорамфеникол- 
ацетилтрансферазу (ХАТ), -галактозидазу (ЛакЗ), -глюкуронидазу (Гуз) и тому подобные вещества. Се­
лектируемые маркеры также могут считаться репортерами.

Термин "плазмида" относится к внехромосомному элементу, часто несущему ген, который не явля­
ется частью центрального метаболизма клетки, и обычно находящемуся в форме кольцевых двухцепо­
чечных молекул ДНК. Такие элементы могут являться автономно реплицирующимися последовательно­
стями, интергирующимися в геном последовательностями, фагом или нуклеотидными последовательно­
стями, линейными, кольцевыми или сверхспиральными одно- или двухцепочечных ДНК или РНК, полу­
ченными из произвольного источника, в которых определенное число нуклеотидных последовательно­
стей было соединено или рекомбинировано в уникальную конструкцию, которая способна внести в клет­
ку фрагмент промотора и последовательность ДНК для выбранного генного продукта вместе с соответ­
ствующей 3' нетранслируемой последовательностью.

Эукариотические вирусные векторы, которые могут применяться, включают, но не ограничиваются
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этим, аденовирусные векторы, ретровирусные векторы, аденоассоциированные вирусные векторы, покс­
вирус, например векторы на основе вируса осповакцины, векторы на основе бакуловирусов или векторы
на основе вируса герпеса. Невирусные векторы включают плазмиды, липосомы, электрически заряжен­
ные липиды (цитофектины), ДНК-белковые комплексы и биополимеры.

"Клонирующий вектор" относится к "репликону", который является единицей длины нуклеиновой 
кислоты, которая последовательно реплицируется и которая содержит точку начала репликации, такую 
как плазмида, фаг или космида, к которой может быть присоединен сегмент другой нуклеиновой кисло­
ты таким образом, чтобы привести к репликации присоединенного сегмента. Определенные клонирую­
щие векторы способны к репликации в одном типе клеток, например в бактериальных клетках, и экс­
прессии в другом, например в эукариотических клетках. Клонирующие векторы обычно содержат одну 
или более последовательностей, которые могут применяться для отбора клеток, содержащих вектор, 
и/или один или более множественных клонирующих участков для вставки представляющих интерес нук­
леотидных последовательностей.

Термин "экспрессионный вектор" относится к элементу, сконструированному для того, чтобы сде­
лать возможной экспрессию вставленной нуклеотидной последовательности после внесения в клетку- 
хозяин. Вставленная нуклеотидная последовательность размещается в функциональной связи с регуля­
торными областями, как описано выше.

Векторы вносят в клетки-хозяева способами, хорошо известными в данной области техники, на­
пример путем трансфекции, электропорации, микроинъекции, трансдукции, клеточного слияния, при 
помощи диэтиламиноэтилдекстрана, осаждения фосфата кальция, липофекции (слияния лизосом), при­
менения генной пушки или транспортера ДНК-вектора.

При употреблении в данном тексте "культивировать", "культивирование" и "культивация" обозна­
чают инкубацию клеток в таких in vitro условиях, которые способствуют росту клеток, или делению, или 
поддержанию клеток в живом состоянии. При употреблении в данном тексте "культивированные клетки" 
обозначают клетки, которые были размножены in vitro.

При употреблении в данном тексте термин "полипептид" включает в себя как одиночный "полипеп­
тид", так и множественные "полипептиды", и относится к молекуле, состоящей из мономеров (аминокис­
лот), линейно связанных амидными связями (также известными как пептидные связи). Термин "полипеп­
тид" относится к любой цепи или цепям двух или более аминокислот и не относится к специфичной дли­
не продукта. Таким образом, пептиды, дипептиды, трипептиды, олигопептиды, "белок", "аминокислот­
ная цепь" либо любой другой термин, применяемый для обозначения цепи или цепей двух или более 
аминокислот, включены в определение "полипептида", а термин "полипептид" может применяться вме­
сто либо взаимозаменяемо с любым из этих терминов. Термин "полипептид" также относится к продук­
там пост-экспрессионной модификации полипептида, включая без ограничений гликозилирование, аце­
тилирование, фосфорилирование, амидирование, дериватизацию известными защитными/блоки- 
рующими группами, протеолитическое расщепление или модификацию аминокислотами неприродного 
происхождения. Полипептид может быть получен из природного биологического ресурса или при помо­
щи рекомбинатной технологии, но не обязательно являться транслированным из определенной нуклео­
тидной последовательности. Он может быть получен любым способом, включая химический синтез.

"Выделенный" полипептид или его фрагмент, вариант или производное обозначает полипептид, ко­
торый не находится в своем естественном окружении. Никакой конкретный уровень очистки не требует­
ся. Например, выделенный полипептид может быть просто удален из своего природного или естествен­
ного окружения. Полученные при помощи рекомбинантных технологий полипептиды и белки, экспрес­
сируемые в клетках-хозяевах, считаются выделенными в контексте данного изобретения, как и нативные 
или рекомбинантные полипептиды, которые были отделены, фракционированы либо частично или в зна­
чительной степени очищены любым подходящим способом.

Также в настоящее изобретение включены фрагменты или варианты полипептидов и любые их 
комбинации. Термин "фрагмент" или "вариант" в отношении связывающих доменов полипептидов или 
связывающих молекул, являющихся объектами настоящего изобретения, включают любые полипептиды, 
которые сохраняют, по меньшей мере, некоторые свойства (например, аффинность связывания с FcRn в 
случае FcRn-связывающего домена или Fc-варианта, активность коагуляции в случае Ф VIII-варианта 
или Ф VIII-связывающую активность в случае фрагмента ФВ) основного полипептида. Фрагменты поли­
пептидов включают протеолитические фрагменты, а также делеционные фрагменты дополнительно к 
специфическим фрагментам антител, обсуждаемым в другом месте данного текста, но не включают пол­
норазмерный полипептид природного происхождения (или зрелый полипептид). Варианты связывающих 
доменов полипептидов или связывающих молекул, являющихся объектами настоящего изобретения, 
включают фрагменты, как описано выше, а также полипептиды с аминокислотными последовательно­
стями, измененными вследствие аминокислотных замен, делеций или инсерций. Варианты могут быть 
природного и неприродного происхождения. Варианты неприродного происхождения могут быть полу­
чены путем известных в данной области техники методов мутагенеза. Вариантные полипептиды могут 
содержать консервативные или неконсервативные аминокислотные замены, делеции или добавки.

Употребляемый в данном тексте термин "фрагмент ФВ" или "фрагменты ФВ" обозначает любые
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фрагменты ФВ, которые взаимодействуют с Ф VIII и сохраняют по меньшей мере одно или более 
свойств, которые обычно обеспечивает Ф VIII полноразмерный ФВ, например предотвращение прежде­
временной активации Ф VIII, предотвращение преждевременного протеолиза, предотвращение связыва­
ния с фосфолипидными мембранами, которое может привести к преждевременному клиренсу, предот­
вращение связывания с клиренс-рецепторами Ф VIII, которые могут связывать незащищенный Ф VIII, но 
не ФВ-связанный Ф VIII, и/или стабилизацию взаимодействий тяжелой цепи и легкой цепи Ф VIII. Упо­
требляемый в данном тексте термин "фрагмент ФВ" не включает полноразмерный или зрелый белок ФВ. 
В конкретном варианте реализации изобретения упоминаемый в данном тексте "фрагмент ФВ" содержит 
домен D' и домен D3 белка ФВ, но не содержит домен A1, домен A2, домен A3, домен D4, домен B1, до­
мен B2, домен B3, домен C1, домен C2 и домен CK белка ФВ.

Употребляемый в данном тексте термин "фактор, ограничивающий время полужизни" или "фактор, 
ограничивающий время полужизни Ф VIII" определяет фактор, который предупреждает продление вре­
мени полужизни белка Ф VIII более чем в 1,5 раза или 2 раза по сравнению с Ф VIII дикого типа (напри­
мер, ADVATE® или REFACTO®). Например, полноразмерный или зрелый ФВ может действовать как 
фактор, ограничивающий время полужизни Ф VIII, индуцируя выведение комплекса Ф VIII и ФВ из сис­
темы в процессе одного или более каскадов очистки ФВ. В одном примере эндогенный ФВ является фак­
тором, ограничивающим время полужизни Ф VIII. В другом примере полноразмерная рекомбинантная 
молекула ФВ, нековалентно связанная с белком Ф VIII, является фактором, ограничивающим время по­
лужизни Ф VIII.

Употребляемый в данном тексте термин "эндогенный ФВ" определяет молекулы ФВ, присутст­
вующие в плазме в природном состоянии. Эндогенная молекула ФВ может являться мультимером, но 
может быть и мономером или димером. Эндогенный ФВ в плазме связывается с Ф VIII и образует с Ф 
VIII нековалентный комплекс.

"Консервативной аминокислотной заменой" является такая, при которой аминокислотный остаток 
замещается аминокислотным остатком, имеющим аналогичную боковую цепь. Семейства аминокислот­
ных остатков, имеющих аналогичные боковые цепи, были определены в данной области техники, вклю­
чая основные боковые цепи (например, лизин, аргинин, гистидин), кислотные боковые цепи (например, 
аспарагиновая кислота, глутаминовая кислота), незаряженные полярные боковые цепи (например, гли­
цин, аспарагин, глутами, серин, треонин, тирозин, цистеин), неполярные боковые цепи (например, ала­
нин, валин, лейцин, изолейцин, пролин, фенилаланин, метионин, триптофан), β-разветвленные боковые 
цепи (например, треонин, валин, изолейцин) и ароматические боковые цепи (например, тирозин, фенила­
ланин, триптофан, гистидин). Таким образом, если аминокислота в полипептиде замещается другой ами­
нокислотой, принадлежащей тому же семейству боковых цепей, такая замена считается консервативной. 
В другом варианте реализации изобретения ряд аминокислот может быть консервативно заменен струк­
турно подобным рядом, который отличается порядком и/или составом представителей семейства боко­
вых цепей.

Как известно в данной области техники, "идентичность последовательностей" между двумя поли­
пептидами определяется путем сравнения аминокислотной последовательности одного полипептида с 
последовательностью второго полипептида. При обсуждении в данном тексте определение того, является 
ли любой конкретный полипептид идентичным по меньшей мере на около 50, 60, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 99 
или 100% другому полипептиду, осуществляется при помощи известных в данной области техники ме­
тодов и компьютерных программ/программного обеспечения, включающих, но не ограничивающихся 
этим, программу BESTFIT (WisconsinSequenceAnalysisPackage, Версия 8 для Unix, GeneticsComputer- 
Group, UniversityResearchPark, 575 ScienceDrive, Madison, WI 53711). BESTFIT использует алгоритм ло­
кальной гомологии Смита и Уотермана, AdvancesinAppliedMathematics 2:482-489 (1981) для того, чтобы 
найти сегмент наибольшей гомологии между двумя последовательностями. При применении BESTFIT 
или любой другой программы для выравнивания последовательностей для определения того, является ли 
конкретная последовательность, например, на 95% идентичной основной последовательности согласно 
настоящему изобретению, параметры устанавливают, конечно, таким образом, что процент идентично­
сти рассчитывается относительно полной длины основной полипептидной последовательности и допус­
каются расхождения в гомологии до 5% относительно общего числа аминокислот в основной последова­
тельности.

При употреблении в данном тексте "аминокислота, соответствующая чему-либо" или "эквивалент­
ная аминокислота" в последовательности ФВ или последовательности белка Ф VIII определяются по вы­
равниванию с целью максимизировать идентичность или сходство между первой последовательностью 
ФВ или Ф VIII и второй последовательностью ФВ или Ф VIII. Число, применяемое для определения эк­
вивалентной аминокислоты во второй последовательности ФВ или Ф VIII, зависит от числа, применяе­
мого для определения соответствующей аминокислоты в первой последовательности ФВ или Ф VIII.

"Слитый" или "химерный" белок содержит первую аминокислотную последовательность, связан­
ную со второй аминокислотной последовательностью, с которой она не связана в естественном состоя­
нии. Аминокислотные последовательности, которые обычно присутствуют в разных белках, могут быть 
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соединены вместе в слитом полипептиде, либо аминокислотные последовательности, которые обычно 
присутствуют в одном белке, могут быть размещены в новом порядке в слитом полипептиде, примером 
чего является слияние домена фактора VIII, являющегося объектом данного изобретения, с Fc-доменом 
иммуноглобулина. Слитый белок создают, например, путем химического синтеза или путем создания и 
трансляции полинуклеотида, в котором пептидные области кодируются в необходимом взаиморасполо­
жении. Химерный белок может дополнительно содержать вторую аминокислотную последовательность, 
связанную с первой аминокислотной последовательностью ковалентной, непептидной связью или неко­
валентной связью.

Употребляемый в данном тексте термин "время полужизни" относится к биологическому времени 
полужизни конкретного полипептида in vivo. Время полужизни может обозначать время, необходимое 
для того, чтобы половина количества введенного испытуемому объекту препарата была выведена из кро­
вообращения и/или других тканей животного. При построении кривой выведения данного полипептида 
как функции времени кривая обычно является двухфазной с быстрой α-фазой и более длинной β-фазой. 
α-фаза обычно отображает равновесное распределение введенного Fc полипептида между внутрисосуди­
стым и внесосудистым пространством и частично определяется размером полипептида. β-фаза обычно 
отображает катаболизм полипептида во внутрисосудистом пространстве. В некоторых вариантах реали­
зации изобретения Ф VIII и содержащие Ф VIII химерные белки являются монофазными и, таким обра­
зом, не имеют α-фазы, а только β-фазу. Следовательно, в определенных вариантах реализации изобрете­
ния употребляемый в данном тексте термин "время полужизни" относится ко времени полужизни поли­
пептида в β-фазе. Обычное время полужизни β-фазы человеческого антитела у человека составляет 21 
день.

При применении к полинуклеотиду или полипептиду термин "гетерологичный" означает, что поли­
нуклеотид или полипептид получены из объекта, отличного от того объекта, с которым проводится срав­
нение. Следовательно, гетерологичный полипептид, связанный с фрагментом ФВ, обозначает полипеп- 
тидную цепь, которая связана с фрагментом ФВ и не является частью фрагмента ФВ природного проис­
хождения. Например, гетерологичный полипептид или антиген может быть получен от различных видов, 
из различных типов клеток особи либо одинаковых или различных типов клеток различных особей.

Употребляемый в данном тексте термин "связанный" относится к первой аминокислотной последо­
вательности или нуклеотидной последовательности, ковалентно или нековалентно соединенной со вто­
рой аминокислотной последовательностью или нуклеотидной последовательностью соответственно. 
Термин "ковалентно связанный" или "ковалентная связь" относится к ковалентной связи, например, ди­
сульфидной связи, пептидной связи или одной или более аминокислотам, например линкеру, между дву­
мя связанными между собой компонентами. Первая аминокислотная или нуклеотидная последователь­
ность может быть прямым образом связана или соединена со второй аминокислотной или нуклеотидной 
последовательностью, или в другом варианте промежуточная последовательность может ковалентно свя­
зывать первую последовательность со второй последовательностью. Термин "связанный" обозначает не 
только сшивание первой аминокислотной последовательности со второй аминокислотной последова­
тельностью в области C-конца или N-конца, но также включает вставку полной первой аминокислотной 
последовательности (или второй аминокислотной последовательности) между любыми двумя аминокис­
лотами второй аминокислотной последовательности (или первой аминокислотной последовательности 
соответственно). В одном варианте реализации изобретения первая аминокислотная последовательность 
может быть соединена со второй аминокислотной последовательностью посредством пептидной связи 
или линкера. Первая аминокислотная последовательность может быть соединена со второй аминокис­
лотной последовательностью посредством фосфодиэфирной связи или линкера. Линкер может представ­
лять собой пептид или полипептид (для полипептидных цепей) или нуклеотид или нуклеотидную цепь 
(для нуклеотидных цепей) либо любое химическое соединение (как для полипептидных, так и для поли- 
нуклеотидных цепей). Ковалентную связь иногда обозначают как (-) или дефис. Употребляемый в дан­
ном тексте термин "связанный с" относится к ковалентной или нековалентной связи, образованной меж­
ду первой аминокислотной цепью и второй аминокислотной цепью. В одном варианте реализации изо­
бретения термин "связанный с" обозначает ковалентную, непептидную связь или нековалентную связь. В 
некоторых вариантах реализации изобретения такую связь обозначают двоеточием, т.е. (:).В другом ва­
рианте реализации изобретения он обозначает ковалентную связь за исключением пептидной связи. В 
других вариантах реализации изобретения употребляемый в данном тексте термин "ковалентно связан­
ный" обозначает связь между двумя компонентами посредством ковалентной связи, например дисуль­
фидной связи, пептидной связи или одной или более аминокислот (например, линкера). Например, ами­
нокислота цистеин содержит тиольную группу, которая может образовывать дисульфидную связь или 
мостик с тиольной группой второго остатка цистеина. В большинстве молекул IgG природного происхо­
ждения области CH1 и CL связаны дисульфидной связью, а две тяжелые цепи связаны двумя дисульфид­
ными связями в позициях, соответствующих 239 и 242 согласно системе нумерации Кабата (позиции 226 
и 229 в Европейской системе нумерации). Примеры ковалентных связей включают, но не ограничивают­
ся этим, пептидную связь, металлическую связь, водородную связь, дисульфидную связь, сигма-связь, 
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пи-связь, дельта-связь, гликозидную связь, агностическую связь, изогнутую связь, диполярную связь, пи- 
обратную связь, двойную связь, тройную связь, четвертную связь, пятерную связь, шестерную связь, 
конъюгацию, гиперконъюгацию, ароматичность, гаптичность или антисвязывание. Неограничивающие 
примеры нековалентной связи включают ионную связь (например, катионную пи-связь или соляную 
связь), металлическую связь, водородную связь (например, диводородную связь, диводородный ком­
плекс, низкобарьерную водородную связь или симметричную водородную связь), Ван-дер-Ваальсовы 
силы, лондоновские дисперсионные силы, механическую связь, галогенную связь, аурофильность, ин­
теркаляцию, стэкинг, энтропийные силы или химическую полярность.

Употребляемый в данном тексте термин "мономерно-димерный гибрид" относится к химерному 
белку, содержащему первую полипептидную цепь и вторую полипептидную цепь, которые связаны друг 
с другом дисульфидной связью, при этом первая цепь содержит фактор свертывания крови, например 
фактор VIII, и Fc-область, а вторая цепь содержит, состоит преимущественно из или состоит из Fc- 
области без фактора свертывания крови. Мономерно-димерная гибридная конструкция, таким образом, 
является гибридом, содержащим мономерную часть, содержащую только один фактор свертывания кро­
ви, и димерную часть, содержащую две Fc-области.

Употребляемый в данном тексте термин "сайт расщепления" или "сайт ферментного расщепления" 
относится к сайту, распознаваемому ферментом. Определенные сайты ферментного расщепления содер­
жат сайт внутриклеточного процессинга. В одном варианте реализации изобретения полипептид содер­
жит сайт ферментного расщепления, расщепляемый ферментом, который активируется во время каскада 
свертывания таким образом, что расщепление таких сайтов происходит на участке образования тромба. 
Примеры таких сайтов включают, например, те, которые распознаются тромбином, фактор XIa или фак­
тор Xa. Примеры сайтов расщепления Ф XIa включают, например, TQSFNDFTR (SEQ ID NO: 47) и 
SVSQTSKLTR (SEQ ID NO: 48). Примеры сайтов расщепления тромбином включают, например, 
DFLAEGGGVR (SEQ ID NO: 49), TTKIKPR (SEQ ID NO: 50), LVPRG (SEQ ID NO: 55) и ALRPR (амино­
кислоты от 1 до 5 из SEQ ID NO: 51). Другие сайты ферментного расщепления известны в данной облас­
ти техники.

Употребляемый в данном тексте термин "сайт процессинга" или "сайт внутриклеточного процес­
синга" относится к такому типу сайтов ферментного расщепления в полипептиде, являющемся целью 
для ферментов, которые действуют после трансляции полипептида. В одном варианте реализации изо­
бретения такие ферменты действуют во время переноса из полости аппарата Гольджи в транс-Гольджи 
компартмент. Ферменты внутриклеточного процессинга расщепляют полипептиды перед секрецией бел­
ка из клетки. Примеры таких сайтов процессинга включают, например, те, на которые нацелены предста­
вители семейства PACE/фурин (где PACE является акронимом от англ. "Pairedbasic Aminoacid Cleaving 
Enzyme" - фермент, расщепляющий спаренные основные аминокислоты) эндопептидаз. Эти ферменты 
находятся в мембране Гольджи и расщепляют белки со стороны карбоксильного конца мотива последо­
вательности Arg-[любой остаток]-(Lys или Arg)-Arg. Упоминаемые в данном тексте представители "фу- 
ринового" семейства ферментов включают, например, PCSK1 (также известный как PC1/PC3), PCSK2 
(также известный как PC2), PCSK3 (также известный как фурин или PACE), PCSK4 (также известный 
как PC4), PCSK5 (также известный как PC5 или PC6), PCSK6 (также известный как PACE4) или PCSK7 
(также известный как PC7/LPC, PC8 или SPC7). Другие сайты процессинга известны в данной области 
техники.

Термин "фурин" относится к ферментам, соответствующим EC No. 3.4.21.75. Фурин является суб- 
тилизинподобной пробелковой конвертазой, которая также известна под названием PACE (Pairedbasic 
Aminoacid Cleaving Enzyme). Фурин удаляет секции неактивных белков-предшественников для того, 
чтобы конвертировать их в биологически активные белки. Во время своего внутриклеточного перемеще­
ния пропептид отщепляется от зрелой молекулы ФВ ферментом фурином в аппарате Гольджи.

Понятно, что в конструкциях, содержащих более одного сайта процессинга или расщепления, дан­
ные сайты могут быть одинаковыми либо разными.

При употреблении в данном тексте гемостатическое нарушение означает генетически унаследован­
ное или приобретенное заболевание, которое характеризуется склонностью к кровоизлияниям, как к 
спонтанным, так и в результате травмы, из-за нарушения способности или неспособности образовывать 
фибриновые сгустки. Примеры таких нарушений включают разные виды гемофилии. Тремя основными 
формами являются гемофилия А (дефицит фактора VIII), гемофилия В (дефицит фактора IX или "бо­
лезнь Кристмаса") и гемофилия С (дефицит фактора XI, склонность к умеренным кровотечениям). Дру­
гие гемостатические нарушения включают, например, болезнь Виллебранда, дефицит фактора XI (дефи­
цит ПТП), дефицит фактора XII, дефицит или структурные аномалии фибриногена, протромбина, факто­
ра V, фактора VII, фактора X или фактора XIII, синдром Бернара-Сулье, который является дефектом или 
дефицитом GPIb. GPIb - рецептор для ФВ - может быть дефективным и приводить к недостатку первич­
ного тромбообразования (первичного гемостаза) и повышенной склонности к кровотечениям, и тромба­
стении Гланцманна и Негели (тромбастении Гланцманна). При печеночной недостаточности (острой и 
хронической формах) наблюдается недостаточная выработка факторов свертывания крови печенью, что 
может привести к повышенному риску кровотечений.
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Химерные молекулы, являющиеся объектом данного изобретения, можно применять в профилакти­
ческих целях. Употребляемый в данном тексте термин "профилактическое лечение" относится к приме­
нению данной молекулы до случая кровотечения. В одном варианте реализации изобретения пациенту, 
нуждающемуся в общем гемостатическом средстве, проводят или собираются проводить хирургическую 
операцию. Химерный белок, являющийся объектом данного изобретения, можно применять до или после 
хирургической операции в качестве профилактики. Химерный белок, являющийся объектом данного 
изобретения, можно применять во время или после хирургической операции для контролирования ост­
рых случаев кровотечения. Хирургическая операция может включать, но не ограничивается этим, транс­
плантацию печени, резекцию печени, стоматологические процедуры или трансплантацию стволовых 
клеток.

Химерный белок, являющийся объектом данного изобретения, также применяется для лечения по 
требованию (также называемому "эпизодическим"). Термин "лечение по требованию" или "эпизодиче­
ское лечение" относится к применению химерной молекулы в ответ на проявление симптомов случая 
кровотечения или перед действием, которое может вызвать кровотечение. В одном аспекте реализации 
лечение пациента по требованию (эпизодическое лечение) может проводиться тогда, когда кровотечение 
началось, например, после травмы, или тогда, когда кровотечение ожидается, например, перед хирурги­
ческой операцией. В другом аспекте реализации лечение пациента по требованию может проводиться до 
действий, которые повышают риск кровотечения, например в случае контактного спорта.

Употребляемый в данном тексте термин "острое кровотечение" относится к случаю кровотечения 
вне зависимости от его причин. Например, пациент может получить травму, страдать уремией, наследст­
венным нарушением, связанным с кровотечением (например, дефицитом фактора VII), нарушением 
тромбоцитарного звена гемостаза или обладать сопротивлением благодаря выработке антител к факто­
рам свертывания крови.

При употреблении в данном тексте лечение, проведение лечения, осуществление лечения относит­
ся, например, к снижению степени тяжести заболевания или болезненного состояния; снижению про­
должительности заболевания; уменьшению интенсивности одного или более симптомов, связанных с 
заболеванием или болезненным состоянием, без обязательного излечения заболевания или болезненного 
состояния или предупреждения одного или более симптомов, связанных с заболеванием или болезнен­
ным состоянием. В одном варианте реализации изобретения термин "лечение" или "проведение лечения" 
означает поддержание у пациента минимального уровня Ф VIII, составляющего по меньшей мере 1, 2, 3, 
4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 или 20 МЕ/дл, путем введения химерного белка или 
фрагмента ФВ, которые являются объектами данного изобретения. В другом варианте реализации изо­
бретения лечение или проведение лечения означает поддержание минимального уровня Ф VIII между 
около 1 и около 20 МЕ/дл, около 2 и около 20 МЕ/дл, около 3 и около 20 МЕ/дл, около 4 и около 20 
МЕ/дл, около 5 и около 20 МЕ/дл, около 6 и около 20 МЕ/дл, около 7 и около 20 МЕ/дл, около 8 и около 
20 МЕ/дл, около 9 и около 20 МЕ/дл или около 10 и около 20 МЕ/дл. Лечение или проведение лечения 
заболевания или болезенного состояния также может включать поддержание активности Ф VIII у паци­
ента на уровне, сравнимом по меньшей мере приблизительно с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 
16, 17, 18, 19 или 20% активности Ф VIII у пациента, не страдающего гемофилией. Минимальный уро­
вень, необходимый для проведения лечения, может быть определен при помощи одного или более из­
вестных способов и может быть подобран (увеличен или уменьшен) для каждого отдельного пациента.

Химерные белки.
Настоящее изобретение относится к продлению времени полужизни белка фактора VIII путем пре­

дотвращения или подавления in vivo связывания фактора, ограничивающего время полужизни Ф VIII 
(например, эндогенного ФВ) с белком Ф VIII. Эндогенный ФВ связывает от около 95 до около 98% Ф 
VIII в нековалентные комплексы. Известно, что связывание эндогенного ФВ с белком Ф VIII защищает 
Ф VIII разными способами. Например, полноразмерный ФВ (в виде мультимера размером в около 250 
кДа) может защитить Ф VIII от протеазного расщепления и активации Ф VIII, стабилизировать тяжелую 
цепь и/или легкую цепь Ф VIII и предотвратить выведение Ф VIII фагоцитарными рецепторами. При 
этом в то же время эндогенный ФВ ограничивает время полужизни Ф VIII путем предотвращения пино- 
цитоза и путем выделения комплекса Ф VIII-ФВ из системы в процессе очищения ФВ. Считается, как 
показано в примерах, что эндогенный ФВ является ограничивающим время полужизни фактором, кото­
рый препятствует продлению времени полужизни белка Ф VIII, слитого с компонентом, продлевающим 
время полужизни, более чем приблизительно в два раза по отношению к Ф VIII дикого типа. Следова­
тельно, в настоящем изобретение предотвращается или подавляется взаимодействие между эндогенным 
ФВ и белком Ф VIII при помощи дополнительного компонента, и, тем самым, предотвращается выведе­
ние белка Ф VIII в процессе очищения ФВ и/или индукция пиноцитоза. В одном варианте реализации 
изобретения дополнительный компонент способен предотвращать или подавлять связывание белка Ф VIII с 
эндогенным ФВ и обладает по меньшей мере одним ФВ-подобным Ф VIn-защитным свойством. Вдобавок 
дополнительный компонент снижает выведение Ф VIII из системы, предотвращая или подавляя взаимо­
действие с эндогенным ФВ. Дополнительные компоненты, являющиеся объектами настоящего изобрете­
ния, связываются или ассоциируют с (например, путем нековалентного связывания) белком Ф VIII и/или 
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физически или химически блокируют ФВ-связывающий участок белка Ф VIII. Таким образом, белок Ф 
VIII, связанный с дополнительным компонентом, выводится из кровообращения клиренс-рецепторами 
ФВ более медленно по сравнению с Ф VIII дикого типа или несвязанным с дополнительным компонен­
том Ф VIII. Примеры дополнительных компонентов, являющихся объектами настоящего изобретения, 
включают, например, полипептиды либо химические или физические модификации, добавления, деле- 
ции или вариации белка Ф VIII. Дополнительный компонент, применяемый в настоящем изобретении, 
может содержать полипептид, неполипептидный компонент или оба эти компонента. Неограничивающие 
примеры полипептида, применяемого в качестве дополнительного компонента, включают, например, 
описанный в данном тексте фрагмент ФВ, константную область иммуноглобулина или ее часть, транс­
феррин или его фрагмент, альбумин или его фрагмент, альбуминсвязывающее вещество, последователь­
ность HAP, последовательность PAS или любые комбинации этих компонентов. Неограничивающие 
примеры неполипептидного компонента включают полиэтиленгликоль (ПЭГ), полисиаловую кислоту, 
гидроксиэтиловый крахмал (ГЭК), их производные или любую комбинацию этих компонентов. Другие 
подобные компоненты, применяемые в настоящем изобретении, известны в данной области техники.

В одном варианте реализации изобретения дополнительный компонент соединен (или связан) с 
белком Ф VIII ковалентной или нековалентной связью. При этом в некоторых случаях физическое бло­
кирование или химическая связь (например, нековалентное связывание) между дополнительным компо­
нентом и белком Ф VIII могут быть недостаточно сильными для того, чтобы обеспечить существование 
устойчивого комплекса, содержащего белок Ф VIII и дополнительный компонент, в присутствии эндо­
генного ФВ. Например, фрагмент ФВ, образующий нековалентную связь с белком Ф VIII без каких-либо 
дополнительных соединений, может легко быть отделен in vivo от белка Ф VIII в присутствии эндоген­
ного ФВ, при этом фрагмент ФВ (например, рекомбинантного ФВ, т.е. рФВ) замещается эндогенным 
ФВ. Следовательно, нековалентно связанный с эндогенным ФВ белок Ф VIII будет подвержен процессу 
очистки ФВ и будет выведен из системы. С целью предотвращения отделения дополнительного компо­
нента от белка Ф VIII в некоторых вариантах реализации изобретения связь между белком Ф VIII и до­
полнительным компонентом является ковалентной связью, например пептидной связью, одной или более 
аминокислотами либо дисульфидной связью. В определенных вариантах реализации изобретения соеди­
нение (т.е. связь) между дополнительным компонентом и белком Ф VIII является пептидной связью или 
линкером между белком Ф VIII и дополнительным компонентом ("линкер Ф VIII/ДК"). Неограничиваю­
щие примеры линкеров описаны в другом месте данного текста. В некоторых вариантах реализации изо­
бретения дополнительный компонент является полипептидом, содержащим, состоящим преимуществен­
но из или состоящим по меньшей мере из 10, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100, 1200, 
1300, 1400, 1500, 1600, 1700, 1800, 1900, 2000, 2500, 3000 или 4000 аминокислот. В других вариантах 
реализации изобретения дополнительный компонент является полипептидом, содержащим, состоящим 
преимущественно из или состоящим из от около 100 до около 200 аминокислот, от около 200 до около 
300 аминокислот, от около 300 до около 400 аминокислот, от около 400 до около 500 аминокислот, от 
около 500 до около 600 аминокислот, от около 600 до около 700 аминокислот, от около 700 до около 800 
аминокислот, от около 800 до около 900 аминокислот или от около 900 до около 1000 аминокислот. В 
некоторых вариантах реализации изобретения дополнительный компонент, ковалентно связанный с бел­
ком Ф VIII, является фрагментом ФВ, описанным в другом месте данного текста.

В определенных вариантах реализации изобретения дополнительный компонент химически (на­
пример, нековалентно) связывается с или физически блокирует один или более ФВ-связывающих участ­
ков белка Ф VIII. ФВ-связывающий участок белка Ф VIII расположен в пределах домена A3 или домена 
С2 белка Ф VIII. В других вариантах реализации изобретения ФВ-связывающий участок белка 
Ф VIII расположен в пределах домена A3 и домена С2. Например, ФВ-связывающий участок белка Ф VIII 
может соответствовать аминокислотам от 1669 до 1689 и/или от 2303 до 2332 из SEQ ID NO: 16 [полно­
размерный зрелый Ф VIII].

В других вариантах реализации химерный белок, являющийся объектом настоящего изобретения, 
содержит белок Ф VIII, связанный с дополнительным компонентом, при этом дополнительный компо­
нент является молекулой ФВ, например фрагментом ФВ, содержащим домен D' и домен D3, но не со­
держащим участок связывания клиренс-рецептора ФВ, и экранирует или защищает ФВ-связывающий 
участок белка Ф VIII, тем самым подавляя или предотвращая взаимодействие белка Ф VIII с эндогенным 
ФВ. В некоторых вариантах реализации изобретения дополнительный компонент является фрагментом 
ФВ. Орагмент ФВ, применяемый в настоящем изобретении, содержит домен D' и домен D3, обеспечивая 
белку Ф VIII одно или более преимуществ ФВ-подобных свойств, но при этом фрагмент ФВ не подвер­
гается процессу очистки ФВ. Белок Ф VIII и дополнительный компонент могут быть ковалентно связан­
ными посредством линкера (например, линкера Ф VIII/ДК). В одном варианте реализации изобретения 
линкер может являться отщепляемым линкером. Неограничивающие примеры линкеров приведены в 
другом месте данного текста.

В других вариантах реализации химерный белок, являющийся объектом настоящего изобретения, 
содержит белок Ф VIII и константную область иммуноглобулина или ее часть (т.е. дополнительный ком­
понент), при этом константная область иммуноглобулина или ее часть экранирует или защищает ФВ-
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связывающий участок белка Ф VIII, тем самым подавляя или предотвращая взаимодействие белка Ф VIII
с эндогенным ФВ. В других вариантах реализации изобретения константная область иммуноглобулина
или ее часть является Fc-областью.

Один аспект реализации настоящего изобретения относится к химерному или слитому белку либо 
гибриду, содержащему один или более из описанных в данном тексте фрагментов ФВ, и его примене­
нию. Химерный или слитый белок может быть сшит или связан с одним или более гетерологичным ком­
понентом (иногда обозначаемом в данном тексте как H или H1). В одном варианте реализации изобрете­
ния гетерологичный компонент (H1) является гетерологичным пептидом или гетерологичным полипеп­
тидом, который в естественных условиях не встречается с и/или связан с фрагментом ФВ. В другом ва­
рианте реализации изобретения гетерологичный компонент (H1) является неполипептидным компонен­
том, например химической модификацией или комбинацией пептида или полипептида и неполипептид- 
ного компонента. В некоторых вариантах реализации изобретения фрагменты ФВ связаны или соедине­
ны с гетерологичным компонентом (H1) посредством линкера (также называемым в данном тексте "ФВ- 
линкером"). В одном варианте реализации изобретения ФВ-линкер является отщепляемым линкером. 
Неограничивающие примеры линкеров между фрагментом ФВ и гетерологичным компонентом (H1) рас­
крыты в другом месте данного текста.

В одном варианте реализации гетерологичный компонент (H1), применяемый в данном изобрете­
нии, улучшает одно или более из фармакокинетических свойств фрагментов ФВ без заметного влияния 
на биологическую активность или функционирование фрагментов ФВ (например, их связывание или со­
единение с белком Ф VIII). В другом варианте реализации изобретения гетерологичный компонент (H1), 
связанный с фрагментом ФВ, может продлевать время полужизни фрагментов ФВ. Неограничивающие 
примеры гетерологичного полипептидного компонента включают константную область иммуноглобули­
на или ее часть, альбумин или его фрагмент, альбуминсвязывающее вещество, последовательность PAS, 
последовательность HAP, трансферрин или его фрагмент либо две или более комбинации этих компо­
нентов. Неограничивающие примеры гетерологичного неполипептидного компонента включают поли­
этиленгликоль (ПЭГ), полисиаловую кислоту, гидроксиэтиловый крахмал (ГЭК), их производные или 
любые комбинации этих компонентов.

В некоторых вариантах реализации изобретения гетерологичный компонент (H1) может применять­
ся для соединения фрагмента ФВ и белка Ф VIII ковалентной связью. Примеры гетерологичного компо­
нента, который может обеспечить ковалентное связывание, включают, но не ограничиваются этим, кон­
стантную область иммуноглобулина или ее часть, содержащую шарнирный участок, например Fc- 
область или партнера по связыванию FcRn. В отдельном примере белок Ф VIII связан с первой Fc- 
областью, а фрагмент ФВ связан со второй Fc-областью, при этом первая Fc-область и вторая Fc-область 
образуют одну или более дисульфидную связь.

В некоторых вариантах реализации изобретения гетерологичный компонент (иногда обозначаемый 
в данном тексте как "Н" или "H1") является константной областью иммуноглобулина или ее частью. Не­
ограничивающие примеры константной области иммуноглобулина или ее части могут быть выбраны из 
группы, состоящей из домена CH1, домена CH2, домена CH3, домена CH4, шарнирного домена и двух 
или более комбинаций этих компонентов. В одном варианте реализации изобретения константная об­
ласть иммуноглобулина или ее часть содержит по меньшей мене один домен CH1, по меньшей мене один 
домен CH2, по меньшей мене один домен CH3, по меньшей мене один домен CH4 или их функциональ­
ные фрагменты. В другом варианте реализации изобретения константная область иммуноглобулина или 
ее часть содержит по меньшей мене один шарнирный домен или его часть и по меньшей мене один до­
мен CH2 или его часть (например, в ориентации шарнир-СН2). В других вариантах реализации изобрете­
ния константная область иммуноглобулина или ее часть содержит по меньшей мене один домен CH2 или 
его часть и по меньшей мене один домен CH3 или его часть (например, в ориентации СН2-СН3). Приме­
ры комбинаций включают, но не ограничиваются этим, домен CH2, домен CH3 и шарнирный домен, ко­
торые также известны как Fc-область (или Fc-домен), например, первая Fc-область. В других вариантах 
реализации изобретения гетерологичный компонент (H1) связан с фрагментом ФВ посредством линкера. 
В определенных вариантах реализации изобретения гетерологичный компонент (H1) является партнером 
по связыванию FcRn, как описано в другом месте данного текста. В других вариантах реализации изо­
бретения гетерологичный компонент (H1) является шарнирным участком.

В определенных вариантах реализации изобретения химерный белок дополнительно содержит вто­
рой (или дополнительный) гетерологичный компонент (иногда обозначаемый в данном тексте как "H2"). 
Стоит отметить, что первый гетерологичный компонент (H1) и второй гетерологичный компонент (H2) 
могут применяться взаимозаменяемо и быть одинаковыми либо разными. Второй гетерологичный ком­
понент (H2) может быть связанным с белком Ф VIII или с любым участком химерного белка пептидной 
связью, одной или более аминокислотами или посредством линкера (например, линкера Ф VIII в случае 
связывания с Ф VIII). Такие конструкции иногда могут называться гетеродимерами Ф VIII/ФВ. В одном 
варианте реализации изобретения гетерологичный компонент (H2) содержит гетерологичный полипеп­
тид. В другом варианте реализации изобретения гетерологичный компонент (H2) содержит неполипеп- 
тидный компонент. В других вариантах реализации изобретения гетерологичный компонент (H2) содер-
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жит комбинацию гетерологичного компонента и неполипептидного компонента. Второй гетерологичный 
компонент (H2) может являться компонентом, продлевающим время полужизни. Неограничивающие 
примеры второго гетерологичного полипептидного компонента (H2) включают константную область 
иммуноглобулина или ее часть, альбумин или его фрагмент, альбуминсвязывающее вещество, последо­
вательность PAS, последовательность HAP, трансферрин или его фрагмент либо две или более комбина­
ции этих компонентов. Неограничивающие примеры гетерологичного неполипептидного компонента 
включают полиэтиленгликоль (ПЭГ), полисиаловую кислоту, гидроксиэтиловый крахмал (ГЭК), их про­
изводные или любые комбинации этих компонентов. В определенных вариантах реализации изобретения 
первый гетерологичный компонент (H1) и второй гетерологичный компонент являются одинаковыми 
или разными. Каждый или оба компонента - первый гетерологичный компонент (H1) и второй гетероло­
гичный компонент (H2) могут обеспечить продление времени полужизни белка Ф VIII в химерном белке, 
обеспечить соединение, более сильное, чем нековалентная связь, т.е. одну или более ковалентных связей 
между белком Ф VIII и фрагментом ФВ в химерном белке, либо и то, и другое. После того как фрагмент 
ФВ, сшитый или связанный с гетерологичным компонентом (H1) снимает ограничение по времени по­
лужизни путем предотвращения или подавления взаимодействия между белком Ф VIII и эндогенным 
белком ФВ, связанный с гетерологичными компонентами белок Ф VIII может достичь своего полного 
потенциала и может иметь время полужизни, более чем двукратно превышающее таковое у Ф VIII дико­
го типа.

В определенных вариантах реализации изобретения первый гетерологичный компонент (например, 
первая Fc-область), связанный с фрагментом ФВ, и второй гетерологичный компонент (например, вторая 
Fc-область), связанный с белком Ф VIII, соединены друг с другом таким образом, что это соединение 
препятствует замещению фрагмента ФВ эндогенным ФВ in vivo. В одном варианте реализации изобрете­
ния второй гетерологичный компонент является второй Fc-областью, при этом вторая Fc-область связана 
или соединена с первым гетерологичным компонентом, например первой Fc-областью, ковалентной свя­
зью, например дисульфидной связью, пептидной связью или посредством линкера (одной или более 
аминокислотами). Например, второй гетерологичный компонент (например, вторая Fc-область), связан­
ный с белком Ф VIII со стороны одного конца, может быть дополнительно связанным с первым гетеро­
логичным компонентом (например, первой Fc-областью), связанным с фрагментом ФВ посредством лин­
кера (например, оцFc линкером), или соединенным с первым гетерологичным компонентом ковалентной 
или нековалентной связью. В другом варианте реализации изобретения второй гетерологичный компо­
нент (например, вторая Fc-область) связан с фрагментом ФВ, который уже связан с первым гетерологич­
ным компонентом. В некоторых вариантах реализации изобретения химерный белок содержит первую 
полипептидную цепь, содержащую фрагмент ФВ и первый гетерологичный компонент, и вторую поли- 
пептидную цепь, содержащую белок Ф VIII и второй гетерологичный компонент, при этом первая поли- 
пептидная цепь и вторая полипептидная цепь соединены, причем соединение между первой полипептид- 
ной цепью, содержащей первый гетерологичный компонент, и второй полипептидной цепью, содержа­
щей второй гетерологичный компонент, является ковалентной связью, тем самым создавая возможность 
фрагменту ФВ и белку Ф VIII поддерживать взаимодействие друг с другом. В то же время эндогенный 
ФВ, который может образовывать нековалентную связь с белком Ф VIII, не может заместить ковалентно 
связанную полипептидную цепь, содержащую фрагмент ФВ.

Линкер между первым гетерологичным компонентом (H1) и фрагментом ФВ (например, ФВ- 
линкер) может являться отщепляемым линкером, например тромбин-отщепляемым линкером. Отщеп­
ляемые линкеры могут отщепляться протеазой, выбранной из группы, состоящей из фактора XIa, факто­
ра XIIa, калликреина, фактора VIIa, фактора IXa, фактора Xa, фактора IIa (тромбина), эластазы-2, гран- 
зима В, ВГТ, энтерокиназы, протеазы 3C, сортазы А, ММП-12, ММП-13, ММП-17 и ММП-20 и их ком­
бинаций. Эти отщепляемые линкеры обеспечивают возможность отщепления и отделения фрагмента ФВ 
от белка Ф VIII после активации каскада реакций свертывания, что приводит к получению белка Ф VIII с 
полным потенциалом действия.

В других вариантах реализации изобретения химерный белок получают в виде одиночной полипеп- 
тидной цепи, содержащей фрагмент ФВ, отщепляемый линкер, первый гетерологичный компонент (H1), 
процессируемый линкер, белок Ф VIII и второй гетерологичный компонент (H2) в любом порядке. После 
синтеза процессируемый линкер может перед секрецией отщепляться внутриклеточным протеазным 
ферментом, образуя, таким образом, две полипептидные цепи, как описано выше. В случае конструкции, 
содержащей одиночную цепь, перед секрецией второй гетерологичный компонент (например, вторая Fc- 
область) может связываться с фрагментом ФВ посредством процессируемого линкера. В определенных 
других вариантах реализации изобретения один или более линкеров могут содержать один или более 
сайтов расщепления.

В некоторых вариантах реализации химерный белок, являющийся объектом данного изобретения, 
дополнительно содержит третий гетерологичный компонент (иногда обозначаемый в данном тексте как 
"H3"). Третий гетерологичный компонент (H3) может продлевать время полужизни. Гетерологичный 
компонент (H3) может содержать гетерологичный полипептид, неполипептидный компонент либо оба 
эти компонента. Неограничивающие примеры третьего гетерологичного компонента (H3) включают кон­

- 23 -



035323

стантную область иммуноглобулина или ее часть, альбумин или его фрагмент, альбуминсвязывающее 
вещество, последовательность PAS, последовательность HAP, трансферрин или его фрагмент, любые 
производные или варианты либо две или более комбинации этих компонентов. Неограничивающие при­
меры неполипептидного компонента включают полиэтиленгликоль (ПЭГ), полисиаловую кислоту, гид­
роксиэтиловый крахмал (ГЭК), их производное или любые комбинации этих компонентов. Первый гете­
рологичный компонент (H1), связанный с фрагментом ФВ, второй гетерологичный компонент (H2), свя­
занный с белком Ф VIII, и третий гетерологичный компонент (H3) могут быть одинаковыми либо разны­
ми. В одном варианте реализации изобретения первый гетерологичный компонент (H1) идентичен вто­
рому гетерологичному компоненту (H2), но отличается от третьего гетерологичного компонента (H3). В 
другом варианте реализации изобретения третий гетерологичный компонент (H3) сшит или связан с бел­
ком Ф VIII или фрагментом ФВ химерного белка. В некоторых вариантах реализации третий гетероло­
гичный компонент вставлен в один или более доменов белка Ф VIII или между двумя доменами белка 
Ф VIII.

В одном варианте реализации изобретения химерный белок содержит первую полипептидную цепь 
и вторую полипептидную цепь, при этом первая цепь содержит белок Ф VIII, связанный с первым гете­
рологичным компонентом (H1), например, первой Fc-областью, посредством произвольного линкера 
(например, Ф VIII-линкера), а вторая цепь содержит фрагмент ФВ, связанный со вторым гетерологичным 
компонентом (H2), например, второй Fc-областью, посредством произвольного линкера (например, ФВ- 
линкера). Белок Ф VIII может дополнительно содержать третий гетерологичный компонент (H3), напри­
мер любой продлевающий время полужизни компонент, например альбумин или последовательность 
PAS, между тяжелой цепью Ф VIII и легкой цепью Ф VIII (т.е. аминокислотный остаток 1648 из SEQ ID 
NO: 16), являясь, таким образом, одноцепочечным белком Ф VIII. В альтернативном варианте белок Ф VIII 
может являться двухцепочечным белком, т.е. содержащим тяжелую цепь Ф VIII и легкую цепь Ф VIII, ко­
торые соединены друг с другом ковалентной или нековалентной связью (например, металлической свя­
зью), при этом тяжелая цепь дополнительно связана с третьим гетерологичным компонентом (H3), на­
пример неструктурным полипептидом, продлевающим время полужизни, альбумином или его фрагмен­
том или последовательностью PAS. В другом варианте реализации изобретения химерный белок содер­
жит первую полипептидную цепь и вторую полипептидную цепь, при этом первая цепь содержит белок 
Ф VIII, связанный с первым гетерологичным компонентом (H1), например первой Fc-областью, посред­
ством произвольного линкера (например, Ф VIII-линкера), а вторая цепь содержит фрагмент ФВ, связан­
ный с третьим гетерологичным компонентом (H3), например неструктурным полипептидом, продле­
вающим время полужизни, альбумином или последовательностью PAS, который связан со вторым гете­
рологичным компонентом (H2), например второй Fc-областью, посредством произвольного линкера. В 
некоторых вариантах реализации изобретения третий гетерологичный компонент (H3) (например, поли­
пептид, продлевающий время полужизни) может быть связан с C-концом или N-концом белка Ф VIII или 
вставлен между двумя доменами белка Ф VIII или между двумя аминокислотами в домене белка 
Ф VIII. В других вариантах реализации химерный белок, являющийся объектом данного изобретения, 
дополнительно содержит четвертый гетерологичный компонент (иногда обозначаемый в данном тексте 
как "H4") и/или пятый гетерологичный компонент (иногда обозначаемый в данном тексте как "H5"). Чет­
вертый и пятый гетерологичные компоненты также можгут продлевать время полужизни. Четвертый 
гетерологичный компонент и/или пятый гетерологичный компонент могут быть одинаковыми или раз­
ными с третьим гетерологичным компонентом. Гетерологичный компонент может содержать гетероло­
гичный полипептид, неполипептидный компонент либо комбинациию этих компонента. Неограничи­
вающие примеры четвертого или пятого гетерологичного компонента включают константную область 
иммуноглобулина или ее часть, альбумин или его фрагмент, альбуминсвязывающее вещество, последо­
вательность PAS, последовательность HAP, трансферрин или его фрагмент, любые производные или ва­
рианты либо две или более комбинации этих компонентов. Неограничивающие примеры неполипептид- 
ного компонента включают полиэтиленгликоль (ПЭГ), полисиаловую кислоту, гидроксиэтиловый крах­
мал (ГЭК), их производное или любые комбинации этих компонентов. Первый гетерологичный компо­
нент, второй гетерологичный компонент, третий гетерологичный компонент, четвертый гетерологичный 
компонент и пятый гетерологичный компонент могут быть одинаковыми либо разными. В некоторых 
вариантах реализации изобретения четвертый гетерологичный компонент (например, полипептид, про­
длевающий время полужизни) может быть связан с C-концом или N-концом белка Ф VIII или вставлен 
между двумя доменами белка Ф VIII или между двумя аминокислотами в домене белка Ф VIII. В других 
вариантах реализации изобретения пятый гетерологичный компонент (например, полипептид, продле­
вающий время полужизни) также может быть связан с C-концом или N-концом белка Ф VIII или встав­
лен между двумя доменами белка Ф VIII или между двумя аминокислотами в домене белка Ф VIII.

В определенных вариантах реализации изобретения химерный белок содержит белок Ф VIII, фраг­
мент ФВ, первый гетерологичный компонент, второй гетерологичный компонент, третий гетерологич­
ный компонент, четвертый гетерологичный компонент и пятый гетерологичный компонент, при этом 
первый гетерологичный компонент и второй гетерологичный компонент образуют связь (например, ко­
валентную связь) между цепью, содержащей белок Ф VIII, и цепью, содержащей фрагменты, а третий
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гетерологичный компонент, четвертый гетерологичный компонент и пятый гетерологичный компонент
являются продлевающими время полужизни компонентами, и при этом связь между цепью, содержащей
белок Ф VIII, и цепью, содержащей фрагменты, является более сильной, чем нековалентное взаимодей­
ствие между Ф VIII и фрагментом ФВ, и, тем самым, предотвращается связывание эндогенного ФВ с
белком Ф VIII in vivo, in vitro или ex vivo.

В других вариантах реализации изобретения химерный белок содержит белок Ф VIII, фрагмент ФВ, 
первый гетерологичный компонент, второй гетерологичный компонент, третий гетерологичный компо­
нент, четвертый гетерологичный компонент, пятый гетерологичный компонент и шестой гетерологич­
ный компонент (иногда обозначаемый в данном тексте как "H6"), при этом первый гетерологичный ком­
понент и второй гетерологичный компонент образуют связь между цепью, содержащей белок Ф VIII, и 
цепью, содержащей фрагментов, а третий гетерологичный компонент, четвертый гетерологичный ком­
понент, пятый гетерологичный компонент и шестой гетерологичный компонент являются продлеваю­
щими время полужизни компонентами, и при этом связь между цепью, содержащей белок Ф VIII, и це­
пью, содержащей фрагменты, является более сильной, чем взаимодействие между Ф VIII и фрагментом 
ФВ, и, тем самым, предотвращается связывание эндогенного ФВ с белком Ф VIII in vivo, in vitro или ex 
vivo.

В некоторых вариантах реализации изобретения химерный белок содержит формулу, выбранную из 
группы, состоящей из

(аа) V-L1-H1-L2-H2,
(bb) H2-L2-H1-L1-V,
(cc) H1-L1-V-L2-H2, и
(dd) H2-L2-V-L1-H1,

где V содержит описанный в данном тексте фрагмент ФВ;
каждый из L1 или L2 является произвольным линкером;
H1 содержит первый гетерологичный компонент и
H2 содержит произвольный второй гетерологичный компонент.
Первый гетерологичный компонент и второй гетерологичный компонент либо оба могут являться 

компонентом, продлевающим время полужизни. В одном варианте реализации изобретения H1 содержит 
полипептид, неполипептидный компонент либо оба эти компонента. Полипептид, применяемый в каче­
стве H1, может содержать константную область иммуноглобулина или ее часть, альбумин или его фраг­
мент, альбуминсвязывающее вещество, последовательность PAS, последовательность HAP, любые про­
изводные или варианты либо любые комбинации этих компонентов. Неполипептидный компонент может 
содержать полиэтиленгликоль (ПЭГ), полисиаловую кислоту и гидроксиэтиловый крахмал (ГЭК), их 
производное или вариант или любые комбинации этих компонентов. В другом варианте реализации изо­
бретения H2 содержит полипептид, неполипептидный компонент либо оба эти компонента. Полипептид, 
применяемый в качестве H2, может содержать константную область иммуноглобулина или ее часть, аль­
бумин или его фрагмент, альбуминсвязывающее вещество, последовательность PAS, последовательность 
HAP, любые производные или варианты либо любые комбинации этих компонентов. Неполипептидный 
компонент может содержать полиэтиленгликоль (ПЭГ), полисиаловую кислоту, гидроксиэтиловый 
крахмал (ГЭК), их производное или вариант или любые комбинации этих компонентов. В определенных 
вариантах реализации изобретения линкер между H1 и H2 в формулах (аа) и (бб) является процессируе­
мым линкером. В других вариантах реализации изобретения линкер между фрагментом ФВ и H1 в фор­
мулах (аа) и (бб) является отщепляемым линкером, например тромбин-отщепляемым линкером, который 
может отщепляться тромбином.

Ориентация приведенных в данном тексте формул полипептидов идет от N-конца (слева) до C- 
конца (справа). Например, формула H-L-V означает формулу NH2-H-L-V-COOH. В одном варианте реа­
лизации изобретения описанные в данном тексте формулы могут содержать дополнительные последова­
тельности между двумя компонентами. Например, формула V-L1-H1-L2-H2 может дополнительно со­
держать последовательности на N-конце V, между V и L1, между L1 и Ш,между H1 или L2, между L2 
или H2, или на C-конце H2, если не указано иное. В другом варианте реализации изобретения дефис (-) 
указывает на наличие пептидной связи либо одной или более аминокислот.

В конкретных вариантах реализации изобретения химерный белок содержит, состоит преимущест­
венно из или состоит из одной или более формул, выбранных из группы, состоящей из

(а1) V-H,
(a2) H-V,
(а3) V-L-H,
(a4) H-L-V,
(a5) V-L1-H1-H2,
(аб) H2-H1-L1-V,
(а7) V-L1-H1:H2,
(a8) H2:H1-L1-V,
(a9) V-H1:H2,
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(61) H2:H1-V,
(62) V-L1-H1-L2-H2,
(63) H2-L2-H1-L1-V,
(64) H1-V-H2,
(65) H1-L1-V-L2-H2 и
(66) H2-L2-V-L1-H1,
где V один или 6олее из описанных в данном тексте фрагментов ФВ, L, L1 или L2 содержит линкер, 

H или H1 содержит первый гетерологичный компонент.
В одном варианте реализации изобретения первый гетерологичный компонент (H1) может являться 

полипептидом, неполипептидным компонентом либо и тем, и другим. Гетерологичный полипептидный 
компонент может содержать константную область иммуноглобулина или ее часть, альбумин или его 
фрагмент, альбуминсвязывающее вещество, последовательность PAS, последовательность HAP или лю­
бые комбинации этих компонентов. Неограничивающие примеры неполипептидного компонента, при­
меняемого в качестве H1, включают полиэтиленгликоль (ПЭГ), полисиаловую кислоту, гидроксиэтило­
вый крахмал (ГЭК), их производное или любые комбинации этих компонентов. В другом варианте реа­
лизации изобретения H2 содержит второй гетерологичный компонент. Второй гетерологичный компо­
нент может являться полипептидом, неполипептидным компонентом либо и тем, и другим. Гетерологич­
ный полипептидный компонент может содержать константную область иммуноглобулина или ее часть, 
альбумин или его фрагмент, альбуминсвязывающее вещество, последовательность PAS, последователь­
ность HAP или любые комбинации этих компонентов. Неограничивающие примеры неполипептидного 
компонента, применяемого в качестве H1, включают полиэтиленгликоль (ПЭГ), полисиаловую кислоту, 
гидроксиэтиловый крахмал (ГЭК), их производное или любые комбинации этих компонентов. В опреде­
ленных вариантах реализации изобретения линкер между первым гетерологичным компонентом и вто­
рым гетерологичным компонентом является процессируемым линкером. В других вариантах реализации 
изобретения линкер между фрагментом ФВ и первым гетерологичным компонентом или вторым гетеро­
логичным компонентом является отщепляемым линкером, который содержит один или более сайтов 
расщепления, например тромбин-отщепляемым линкером.

Химерный белок, являющийся объектом настоящего изобретения, содержит формулу, выбранную 
из группы, состоящей из (аа), (66), (вв), (гг), (а1), (a2), (а3), (а4), (а5), (а6), (а7), (а8), (а9), (61), (62), (63),
(64),  (65) и (66), и белок Ф VIII, который ковалентно связан или ковалентно соединен с фрагментом ФВ, 
первым гетерологичным компонентом (например, первой Fc-областью) или вторым гетерологичным 
компонентом (например, второй Fc-областью) из формулы. В одном варианте реализации изобретения 
белок Ф VIII связан или соединен с фрагментом ФВ ковалентной или нековалентной связью либо по­
средством линкера. В другом варианте реализации изобретениям белок Ф VIII может быть связан с пер­
вым гетерологичным компонентом или вторым гетерологичным компонентом ковалентной или некова­
лентной связью либо посредством линкера.

В одном варианте реализации химерный белок, являющийся объектом настоящего изобретения, со­
держит описанный в данном тексте фрагмент ФВ, ковалентно связанный или ковалентно соединенный с 
белком Ф VIII. Например, химерный белок может содержать фрагмент ФВ и белок Ф VIII, при этом 
фрагмент ФВ и белок Ф VIII связаны ковалентной непептидной связью, пептидной связью, нековалент­
ной связью или посредством линкера, например отщепляемого линкера. В конкретном варианте реализа­
ции изобретения фрагмент ФВ и белок Ф VIII связаны или взаимодействуют друг с другом посредством 
одной или более дисульфидных связей. В другом конкретном варианте реализации изобретения фраг­
мент ФВ связан или взаимодействует с белком Ф VIII в области домена A3 Ф VIII, домена C2 Ф VIII или 
обоих - домена A3 и домена C2 Ф VIII - посредством нековалентной связи. В другом варианте реализа­
ции изобретения фрагмент ФВ, связанный или взаимодействующий с белком Ф VIII, связан или сшит с 
первым гетерологичным компонентом. В других вариантах реализации изобретения белок Ф VIII, свя­
занный или взаимодействующий с фрагментом ФВ, дополнительно связан со вторым гетерологичным 
компонентом. В некоторых вариантах реализации изобретения фрагмент ФВ, связанный или взаимодей­
ствующий с белком Ф VIII, дополнительно связан с первым гетерологичным компонентом, а белок Ф VIII 
дополнительно связан со вторым гетерологичным компонентом. В определенных вариантах реализации 
изобретения первая полипептидная цепь, содержащая фрагмент ФВ и первый гетерологичный компо­
нент, и вторая полипептидная цепь, содержащая белок Ф VIII и второй гетерологичный компонент, со­
единены друг с другом таким образом, что это соединение не дает возможности белку Ф VIII взаимодей­
ствовать с другими компонентами, например эндогенным ФВ. В одном варианте реализации изобретения 
соединение представляет собой ковалентную связь, например дисульфидную связь.

Как фрагмент ФВ, так и белок Ф VIII могут быть соединены или связаны с первым или вторым ге­
терологичным компонентом посредством линкера, например отщепляемого линкера, например тромбин- 
отщепляемого линкера. Линкер между фрагментом ФВ и первым гетерологичным компонентом может 
обозначаться в данном тексте как ФВ-линкер. Линкер между белком Ф VIII и вторым гетерологичным 
компонентом может обозначаться в данном тексте как Ф VIII-линкер. Либо оба компонента - фрагмент 
ФВ и белок Ф VIII могут быть соединены или связаны с первым или вторым гетерологичным компонен­
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том посредством линкера, например отщепляемого линкера, например тромбин-отщепляемого линкера. 
В определенных вариантах реализации изобретения первый гетерологичный компонент, связанный с 
фрагментом ФВ, содержит полипептидный, неполипептидный компонент либо оба. Неограничивающие 
примеры первого гетерологичного полипептидного компонента включают константную область имму­
ноглобулина или ее часть, альбумин или его фрагмент, альбуминсвязывающее вещество, последователь­
ность PAS, последовательность HAP, трансферрин или его фрагмент либо две или более комбинации 
этих компонентов. Неограничивающие примеры неполипептидного компонента включают полиэтиленг­
ликоль (ПЭГ), полисиаловую кислоту, гидроксиэтиловый крахмал (ГЭК), их производное или вариант 
или любые комбинации этих компонентов. В других вариантах реализации изобретения второй гетероло­
гичный компонент, связанный с белком Ф VIII, содержит полипептидный, неполипептидный компонент 
либо оба. Неограничивающие примеры второго гетерологичного компонента включают константную 
область иммуноглобулина или ее часть, альбумин или его фрагмент, альбуминсвязывающее вещество, 
последовательность PAS, последовательность HAP, трансферрин или его фрагмент, либо две или более 
комбинации этих компонентов. Неограничивающие примеры неполипептидного компонента включают 
полиэтиленгликоль (ПЭГ), полисиаловую кислоту, гидроксиэтиловый крахмал (ГЭК), их производное 
или вариант или любые комбинации этих компонентов. В некоторых вариантах реализации изобретения 
фрагмент ФВ присоединен к Ф VIII при помощи опосредованного сортазой in vitro лигирования белка. В 
некоторых вариантах реализации изобретения применяется распознающий сортазу мотив.

В одном варианте реализации изобретения первый гетерологичный компонент является констант­
ной областью иммуноглобулина или ее частью. В конкретном варианте реализации изобретения первый 
гетерологичный компонент является первой Fc-областью. В некоторых вариантах реализации изобрете­
ния второй гетерологичный компонент является константной областью иммуноглобулина или ее частью. 
В конкретном варианте реализации изобретения второй гетерологичный компонент является второй Fc- 
областью. В конкретном варианте реализации изобретения химерный белок содержит описанный в дан­
ном тексте фрагмент ФВ и белок Ф VIII, при этом фрагмент ФВ связан с константной областью имму­
ноглобулина или ее частью, которая является Fc-областью. В другом варианте реализации изобретения 
химерный белок содержит описанный в данном тексте фрагмент ФВ и белок Ф VIII, при этом белок Ф VIII 
связан с константной областью иммуноглобулина или ее частью, которая является Fc-областью. В дру­
гих вариантах реализации изобретения химерный белок содержит описанный в данном тексте фрагмент 
ФВ и белок Ф VIII, при этом фрагмент ФВ связан с первой с константной областью иммуноглобулина, 
которая является первой Fc-областью, а белок Ф VIII связан со второй константной областью иммуног­
лобулина, которая является второй Fc-областью, и при этом фрагмент ФВ и белок Ф VIII связаны или 
взаимодействуют друг с другом посредством нековалентной связи, либо первая Fc-область и вторая Fc- 
область соединены друг с другом посредством ковалентной связи. В других вариантах реализации изо­
бретения фрагмент ФВ, связанный с первым гетерологичным компонентом, дополнительно связан со 
вторым гетерологичным компонентом, например второй Fc-областью, посредством линкера, например 
процессируемого линкера. В одном аспекте реализации фрагмент ФВ связан с первым гетерологичным 
компонентом посредством линкера, например ФВ-линкера, например отщепляемого линкера. В другом 
аспекте реализации белок Ф VIII связан со вторым гетерологичным компонентом посредством линкера, 
например Ф VIII-линкера, например отщепляемого линкера. Неограничивающие примеры гетерологич­
ных компонентов раскрыты в другом месте данного текста. В некоторых вариантах реализации химер­
ный белок, являющийся объектом настоящего изобретения, содержит, в значительной степени описыва­
ется из или описывается формулой, выбранной из группы, состоящей из

(a) V-L1-H1-L3-C-L2-H2,
(b) H2-L2-C-L3-m-L1-V,
(c) C-L2-H2-L3-V-L1-H1,
(d) H1-L1-V-L3-H2-L2-C,
(e) H1-L1-V-L3-C-L2-H2,
(g) H2-L2-C-L3-V-L1-H1,
(g) V-L1-H1-L3-H2-L2-C,
(g) C-L2-H2-L3-m-L1-V,
(i) H2-L3-H1-L1-V-L2-C,
(j) C-L2-V-L1-H1-L3-H2,
(k) V-L2-C-L1-H1-L3-H2,
(l) H2-L3-H1-L1-C-L2-V,

где V является описанным в данном тексте фрагментом ФВ;
каждый из L1 или L2 является произвольным линкером, например отщепляемым линкером, напри­

мер тромбин-отщепляемым линкером;
L3 является произвольным линкером, например оцFc линкером, например процессируемым линке­

ром;
каждый из H1 или H2 является произвольным гетерологичным компонентом;
C является белком Ф VIII;
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(-) представляет пептидную связь либо одну или более аминокислот.
В других аспектах химерный белок, являющийся объектом изобретения, содержит формулу, вы­

бранную из группы, состоящей из
(m) V-L1-H1:H2-L2-C,
(n) V-L1-H1:C-L2-H2;
(o) H1-L1-V:H2-L2-C;
(p) H1-L1-V:C-L2-H2;
(q) V:C-L1-H1:H2;
(r) V:H1-L1-C:H2;
(s) H2:H1-L1-C:V,
(t) C:V-L1-H1:H2 и
(u) C:H1-L1-V:H2,

где V является описанным в данном тексте фрагментом ФВ;
каждый из L1 или L2 является произвольным линкером, например тромбин-отщепляемым линке­

ром;
каждый из H1 или H2 является произвольным гетерологичным компонентом;
(-) представляет пептидную связь либо одну или более аминокислот;
C является белком Ф VIII; и
(:) представляет химическое или физическое соединение между H1 и H2.
В одном варианте реализации изобретения один или более гетерологичных компонентов являются 

соединениями, продлевающими время полужизни. Соединения, продлевающие время полужизни, из­
вестны в данной области техники, а неограничивающие примеры таких продлевающих время полужизни 
соединений включают константную область иммуноглобулина или ее часть, альбумин или его фрагмент, 
альбуминсвязывающее вещество, последовательность PAS, последовательность HAP, трансферрин или 
его фрагмент, производное либо вариант или две или более комбинации этих компонентов. Неполипеп- 
тидный компонент может содержать полиэтиленгликоль (ПЭГ), полисиаловую кислоту, гидроксиэтило­
вый крахмал (ГЭК), производное или любые комбинации этих компонентов.

В одном варианте реализации изобретения (:) в формулах от (н) до (х) представляет химическое со­
единение, например по меньшей мере одну непептидную связь. В определенных вариантах реализации 
изобретения химическое соединение, т.е. (:), является ковалентной связью. В других вариантах реализа­
ции изобретения соединение, т.е. (:), является нековалентным взаимодействием, например ионным взаи­
модействием, гидрофобным взаимодействием, гидрофильным взаимодействием, Ван-дер-Ваальсовским 
взаимодействием, водородной связью. В других вариантах реализации изобретения (:) является непеп­
тидной ковалентной связью. В других вариантах реализации изобретения (:) является пептидной связью. 
В других вариантах реализации изобретения (:) в формулах от (н) до (х) представляет физическое соеди­
нение между двумя последовательностями, при этом часть первой последовательности находится в непо­
средственной близости ко второй последовательности так, что первая последовательность защищает или 
блокирует часть второй последовательности от взаимодействия с другим компонентом, и дополнительно 
к этому данное физическое соединение поддерживается таким образом, что не дает возможности второй 
последовательности взаимодействовать с другими компонентами.

Формулы (а)-(х) включены в данный текст в качестве неограничивающих примеров конструкций, 
являющихся объектами настоящего изобретения. Ориентация формул полипептидов идет от N-конца 
(слева) до С-конца (справа). Например, формула V-L1-H1-L3-C-L2-H2 означает формулу NH2-V-L1-H1- 
L3-C-L2-H2-COOH. Дополнительно (:) может являться соединением или взаимодействием между двумя 
полипептидными цепями посредством ковалентной связи или нековалентной связи между любой частью 
первой цепи и любой частью второй цепи, если не указано иное. Например, формула V-H1:H2-C содер­
жит две полипептидные цепи, первую цепь представляет V-H1, а вторую цепь представляет C-H2, при 
этом V из первой цепи взаимодействует или соединено с C из второй цепи и/или H1 из первой цепи вза­
имодействует или соединено с Н2 С из второй цепи. В других некоторых реализации изобретения (:) 
обозначает ковалентную, непептидную связь или нековалентную связь.

В определенных вариантах реализации изобретения химерный белок содержит, в значительной сте­
пени описывается из или описывается формулой, выбранной из группы, состоящей из
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(1) V:C, (2) H-V:C or C:V-H,

(3) V:C-H or H-C:V, (4) V-H1:H2-C or H1-V:C-H2,

(5) V:C-H1:H2 or H2:H1-C:V, (6) H2:H1-V:C orC:V-Hl:H2,

(Ό H-L-V:C or C:V-L-H, (8) V:C-L-H or H-L-C:V,

(9) V-C or C-V, (10) H-V-C or C-V-H,

(И) V-H-C or C-H-V, (12) V-C-H or H-C-V,

(13) V-H1-C-H2 or H2-C-H1-V, (14) H1-V-C-H2 or H2-C-V-H1,

(15) H1-V-H2-C or C-H2-V-H1, (16) V-H1-H2-C or C-H2-H1-V,

(17) V-L-C or C-L-V, (18) H-L-V-C or C-V-L-H,

(19) H-V-L-C or C-L-V-H, (20) V-L-H-C or C-H-L-V,

(21) V-H-L-C or C-L-H-V, (22) V-L-C-H or H-C-L-V,

(23) V-C-L-H or H-L-C-V, (24) H-L1 -V-L2-C or C-L2-V-L1 -H,

(25) V-L-HLH2-C or C-H2:H1-L-V,

(26) V-HLH2-L-C or C-L-H2:H1-V,

(27) V:C-H1-H2 orH2-Hl-C:V,

(28) H2-H1-V:C or C:V-H1-H2,

(29) V:C-L-H1:H2 or H2:H1-L-C:V,

(30) H2:H1-L-V:C or C:V-L-HLH2,

(31) V-L 1 -H1 :H2-L2-C or L-L2-H2 :H 1 -L1 -V,

(32) V:C-L-H1-H2 or H2-H1-L-C:V,

(33) V:C-H1-L-H2 or H2-L-H1-C:V,

(34) V:C-L1-H1-L2-H2 or H2-L2-H1-L1-C:V,

(35) H2-H1-V:C or C:V-H1-H2,

(36) H2-H1-L-V:C or C:V-L-H1-H2,

(37) H2-L-H1-V:C or C:V-H1-L-H2,

(38) H2-L2-H1-L1-V:C or C:V-L1-H1-L2-H2,

(39) V-L1-H-L2-C or C-L2-H-L1-V,

(40) V-L1-C-L2-H or H-L2-C-L1-V,

(41) V-L-H1-C-H2 or H2-C-H1-L-V,

(42) V-H1-C-L-H2 or H2-L-C-H1-V,

(43) V-H1-L-C-H2 or H2-C-L-H1-V,

(44) H1-L-V-C-H2 or H2-C-V-L-H1,

(45) H1-V-L-C-H2 or H2-C-L-V-H1,

(46) Hl-V-C-L-H or H-L-C-V-Hl,

(47) H1-L-V-H2-C or C-H2-V-L-H1,

(48) H1-V-L-H2-C or C-H2-L-V-H1,

(49) H1-V-H2-L-C or C-L-H2-V-H1,

(50) V-L-H1-H2-C or C-H2-H1-L-V,

(51) V-H1-L-H2-C or C-H2-L-H1-V,

(52) V-H1-H2-L-C or C-L-H2-H1-V,

(53) V-L1-H1-L2-C-H2 or H2-C-L2-H1-L1-V,

(54) V-L1-H1-C-L2-H2 or H2-L2-C-H1-L1-V,

(55) V-L1-H1-L2-C-L3-H2 or H2-L3-C-L2-H1-L1-V,
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(56) V-H1-L1-C-L2-H2 or H2-L2-C-L1-H1-V,

(57) H1-L1-V-L2-C-H2 or H2-C-L2-V-L1-H1,

(58) H1-L1-V-C-L2-H2 or H2-L2-C-V-L1-H1,

(59) H1-L1-V-L2-C-L3-H2 or H2-L3-C-L2-V-L1-H1,

(60) H1-V-L1-C-L2-H2 or H2-L2-C-L1-V-H1,

(61) H1-L1-V-L2-H2-C or C-H2-L2-V-L1-H1,

(62) H1-L1-V-H2-L2-C or C-L2-H2-V-L1-H1,

(63) H1-L1-V-L2-H2-L3-C or C-L3-H2-L2-V-L1-H1,

(64) H1-V-L1-H2-L2-C or C-L2-H2-L1-V-H1,

(65) V-L1-H1-L2-H2-C or C-H2-L2-H1-L1-V,

(66) V-L1-H1-H2-L2-C or C-L2-H2-H1-L1-V,

(67) V-L1-H1-L2-H2-L3-C or C-L3-H2-L2-H1-L1-V, и

(68) V-H1-L1-H2-L2-C or C-L2-H2-L1-H1-V,
V является описанным в данном тексте фрагментом ФВ;
C является белком Ф VIII;
H1 или Н2 является гетерологичным компонентом или первым гетерологичным компонентом;
Н2 является вторым гетерологичным компонентом; первый гетерологичный компонент и второй 

гетерологичный компонент могут быть одинаковыми или разными;
каждый из L, L1 или L2 является произвольным линкером;
(-) представляет пептидную связь либо одну или более аминокислот;
(:) представляет химическое или физическое соединение.
Линкеры могут быть одинаковыми или разными, и каждый может являться отщепляемым линке­

ром, содержащим один или более сайтов расщепления ферментами. Гетерологичные компоненты могут 
представлять известную в данной области техники технологию и являться полипептидом, неполипеп- 
тидными компонентами или обоими этими компонентами. Полипептидный компонент может содержать 
константную область иммуноглобулина или ее часть, альбумин или его фрагмент, альбуминсвязываю- 
щее вещество, последовательность PAS, последовательность НАР, любые их производные либо вариан­
ты или любые комбинации этих компонентов (например, Fc-область). Неполипептидный компонент мо­
жет содержать полиэтиленгликоль (ПЭГ), полисиаловую кислоту, гидроксиэтиловый крахмал (ГЭК), их 
производное либо вариант или любые комбинации этих компонентов. Каждый из Н, H1 или Н2 может 
быть выбран отдельно на основе своих характеристик, и эти компоненты могут все быть одинаковыми 
или разными. Неограничивающие примеры гетерологичных компонентов раскрыты в другом месте дан­
ного текста. Формулы (1)-(68) включены в данный текст в качестве неограничивающих примеров конст­
рукций, являющихся объектами настоящего изобретения.

В одном варианте реализации изобретения (:) представляет химическое соединение, например по 
меньшей мере одну непептидную связь. В определенных вариантах реализации изобретения химическое 
соединение, т.е. (:), является ковалентной связью. В других вариантах реализации изобретения соедине­
ние, т.е. (:), является нековалентным взаимодействием, например ионным взаимодействием, гидрофоб­
ным взаимодействием, гидрофильным взаимодействием, Ван-дер-Ваальсовским взаимодействием, водо­
родной связью. В других вариантах реализации изобретения (:) является непептидной ковалентной свя­
зью. В других вариантах реализации изобретения (:) является пептидной связью. В других вариантах ре­
ализации изобретения (:) представляет физическое соединение между двумя последовательностями, при 
этом часть первой последовательности находится в непосредственной близости ко второй последова­
тельности так, что первая последовательность защищает или блокирует часть второй последовательности 
от взаимодействия с другим компонентом, и дополнительно к этому данное физическое соединение под­
держивается таким образом, что не дает возможности второй последовательности взаимодействовать с 
другими компонентами.

В одном варианте реализации изобретения первый гетерологичный компонент (Н или H1), связан­
ный с фрагментом ФВ в химерном белке, является первой Fc-областью. В другом варианте реализации 
изобретения второй гетерологичный компонент (или H2), связанный с белком Ф VIII в химерном белке, 
является второй Fc-областью.

В определенных вариантах изобретения химерный белок, являющийся объектом данного изобрете­
ния, содержит две полипептидные цепи, с первой цепью, содержащей, состоящей преимущественно из 
или состоящей из аминокислотной последовательности, кодирующей Ф VIII (например, одноцепочечный 
Ф VIII), и первого гетерологичного компонента (например, первой Fc-области), и второй цепью, содер­
жащей, состоящей преимущественно из или состоящей из аминокислотной последовательности, коди­
рующей фрагмент ФВ, содержащий домен D' и домен D3, второго гетерологичного компонента (напри­
мер, второй Fc-области) и линкера между фрагментом ФВ и вторым Fc-доменом (например, ФВ-
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линкера). Линкер между фрагментом ФВ и вторым Fc-доменом может являться тромбин-отщепляемым
линкером. В некоторых вариантах реализации изобретения одноцепочечный белок Ф VIII содержит тре­
тий гетерологичный компонент, например продлевающий время полужизни компонент, который связан с
N-концом, C-концом или одним или более участками в составе последовательности Ф VIII.

В других вариантах реализации химерный белок, являющийся объектом данного изобретения, со­
держит три полипептидные цепи, при этом первая цепь содержит, состоит преимущественно из или со­
стоит из тяжелой цепи Ф VIII, вторая цепь, содержит, состоит преимущественно из или состоит из лег­
кой цепи Ф VIII, сшитой с первым гетерологичным компонентом (например, первой Fc-областью), и тре­
тья полипептидная цепь содержит, состоит преимущественно из или состоит из фрагмента ФВ, содер­
жащего домен D' и домен D3, второго гетерологичного компонента (например, второй Fc-области) и 
линкера. Линкер между фрагментом ФВ и вторым гетерологичным компонентом может являться тром- 
бин-отщепляемым линкером. В некоторых вариантах реализации изобретения тяжелая цепь Ф VIII свя­
зана с третьим гетерологичным компонентом, например продлевающим время полужизни компонентом, 
который может быть связан с N-концом, C-концом или одним или более участками в составе последова­
тельности Ф VIII.

В других вариантах реализации химерный белок, являющийся объектом данного изобретения, со­
держит две полипептидные цепи с первой цепью, содержащей, состоящей преимущественно из или со­
стоящей из тяжелой цепи Ф VIII, и второй цепью, содержащей, состоящей преимущественно из или со­
стоящей из легкой цепи Ф VIII, первого гетерологичного компонента (например, первой Fc-области), 
первого линкера (например, сайта расщепления протеазой, содержащего один или более сайтов внутри­
клеточного процессинга), фрагмента ФВ, второго линкера (например, тромбин-отщепляемого линкера) и 
второго гетерологичного компонента (например, второй Fc-области), при этом легкая цепь Ф VIII связа­
на с первым гетерологичным компонентом (например, первой Fc-областью), который дополнительно 
связан с фрагментом ФВ посредством первого линкера (например, процессируемого линкера, содержа­
щего сайт расщепления протеазой, содержащего один или более сайтов внутриклеточного процессинга), 
а фрагмент ФВ связан со второй Fc-областью посредством второго линкера (например, тромбин- 
отщепляемого линкера). В определенных вариантах реализации изобретения первый линкер и второй 
линкер являются идентичными либо разными.

В определенных вариантах реализации химерный белок, являющийся объектом данного изобрете­
ния, содержит одну полипептидную цепь, которая содержит одноцепочечный белок Ф VIII, первый гете­
рологичный компонент (например, первую Fc-область), первый линкер (например, тромбин- 
отщепляемый линкер), фрагмент ФВ, второй линкер (например, тромбин-отщепляемый линкер) и второй 
гетерологичный компонент (например, вторую Fc-область), при этом одноцепочечный белок Ф VIII свя­
зан с первым гетерологичным компонентом, который дополнительно связан с фрагментом ФВ посредст­
вом первого линкера, а фрагмент ФВ связан со второй Fc-областью посредством второго линкера. В од­
ном варианте реализации изобретения первый линкер является отщепляемым линкером, содержащим 
первый сайт расщепления и второй сайт расщепления. В другом варианте реализации изобретения вто­
рой линкер является отщепляемым линкером, содержащим один или два сайта расщепления. В конкрет­
ном варианте реализации изобретения второй линкер является тромбин-отщепляемым линкером. Линкер, 
применяемый в данном изобретении, может иметь любую длину, например по меньшей мере 10, 50, 100, 
200, 300, 400, 500, 600 или 700 аминокислот. Например, линкер может состоять из 20 аминокислот, 35 
аминокислот, 42 аминокислот, 73 аминокислот или 98 аминокислот.

В определенных вариантах реализации изобретения фрагмент ФВ напрямую связан с белком Ф VIII 
посредством пептидной связи или линкера. В качестве одного из способов связывания фрагмента ФВ и 
белка Ф VIII напрямую или посредством линкера может применяться ферментативное лигирование (на­
пример, с участием сортазы). Например, сортаза относится к группе прокариотических ферментов, кото­
рые модифицируют поверхностные белки путем распознавания и расщепления карбоксил-терминального 
сортировочного сигнала. Для большинства субстратов ферментов сортазы распознающий сигнал состоит 
из мотива LPXTG (Leu-Pro-любая аминокислота-Thr-Gly) (SEQ ID NO: 106), затем идет высокогидро­
фобная трансмембранная последовательность, затем кластер из основных остатков, таких как аргинин. 
Расщепление происходит между Thr и Gly с временным присоединением через остаток Thr к Cys остатку 
активного участка лигационного партнера, затем следует транспептидация, во время которой белок кова­
лентно присоединяется к стенке клетки. В некоторых вариантах реализации изобретения лигационный 
партнер содержит Gly(n).

В одном варианте реализации изобретения фрагмент ФВ, связанный с распознающим сортазу моти­
вом посредством произвольного линкера, может быть сшит с белком Ф VIII, связанным сортазой с 
Gly(n), при этом n может иметь любое численное значение. Лигационная конструкция содержит фраг­
мент ФВ (N-концевая часть конструкции) и белок Ф VIII (С-концевая часть конструкции), при этом меж­
ду ними вставлен распознающий сортазу мотив. Пример конструкции показан на фиг. 24(А). Другая ли- 
гационная конструкция содержит фрагмент ФВ (N-концевая часть конструкции), линкер, распознающий 
сортазу мотив и белок Ф VIII (С-концевая часть конструкции) (например, фиг. 24(В)). В другом варианте 
реализации изобретения белок Ф VIII, связанный с распознающим сортазу мотивом посредством произ-
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вольного линкера, может быть сшит с фрагментом ФВ, связанным сортазой с Gly(n), при этом n может 
иметь любое численное значение. Полученная лигационная конструкция содержит белок Ф VIII (N- 
концевая часть конструкции) и фрагмент ФВ (С-концевая часть конструкции), при этом между ними 
вставлен распознающий сортазу мотив. Пример конструкции показан на фиг. 24(Б). Другая лигационная 
конструкция содержит белок Ф VIII (N-концевая часть конструкции), линкер, распознающий сортазу 
мотив и фрагмент ФВ (С-концевая часть конструкции) (например, фиг. 24(Г)). В других вариантах реали­
зации изобретения фрагмент ФВ, связанный с распознающим сортазу мотивом посредством первого 
произвольного линкера, может быть сшит с гетерологичным компонентом, например, константной обла­
стью иммуноглобулина или ее частью, например Fc-областью, связанной с сайтом расщепления тромби­
ном посредством второго произвольного линкера. Полученная конструкция может содержать фрагмент 
ФВ (N-концевая часть), первый линкер, распознающий сортазу мотив, сайт расщепления протеазой, вто­
рой произвольный линкер и гетерологичный компонент (например, фиг. 24(Д)). В определенных вариан­
тах реализации изобретения эта полученная конструкция является частью химерного белка, содержащего 
белок Ф VIII и второй гетерологичный компонент, например константную область иммуноглобулина или 
ее часть, например Fc-область. В другом примере химерный белок содержит три полипептидные цепи, с 
первой цепью, содержащей фрагмент ФВ, первый линкер, распознающий сортазу мотив, сайт расщепле­
ния протеазой, второй произвольный линкер, первый гетерологичный компонент, второй цепью, содер­
жащей легкую цепь белка Ф VIII и второй гетерологичный компонент, и третьей цепью, содержащей 
тяжелую цепь белка Ф VIII.

В других вариантах реализации химерный белок, являющийся объектом данного изобретения, со­
держащий фрагмент ФВ и белок Ф VIII, причем фрагмент ФВ и белок Ф VIII ковалентно соединены друг 
с другом либо ковалентно связаны друг с другом, обладает меньшей иммуногенностью чем белок Ф VIII 
без фрагмента ФВ. Сниженная иммуногенность включает, но не ограничивается этим, более слабый гу­
моральный иммунный ответ, например более низкий титр нейтрализующих антител, или более слабый 
клеточно-опосредованный иммунный ответ на Ф VIII, например меньшую выработку различных цитоки­
нов.

В других вариантах реализации результатом данного изобретения было продление времени полу­
жизни белка Ф VIII (либо химерного белка) по сравнению с белком Ф VIII без фрагмента ФВ или Ф VIII 
дикого типа. Время полужизни белка Ф VIII по меньшей мере в 1,5 раз, по меньшей мере в 2 раза, по 
меньшей мере в 2,5 раза, по меньшей мере в 3 раза, по меньшей мере в 4 раза, по меньшей мере в 5 раз, 
по меньшей мере в 6 раз, по меньшей мере в 7 раз, по меньшей мере в 8 раз, по меньшей мере в 9 раз, по 
меньшей мере в 10 раз, по меньшей мере в 11 раз или по меньшей мере в 12 раз больше, чем время полу­
жизни белка Ф VIII без фрагмента ФВ. В одном варианте реализации изобретения время полужизни Ф VIII 
приблизительно 1,5-20-кратно, приблизительно 1,5-15-кратно или приблизительно 1,5-10-кратно превы­
шает время полужизни Ф VIII дикого типа. В другом варианте реализации изобретения время полужизни 
Ф VIII продлено в от около 2 до около 10 раз, от около 2 до около 9 раз, от около 2 до около 8 раз, от 
около 2 до около 7 раз, от около 2 до около 6 раз, от около 2 до около 5 раз, от около 2 до около 4 раз, от 
около 2 до около 3 раз, от около 2,5 до около 10 раз, от около 2,5 до около 9 раз, от около 2,5 до около 8 
раз, от около 2,5 до около 7 раз, от около 2,5 до около 6 раз, от около 2,5 до около 5 раз, от около 2,5 до 
около 4 раз, от около 2,5 до около 3 раз, от около 3 до около 10 раз, от около 3 до около 9 раз, от около 3 
до около 8 раз, от около 3 до около 7 раз, от около 3 до около 6 раз, от около 3 до около 5 раз, от около 3 
до около 4 раз, от около 4 до около 6 раз, от около 5 до около 7 раз или от около 6 до около 8 раз по срав­
нению с Ф VIII дикого типа или белком Ф VIII без фрагмента ФВ. В других вариантах реализации изо­
бретения время полужизни Ф VIII составляет по меньшей мере около 17 ч, по меньшей мере около 18 ч, 
по меньшей мере около 19 ч, по меньшей мере около 20 ч, по меньшей мере около 21 ч, по меньшей мере 
около 22 ч, по меньшей мере около 23 ч, по меньшей мере около 24 ч, по меньшей мере около 25 ч, по 
меньшей мере около 26 ч, по меньшей мере около 27 ч, по меньшей мере около 28 ч, по меньшей мере 
около 29 ч, по меньшей мере около 30 ч, по меньшей мере около 31 ч, по меньшей мере около 32 ч, по 
меньшей мере около 33 ч, по меньшей мере около 34 ч, по меньшей мере около 35 ч, по меньшей мере 
около 36 ч, по меньшей мере около 48 ч, по меньшей мере около 60 ч, по меньшей мере около 72 ч, по 
меньшей мере около 84 ч, по меньшей мере около 96 ч или по меньшей мере около 108 ч. В других вари­
антах реализации изобретения время полужизни Ф VIII составляет от около 15 ч до около двух недель, от 
около 16 ч до около одной недели, от около 17 ч до около одной недели, от около 18 ч до около одной 
недели, от около 19 ч до около одной недели, от около 20 ч до около одной недели, от около 21 ч до око­
ло одной недели, от около 22 ч до около одной недели, от около 23 ч до около одной недели, от около 24 
ч до около одной недели, от около 36 ч до около одной недели, от около 48 ч до около одной недели, от 
около 60 ч до около одной недели, от около 24 ч до около шести дней, от около 24 чдо около пяти дней, 
от около 24 ч до около четырех дней, от около 24 ч до около трех дней или от около 24 ч до около двух 
дней.

В некоторых вариантах реализации изобретения среднее время полужизни Ф VIII у пациента со­
ставляет около 15 ч, около 16 ч, около 17 ч, около 18 ч, около 19 ч, около 20 ч, около 21 ч, около 22 ч, 
около 23 ч, около 24 ч (1 дня), около 25 ч, около 26 ч, около 27 ч, около 28 ч, около 29 ч, около 30 ч, око-
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ло 31 ч, около 32 ч, около 33 ч, около 34 ч, около 35 ч, около 36 ч, около 40 ч, около 44 ч, около 48 ч (2
дней), около 54 ч, около 60 ч, около 72 ч (3 дней), около 84 ч, около 96 ч (4 дней), около 108 ч, около 120
ч (5 дней), около шести дней, около семи дней (одной недели), около восьми дней, около девяти дней,
около 10 дней, около 11 дней, около 12 дней, около 13 дней или около 14 дней.

В определенных вариантах реализации изобретения время полужизни белка Ф VIII, ковалентно свя­
занного с фрагментом ФВ, было продлено в случае мышей с двойным Ф VIII/ФВ генным нокатутом 
("ДГН") по сравнению с полипептидом, состоящим из Ф VIII или мономер-димерного гибрида Ф VIII.

А) Фрагменты фактора Виллебранда (ФВ).
ФВ (также известный как Ф8ФВ) является крупным мультимерным гликопротеином, который на­

ходится в плазме крови и постоянно вырабатывается в эндотелии (в тельцах Вейбеля-Палада), мегака­
риоцитах (α-гранулах тромбоцитов) и субэндотелиальной соединительной ткани. Основной мономер ФВ 
представляет собой белок из 2813 аминокислот. Каждый мономер содержит определенное количество 
специфических доменов со специфическими функциями, домены D' и D3 (которые совместно связыва­
ются с фактором VIII), домен A1 (который связывается с тромбоцитарным GPIb-рецептором, гепарином 
и/или, возможно, коллагеном), домен A3 (который связывается с коллагеном), домен C1 (в котором до­
мен RGD связывается с тромбоцитарным интегрином (xIIb[.I3, когда он находится в активированном со­
стоянии) и "цистеин-узловой" домен у C-терминального конце белка (который ФВ делит с тромбоцитар­
ным фактором роста (PDGF), трансформирующим фактором роста β (TGFP) и β-человеческим хориони­
ческим гонадотропином (вХГЧ)).

Состоящая из 2813 аминокислот последовательность человеческого ФВ представлена в Genbank как 
Accession Number _NP_000543.2__ . Нуклеотидная последовательность, кодирующая человеческий ФВ,
представлена в Genbank как Accession Number _NM_000552.3_. Нуклеотидная последовательность чело­
веческого ФВ обозначена как SEQ ID NO: 1. SEQ ID NO: 2 представляет аминокислотную последова­
тельность, кодируемую SEQ ID NO: 1. Каждый из доменов ФВ перечислен в табл. 1.

Таблица 1
Домены ФВ Аминокислотная последовательность

Сигнальный 

пептид ФВ 

(Аминокислоты 

от 1 до 22 из

SEQIDNO: 2)

1 MIPARFAGVL LALALILPGT LC 22

D1D2 участок

ФВ

(Аминокислоты 

от 23 до 763 из

SEQIDNO: 2)

2 3AEGTRGRSSTARCSLFGSDFVNTFDGSM
51 YSFAGYCSYLLAGGCQKRSFSIIGDFQNGKRVSLSVYLGEFFDIHLFVNG 
101 TVTQGDQRVSMPYASKGLYLETEAGYYKLSGEAYGFVARIDGSGNFQVLL  
151 SDRYFNKTCGLCGNFNIFAEDDFMTQEGTLTSDPYDFANSWALSSGEQWC 
201 ERASPPSSSCNISSGEMQKGLWEQCQLLKSTSVFARCHPLVDPEPFVALC  
251 EKTLCECAGGLECACPALLEYARTCAQEGMVLYGWTDHSACSPVCPAGME 
301 YRQCVSPCARTCQSLHINEMCQERCVDGCSCPEGQLLDEGLCVESTECPC 
351 VHSGKRYPPGTSLSRDCNTCICRNSQWICSNEECPGECLVTGQSHFKSFD 
401 NRYFTFSGICQYLLARDCQDHSFSIVIETVQCADDRDAVCTRSVTVRLPG 
451 LHNSLVKLKHGAGVAMDGQDIQLPLLKGDLRIQHTVTASVRLSYGEDLQM  
501 DWDGRGRLLVKLSPVYAGKTCGLCGNYNGNQGDDFLTPSGLAEPRVEDFG 
551 NAWKLHGDCQDLQKQHSDPCALNPRMTRFSEEACAVLTSPTFEACHRAVS 
601 PLPYLRNCRYDVCSCSDGRECLCGALASYAAACAGRGVRVAWREPGRCEL 
651 NCPKGQVYLQCGTPCNLTCRSLSYPDEECNEACLEGCFCPPGLYMDERGD 
701 CVPKAQCPCYYDGEIFQPEDIFSDHHTMCYCEDGFMHCTMSGVPGSLLPD 
751 AVLSSPLSHRSKR763

Домен D’ ФВ 

(Аминокислоты 

от 764 до 866 из

SEQIDNO: 2)

764SLSCRPPMVKLVCPADNLRAEGLECTK
TCQNYDLECM
801 SMGCVSGCLCPPGMVRHENRCVALERCPCFHQGKEYAPGETVKIGCNTCV
851 CRDRKWNCTD HVCDAT866

Домен D3 ФВ 

(Аминокислоты 

от 867 до 1240 из

SEQIDNO: 2)

867 Р 8 J J GMAHУ LT FDGLy YyjT
9 01 NPGT FRI LyyNyypppppyytpKKRVT pLVEGGEI ELFpGEyNyKRPMKpE
951 THFEyVESGRYJJ LLJ^jgiLJJ/WDRHLS I SVVLKQTYQEKVCGLCGNFp
1001 GIQNNDLTSSNLQyEJpjypFGNSWKVSSQCADTRKVPLDS SPATCHNNI
1051 MKQTWpSSCRJLTjywyyjONKLVDPEPYLpVCIYpTCSCESIGpCACF
1101 CpTIAAYAHyCAQHGjyyWRTJpTLCPQSCEERNLRENGYECEWRYNSCA
1151 PPCQyT CQH P EJ LAppyQyj/EGCHAHC  P P GKILDELLQT CVDP EDC PVCE
12 01 yAGRRFASGKKyTLNJjyjyjpCQI_CHCpvyNLTCEACQEP
1240

Домен А1 ФВ 

(Аминокислоты 

от 1241 до 1479 

из SEQIDNO: 2)

1241 GGLWPPTDA
1251 PVSPTTLYVEDISEPPLHDFYCSRLLDLVFLLDGSSRLSEAEFEVLKAFV
1301 VDMMERLRISQKWVRVAWEYHDGSHAYIGLKDRKRPSELRRIASQVKYA
1351 GSQVASTSEVLKYTLFQIFSKIDRPEASRIALLLMASQEPQRMSRNFVRY
1401 VQGLKKKKVIVIPVGIGPHANLKQIRLIEKQAPENKAFVLSSVDELEQQR
1451 DEIVSYLCDLAPEAPPPTLPPDMAQVTVG 1479

1480 PGLLGVSTLGPKRNSMVLDVA
1501 FVLEGSDKIGEADFNRSKEFMEEVIQRMDVGQDSIHVTVLQYSYMVTVEY
1551 PFSEAQSKGDILQRVREIRYQGGNRTNTGLALRYLSDHSFLVSQGDREQA

1600
1601 PNLVYMVTGNPASDEIKRLPGDIQWPIGVGPNANVQELERIGWPNAPIL
1651 IQDFETLPREAPDLVLQRCCSGEGLQIPTLSPAPDCSQPLDVILLLDGSS
17 01 S ERAS YFDEMKS FAKAFIS ΚΑΝΙ GPRLTQVS VLQYGSITTIDVPWNWPE
1751 KAHLLSLVDVMQREGGPSQIGDALGFAVRYLTSEMHGARPGASKAWILV
1801 TDVSVDSVDAAADAARSNRVTVFPIGIGDRYDAAQLRILAGPAGDSNWK
1851 LQRIEDLPTMVTLGNSFLHKLCSGFVRICMDEDGNEKRPGDVWTLPDQCH
1901 TVTCQPDGQTLLKSHRVNCDRGLRPSCPNSQSPVKVEETCGCRWTCPCVC
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1951 TGSSTRHIVTFDGQNFKLTGSCSYVLFQNKEQDLEVILHNGACSPGARQG 
2001 CMKSIEVKHSALSVEXHSDMEVTVNGRLVSVPYVGGNMEVNVYGAIMHEV 
2051 RFNHLGHIFTFTPQNNEFQLQLSPKTFASKTYGLCGICDENGANDFMLRD 
2101 GTVTTDWKTLVQEWTVQRPGQTCQPILEEQCLVPDSSHCQVLLLPLFAEC 
2151 HKVLAPATFYAICQQDSCHQEQVCEVIASYAHLCRTNGVCVDWRTPDFCA 
2201 MSCPPSLVYNHCEHGCPRHCDGNVSSCGDHPSEGCFCPPDKVMLEGSCVP 
2251 EEACTQCIGEDGVQHQFLEAWVPDHQPCQICTCLSGRKVNCTTQPCPTAK 
2301 APTCGLCEVARLRQNADQCCPEYECVCDPVSCDLPPVPHCERGLQPTLTN 
2351 PGECRPNFTCACRKEECKRVSPPSCPPHRLPTLRKTQCCDEYECACNCVN 
2401 STVSCPLGYLASTATNDCGCTTTTCLPDKVCVHRSTIYPVGQFWEEGCDV 
2451 CTCTDMEDAVMGLRVAQCSQKPCEDSCRSGFTYVLHEGECCGRCLPSACE 
2501 WTGSPRGDSQSSWKSVGSQWASPENPCLINECVRVKEEVFIQQRNVSCP  
2551 QLEVPVCPSGFQLSCKTSACCPSCRCERMEACMLNGTVIGPGKTVMIDVC 
2601 TTCRCMVQVGVISGFKLECRKTTCNPCPLGYKEENNTGECCGRCLPTACT 
2651 IQLRGGQIMTLKRDETLQDGCDTHFCKVNERGEYFWEKRVTGCPPFDEHK 
2701 CLAEGGKIMKIPGTCCDTCEEPECNDITARLQYVKVGSCKSEVEVDIHYC 
2751 QGKCASKAMYSIDINDVQDQCSCCSPTRTEPMQVALHCTNGSWYHEVLN 
2801 AMECKCSPRK CSK
Нуклеотидная последовательность

Полноразмерный

ФВ

(SEQIDNO: 1)

ATGATTCCTGCCAGATTTGCCGGGGTGCTGCTTGCTCTGGCCCTCATTTTGCCAGGGACCCTTTGTGC 
AGAAGGAACTCGCGGCAGGTCATCCACGGCCC
TACTAAGGACGGTCTAAACGGCCCCACGACGAACGAGACCGGGAGTAAAACGGTCCCTGGGAAACACG 
TCTTCCTTGAGCGCCGTCCAGTAGGTGCCGGG
GATGCAGCCTTTTCGGAAGTGACTTCGTCAACACCTTTGATGGGAGCATGTACAGCTTTGCGGGATAC
TGCAGTTACCTCCTGGCAGGGGGCTGCCAGAA
CTACGTCGGAAAAGCCTTCACTGAAGCAGTTGTGGAAACTACCCTCGTACATGTCGAAACGCCCTATG 
ACGTCAATGGAGGACCGTCCCCCGACGGTCTT
ACGCTCCTTCTCGATTATTGGGGACTTCCAGAATGGCAAGAGAGTGAGCCTCTCCGTGTATCTTGGGG
AATTTTTTGACATCCATTTGTTTGTCAATGGT
TGCGAGGAAGAGCTAATAACCCCTGAAGGTCTTACCGTTCTCTCACTCGGAGAGGCACATAGAACCCC 
Т TAAAAAACT GTAG GTAAACAAACAGTTAC СА
ACCGTGACACAGGGGGACCAAAGAGTCTCCATGCCCTATGCCTCCAAAGGGCTGTATCTAGAAACTGA
GGCTGGGTACTACAAGCTGTCCGGTGAGGCCT
TGGCACTGTGTCCCCCTGGTTTCTCAGAGGTACGGGATACGGAGGTTTCCCGACATAGATCTTTGACT
CCGACCCATGATGTTCGACAGGCCACTCCGGA
ATGGCTTTGTGGCCAGGATCGATGGCAGCGGCAACTTTCAAGTCCTGCTGTCAGACAGATACTTCAAC
AAGACCTGCGGGCTGTGTGGCAACTTTAACAT
TACCGAAACACCGGTCCTAGCTACCGTCGCCGTTGAAAGTTCAGGACGACAGTCTGTCTATGAAGTTG
TTCTGGACGCCCGACACACCGTTGAAATTGTA
CTTTGCTGAAGATGACTTTATGACCCAAGAAGGGACCTTGACCTCGGACCCTTATGACTTTGCCAACT
CATGGGCTCTGAGCAGTGGAGAACAGTGGTGT
GAAACGACTTCTACTGAAATACTGGGTTCTTCCCTGGAACTGGAGCCTGGGAATACTGAAACGGTTGA
GTACCCGAGACTCGTCACCTCTTGTCACCACA
GAACGGGCATCTCCTCCCAGCAGCTCATGCAACATCTCCTCTGGGGAAATGCAGAAGGGCCTGTGGGA
GCAGTGCCAGCTTCTGAAGAGCACCTCGGTGT
CTTGCCCGTAGAGGAGGGTCGTCGAGTACGTTGTAGAGGAGACCCCTTTACGTCTTCCCGGACACCCT
CGTCACGGTCGAAGACTTCTCGTGGAGCCACA
TTGCCCGCTGCCACCCTCTGGTGGACCCCGAGCCTTTTGTGGCCCTGTGTGAGAAGACTTTGTGTGAG
TGTGCTGGGGGGCTGGAGTGCGCCTGCCCTGC
AACGGGCGACGGTGGGAGACCACCTGGGGCTCGGAAAACACCGGGACACACTCTTCTGAAACACACTC
ACACGACCCCCCGACCTCACGCGGACGGGACG
CCTCCTGGAGTACGCCCGGACCTGTGCCCAGGAGGGAATGGTGCTGTACGGCTGGACCGACCACAGCG
CGTGCAGCCCAGTGTGCCCTGCTGGTATGGAG
GGAGGACCTCATGCGGGCCTGGACACGGGTCCTCCCTTACCACGACATGCCGACCTGGCTGGTGTCGC
GCACGTCGGGTCACACGGGACGACCATACCTC
TATAGGCAGTGTGTGTCCCCTTGCGCCAGGACCTGCCAGAGCCTGCACATCAATGAAATGTGTCAGGA
GCGATGCGTGGATGGCTGCAGCTGCCCTGAGG
ATATCCGTCACACACAGGGGAACGCGGTCCTGGACGGTCTCGGACGTGTAGTTACTTTACACAGTCCT
CGCTACGCACCTACCGACGTCGACGGGACTCC
GACAGCTCCTGGATGAAGGCCTCTGCGTGGAGAGCACCGAGTGTCCCTGCGTGCATTCCGGAAAGCGC
TACCCTCCCGGCACCTCCCTCTCTCGAGACTG
CTGTCGAGGACCTACTTCCGGAGACGCACCTCTCGTGGCTCACAGGGACGCACGTAAGGCCTTTCGCG 
ATGGGAGGGCCGTGGAGGGAGAGAGCTCTGAC
CAACACCTGCATTTGCCGAAACAGCCAGTGGATCTGCAGCAATGAAGAATGTCCAGGGGAGTGCCTTG
TCACTGGTCAATCCCACTTCAAGAGCTTTGAC
GTTGTGGACGTAAACGGCTTTGTCGGTCACCTAGACGTCGTTACTTCTTACAGGTCCCCTCACGGAAC
AGTGACCAGTTAGGGTGAAGTTCTCGAAACTG
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GGCTGTCGAGGGTGACGGTCCAGGAGGAGAATGGTGACAAACGACTTACGGTGTTCCAGGACCGAGGT 
CGGTGTAAGATACGGTAGACGGTCGTCCTGTC
TTGCCACCAGGAGCAAGTGTGTGAGGTGATCGCCTCTTATGCCCACCTCTGTCGGACCAACGGGGTCT 
GCGTTGACTGGAGGACACCTGATTTCTGTGCT
AACGGTGGTCCTCGTTCACACACTCCACTAGCGGAGAATACGGGTGGAGACAGCCTGGTTGCCCCAGA
CGCAACTGACCTCCTGTGGACTAAAGACACGA
ATGTCATGCCCACCATCTCTGGTCTACAACCACTGTGAGCATGGCTGTCCCCGGCACTGTGATGGCAA
CGTGAGCTCCTGTGGGGACCATCCCTCCGAAG
TACAGTACGGGTGGTAGAGACCAGATGTTGGTGACACTCGTACCGACAGGGGCCGTGACACTACCGTT 
GCACTCGAGGACACCCCTGGTAGGGAGGCTTC
GCTGTTTCTGCCCTCCAGATAAAGTCATGTTGGAAGGCAGCTGTGTCCCTGAAGAGGCCTGCACTCAG 
TGCATTGGTGAGGATGGAGTCCAGCACCAGTT
CGACAAAGACGGGAGGTCTATTTCAGTACAACCTTCCGTCGACACAGGGACTTCTCCGGACGTGAGTC
ACGTAACCACTCCTACCTCAGGTCGTGGTCAA
CCTGGAAGCCTGGGTCCCGGACCACCAGCCCTGTCAGATCTGCACATGCCTCAGCGGGCGGAAGGTCA
ACTGCACAACGCAGCCCTGCCCCACGGCCAAA
GGACCTTCGGACCCAGGGCCTGGTGGTCGGGACAGTCTAGACGTGTACGGAGTCGCCCGCCTTCCAGT 
TGACGTGTTGCGTCGGGACGGGGTGCCGGTTT
GCTCCCACGTGTGGCCTGTGTGAAGTAGCCCGCCTCCGCCAGAATGCAGACCAGTGCTGCCCCGAGTA
TGAGTGTGTGTGTGACCCAGTGAGCTGTGACC
CGAGGGTGCACACCGGACACACTTCATCGGGCGGAGGCGGTCTTACGTCTGGTCACGACGGGGCTCAT
ACTCACACACACACTGGGTCACTCGACACTGG
TGCCCCCAGTGCCTCACTGTGAACGTGGCCTCCAGCCCACACTGACCAACCCTGGCGAGTGCAGACCC
AACTTCACCTGCGCCTGCAGGAAGGAGGAGTG
ACGGGGGTCACGGAGTGACACTTGCACCGGAGGTCGGGTGTGACTGGTTGGGACCGCTCACGTCTGGG
TTGAAGTGGACGCGGACGTCCTTCCTCCTCAC
CAAAAGAGTGTCCCCACCCTCCTGCCCCCCGCACCGTTTGCCCACCCTTCGGAAGACCCAGTGCTGTG 
AT GAGTAT GAGT GT GC СТ GCAACT GT GT СААС
GTTTTCTCACAGGGGTGGGAGGACGGGGGGCGTGGCAAACGGGTGGGAAGCCTTCTGGGTCACGACAC 
TACTCATACTCACACGGACGTTGACACAGTTG
TCCACAGTGAGCTGTCCCCTTGGGTACTTGGCCTCAACCGCCACCAATGACTGTGGCTGTACCACAAC 
CACCTGCCTTCCCGACAAGGTGTGTGTCCACC
AGGTGTCACTCGACAGGGGAACCCATGAACCGGAGTTGGCGGTGGTTACTGACACCGACATGGTGTTG
GTGGACGGAAGGGCTGTTCCACACACAGGTGG
GAAGCACCATCTACCCTGTGGGCCAGTTCTGGGAGGAGGGCTGCGATGTGTGCACCTGCACCGACATG
GAGGATGCCGTGATGGGCCTCCGCGTGGCCCA
CTTCGTGGTAGATGGGACACCCGGTCAAGACCCTCCTCCCGACGCTACACACGTGGACGTGGCTGTAC
CTCCTACGGCACTACCCGGAGGCGCACCGGGT
GTGCTCCCAGAAGCCCTGTGAGGACAGCTGTCGGTCGGGCTTCACTTACGTTCTGCATGAAGGCGAGT 
GCTGTGGAAGGTGCCTGCCATCTGCCTGTGAG
CACGAGGGTCTTCGGGACACTCCTGTCGACAGCCAGCCCGAAGTGAATGCAAGACGTACTTCCGCTCA
CGACACCTTCCACGGACGGTAGACGGACACTC
GTGGTGACTGGCTCACCGCGGGGGGACTCCCAGTCTTCCTGGAAGAGTGTCGGCTCCCAGTGGGCCTC 
CCCGGAGAACCCCTGCCTCATCAATGAGTGTG
CACCACTGACCGAGTGGCGCCCCCCTGAGGGTCAGAAGGACCTTCTCACAGCCGAGGGTCACCCGGAG 
GGGCCTCTTGGGGACGGAGTAGTTACTCACAC
TCCGAGTGAAGGAGGAGGTCTTTATACAACAAAGGAACGTCTCCTGCCCCCAGCTGGAGGTCCCTGTC
TGCCCCTCGGGCTTTCAGCTGAGCTGTAAGAC
AGGCTCACTTCCTCCTCCAGAAATATGTTGTTTCCTTGCAGAGGACGGGGGTCGACCTCCAGGGACAG
ACGGGGAGCCCGAAAGTCGACTCGACATTCTG
CTCAGCGTGCTGCCCAAGCTGTCGCTGTGAGCGCATGGAGGCCTGCATGCTCAATGGCACTGTCATTG 
GGCCCGGGAAGACTGTGATGATCGATGTGTGC
GAGTCGCACGACGGGTTCGACAGCGACACTCGCGTACCTCCGGACGTACGAGTTACCGTGACAGTAAC 
CCGGGCCCTTCTGACACTACTAGCTACACACG
ACGACCTGCCGCTGCATGGTGCAGGTGGGGGTCATCTCTGGATTCAAGCTGGAGTGCAGGAAGACCAC
CTGCAACCCCTGCCCCCTGGGTTACAAGGAAG
TGCTGGACGGCGACGTACCACGTCCACCCCCAGTAGAGACCTAAGTTCGACCTCACGTCCTTCTGGTG
GACGTTGGGGACGGGGGACCCAATGTTCCTTC
AAAATAACACAGGTGAATGTTGTGGGAGATGTTTGCCTACGGCTTGCACCATTCAGCTAAGAGGAGGA  
CAGAT CAT GACACT GAAG CGT GAT GAGACG СТ
TTTTATTGTGTCCACTTACAACACCCTCTACAAACGGATGCCGAACGTGGTAAGTCGATTCTCCTCCT
GTCTAGTACTGTGACTTCGCACTACTCTGCGA
CCAGGATGGCTGTGATACTCACTTCTGCAAGGTCAATGAGAGAGGAGAGTACTTCTGGGAGAAGAGGG
TCACAGGCTGCCCACCCTTTGATGAACACAAG
GGTCCTACCGACACTATGAGTGAAGACGTTCCAGTTACTCTCTCCTCTCATGAAGACCCTCTTCTCCC
AGTGTCCGACGGGTGGGAAACTACTTGTGTTC
TGTCTTGCTGAGGGAGGTAAAATTATGAAAATTCCAGGCACCTGCTGTGACACATGTGAGGAGCCTGA 
GTGCAACGACATCACTGCCAGGCTGCAGTATG
ACAGAACGACTCCCTCCATTTTAATACTTTTAAGGTCCGTGGACGACACTGTGTACACTCCTCGGACT
CACGTTGCTGTAGTGACGGTCCGACGTCATAC
TCAAGGTGGGAAGCTGTAAGTCTGAAGTAGAGGTGGATATCCACTACTGCCAGGGCAAATGTGCCAGC  
AAAGCCATGTACTCCATTGACATCAACGATGT
AGTTCCACCCTTCGACATTCAGACTTCATCTCCACCTATAGGTGATGACGGTCCCGTTTACACGGTCG
TTTCGGTACATGAGGTAACTGTAGTTGCTACA
GCAGGACCAGTGCTCCTGCTGCTCTCCGACACGGACGGAGCCCATGCAGGTGGCCCTGCACTGCACCA
ATGGCTCTGTTGTGTACCATGAGGTTCTCAAT
CGTCCTGGTCACGAGGACGACGAGAGGCTGTGCCTGCCTCGGGTACGTCCACCGGGACGTGACGTGGT
TACCGAGACAACACATGGTACTCCAAGAGTTA
GCCATGGAGTGCAAATGCTCCCCCAGGAAGTGCAGCAAGTGA

Настоящее изобретение относится к фрагменту фактора Виллебранда (ФВ), содержащему домен D' 
и домен D3 ФВ, отличающемуся тем, что фрагмент ФВ препятствует связыванию эндогенного ФВ (пол­
норазмерного ФВ) с белком Ф VIII. В одном варианте реализации изобретения фрагмент ФВ связывается 
или соединяется с белком Ф VIII. Путем связывания или соединения с белком Ф VIII фрагмент ФВ, яв­
ляющийся объектом данного изобретения, защищает Ф VIII от расщепления протеазой и активации Ф VIII, 
стабилизирует тяжелую цепь и легкую цепь Ф VIII и предотвращает выведение Ф VIII фагоцитарными 
рецепторами. В другом варианте реализации изобретения фрагмент ФВ связывается или соединяется с 
белком Ф VIII и блокирует или предотвращает связывание белка Ф VIII с фосфолипидом и активирован­
ным протеином C. Путем предотвращения или подавления связывания белка Ф VIII с эндогенным пол­
норазмерным ФВ фрагмент ФВ, являющийся объектом данного изобретения снижает выведение Ф VIII 
клиренс-рецепторами ФВ и, таким образом, продлевает время полужизни Ф VIII. Продление времени 
полужизни белка Ф VIII происходит, следовательно, благодаря связыванию или соединению фрагмента 
ФВ, в котором отсутствует участок связывания с клиренс-рецептором ФВ, с белком Ф VIII и экраниро­
ванию или защите фрагментом ФВ белка Ф VIII от эндогенного ФВ, который содержит участок связыва­
ния с клиренс-рецептором ФВ. Наличие белка Ф VIII, связанного или защищенного фрагментом ФВ, 
также дает возможность рециклинга белка Ф VIII. Следовательно, фрагмент ФВ не может являться пол­
норазмерным зрелым ФВ. Из-за удаления участков связывания клиренс-рецепторов ФВ, содержащихся в 
полноразмерной молекуле ФВ, гетеродимеры Ф VIII/ФВ, являющиеся объектами данного изобретения, 
выключаются из процесса выведения ФВ, что позволяет дополнительно продлить время полужизни 
Ф VIII.
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Фрагмент ФВ, содержащий домен D' и домен D3, может дополнительно содержать домен ФВ, вы­
бранный из группы, состоящей из домена A1, домена A2, домена A3, домена D1, домена D2, домена D4, 
домена B1, домена B2, домена B3, домена C1, домена C2, домена CK, одного или более их фрагментов 
или любых их комбинаций. В одном варианте реализации изобретения фрагмент ФВ содержит, состоит 
преимущественно из или состоит из (1) принадлежащих ФВ доменов D' и D3 или их фрагментов; (2) 
принадлежащих ФВ доменов D1, D' и D3 или их фрагментов; (3) принадлежащих ФВ доменов D2, D' и 
D3 или их фрагментов; (4) принадлежащих ФВ доменов D1, D2, D' и D3 или их фрагментов; или (5) при­
надлежащих ФВ доменов D1, D2, D', D3 и А1 или их фрагментов. Описанный в данном тексте фрагмент 
ФВ не содержит участок, связывающийся с клиренс-рецептором ФВ. В другом варианте реализации изо­
бретения описанный в данном тексте фрагмент ФВ не является аминокислотами от 764 до 1274 из SEQ 
ID NO: 2. Фрагмент ФВ, являющийся объектом данного изобретения, может содержать любые другие 
последовательности, связанные или сшитые с фрагментом ФВ, но не являться полноразмерным ФВ. На­
пример, описанный в данном тексте фрагмент ФВ может дополнительно содержать сигнальный пептид.

В одном варианте реализации фрагмент ФВ, являющийся объектом данного изобретения, содержит 
домен D' и домен D3 ФВ, при этом домен D' является по меньшей мере на 60, 70, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 
99 или 100% идентичным аминокислотам от 764 до 866 из SEQ ID NO: 2, при этом фрагмент ФВ связы­
вается с белком Ф VIII, защищает, подавляет или предотвращает связывание эндогенного ФВ с белком 
Ф VIII. В другом варианте реализации изобретения фрагмент ФВ содержит домен D' и домен D3 ФВ, при 
этом домен D3 является по меньшей мере на 60, 70, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичным 
аминокислотам от 867 до 1240 из SEQ ID NO: 2, при этом фрагмент ФВ связывается с белком Ф VIII, или 
подавляет, или предотвращает связывание эндогенного ФВ с белком Ф VIII. В некоторых вариантах реа­
лизации изобретения описанный в данном тексте фрагмент ФВ содержит, состоит преимущественно из 
или состоит из домена D' и домена D3 ФВ, которые являются по меньшей мере на 60, 70, 80, 85, 90, 95, 
96, 97, 98, 99 или 100% идентичным аминокислотам от 764 до 1240 из SEQ ID NO: 2, при этом фрагмент 
ФВ связывается с белком Ф VIII, или подавляет, или предотвращает связывание эндогенного ФВ с белком 
Ф VIII. В других вариантах реализации изобретения фрагмент ФВ содержит, состоит преимущественно 
из или состоит из доменов D1, D2, D', D3 и является по меньшей мере на 60, 70, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 
99 или 100% идентичным аминокислотам от 23 до 1240 из SEQ ID NO: 2, при этом фрагмент ФВ связы­
вается с белком Ф VIII, или подавляет, или предотвращает связывание эндогенного ФВ с белком Ф VIII. 
В других вариантах реализации изобретения фрагмент ФВ дополнительно содержит функционально свя­
занный с ним сигнальный пептид.

В некоторых вариантах реализации фрагмент ФВ, являющийся объектом данного изобретения, со­
стоит преимущественно из или состоит из (1) домена D'D3, домена D1D'D3, домена D2D'D3 или домена 
D1D2D'D3 и (2) дополнительной последовательности ФВ, содержащей до около 10 аминокислот (напри­
мер, любые последовательности от аминокислот от 764 до 1240 из SEQ ID NO: 2 до аминокислот от 764 
до 1250 из SEQ ID NO: 2), до около 15 аминокислот (например, любые последовательности от аминокис­
лот от 764 до 1240 из SEQ ID NO: 2 до аминокислот от 764 до 1255 из SEQ ID NO: 2), до около 20 амино­
кислот (например, любые последовательности от аминокислот от 764 до 1240 из SEQ ID NO: 2 до амино­
кислот от 764 до 1260 из SEQ ID NO: 2), до около 25 аминокислот (например, любые последовательности 
от аминокислот от 764 до 1240 из SEQ ID NO: 2 до аминокислот от 764 до 1265 из SEQ ID NO: 2) или до 
около 30 аминокислот (например, любые последовательности от аминокислот от 764 до 1240 из SEQ ID 
NO: 2 до аминокислот от 764 до 1260 из SEQ ID NO: 2). В конкретном варианте реализации изобретения 
фрагмент ФВ, содержащий или состоящий преимущественно из домена D' и домена D3 не представляет 
собой как аминокислоты от 764 до 1274 из SEQ ID NO: 2, так и полноразмерный зрелый ФВ.

В других вариантах реализации изобретения фрагмент ФВ, содержащий домены D'D3, связанные с 
доменами D1D2, дополнительно содержит внутриклеточный сайт расщепления (например, сайт расщеп­
ления PACE или PC5), что делает возможным отщепление доменов D1D2 от доменов D'D3 после экс­
прессии. Неограничивающие примеры внутриклеточных сайтов расщепления раскрыты в другом месте 
данного текста.

В других вариантах реализации изобретения фрагмент ФВ содержит домен D' и домен D3, но не со­
держит аминокислотную последовательность, выбранную из группы, состоящей из (1) аминокислот от 
1241 до 2813 из SEQ ID NO: 2, (2) аминокислот от 1270 до аминокислот 2813 из SEQ ID NO: 2, (3) ами­
нокислот от 1271 до аминокислот 2813 из SEQ ID NO: 2, (4) аминокислот от 1272 до аминокислот 2813 
из SEQ ID NO: 2, (5) аминокислот от 1273 до аминокислот 2813 из SEQ ID NO: 2 и (6) аминокислот от 
1274 до аминокислот 2813 из SEQ ID NO: 2.

В других вариантах реализации фрагмент ФВ, являющийся объектом данного изобретения, содер­
жит, состоит преимущественно из или состоит из аминокислотной последовательности, соответствую­
щей домену D', домену D3 и домену A1, при этом аминокислотная последовательность является по 
меньшей мере на 60, 70, 75 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичной аминокислотам от 764 до 
1479 из SEQ ID NO: 2, при этом фрагмент ФВ связывается с Ф VIII. В конкретном варианте реализации 
изобретения фрагмент ФВ не представляет собой аминокислоты от 764 до 1274 из SEQ ID NO: 2.

В некоторых вариантах реализации фрагмент ФВ, являющийся объектом данного изобретения, со­
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держит домен D' и домен D3, но не содержит по меньшей мере один домен ФВ, выбранный из группы, 
состоящей из (1) домена A1, (2) домена A2, (3) домена A3, (4) домена D4, (5) домена B1, (6) домена B2, 
(7) домена B3, (8) домена C1, (9) домена C2, (10) домена CK, (11) домена CK и домена C2, (12) домена 
CK, домена C2 и домена C1, (13) домена CK, домена C2, домена C1, домена B3, (14) домена CK, домена 
C2, домена C1, домена B3, домена B2, (15) домена CK, домена C2, домена C1, домена B3, домена B2 и 
домена B1, (16) домена CK, домена C2, домена C1, домена B3, домена B2, домена B1 и домена D4 
domain, (17) домена CK, домена C2, домена C1, домена B3, домена B2, домена B1, домена D4 и домена 
A3, (18) домена CK, домена C2, домена C1, домена B3, домена B2, домена B1, домена D4, домена A3 и 
домена A2, (19) домена CK, домена C2, домена C1, домена B3, домена B2, домена B1, домена D4, домена 
A3, домена A2 и домена A1 domain, и (20) любых комбинаций этих доменов.

В других вариантах реализации изобретения фрагмент ФВ содержит домены D'D3 и один или более 
доменов или модулей. Примеры таких доменов и модулей включают, но не ограничиваются этим, доме­
ны и модули, описанные в работе Zhour et al., Blood, опубликованной онлайн 6 апреля 2012 г.: DOI 
10.1182/blood-2012-01-405134. Например, фрагмент ФВ может содержать домен D'D3 и один или более 
доменов или модулей, выбранных из группы, состоящей из домена A1, домена A2, домена A3, модуля 
D4N, модуля VWD4, модуля C8-4, модуля TIL-4, модуля C1, модуля C2, модуля C3, модуля C4, модуля 
C5, модуля C5, модуля C6 и любых комбинаций этих элементов.

В других вариантах реализации изобретения фрагмент ФВ связан с гетерологичным компонентом, 
при этом гетерологичный компонент связан с N-концом или C-концом фрагмента ФВ либо вставлен ме­
жду двумя аминокислотами во фрагменте ФВ. Например, инсерционным участком для гетерологичного 
компонента во фрагменте ФВ может являться домен D', домен D3 либо они оба. Гетерологичный компо­
нент может являться компонентом, продлевающим время полужизни.

В определенных вариантах реализации фрагмент ФВ, являющийся объектом данного изобретения, 
образует мультимер, например димер, тример, тетрамер, пентамер, гексамер, гептамер либо мультимеры 
высших порядков. В других вариантах реализации изобретения фрагмент ФВ является мономером, со­
держащим только один фрагмент ФВ. В некоторых вариантах реализации фрагмент ФВ, являющийся 
объектом данного изобретения, может содержать одну или более аминокислотных замен, делеций, при­
соединений или модификаций. В одном варианте реализации изобретения фрагмент ФВ может содер­
жать аминокислотные замены, делеции, присоединения или модификации, которые приводят к тому, что 
фрагмент ФВ становится неспособным к образованию дисульфидной связи или образованию димера или 
мультимера. В другом варианте реализации изобретения аминокислотная замена находится в пределах 
домена D' и домена D3. В конкретном варианте реализации фрагмент ФВ, являющийся объектом данного 
изобретения, содержит по меньшей мере одну аминокислотную замену на месте остатка, соттветствую- 
щего остатку 1099, остатку 1142 или обоим остаткам 1099 и 1142 из SEQ ID NO: 2. По меньшей мере 
одна аминокислотная замена может представлять собой любые аминокислоты, которые в естественном 
состоянии не встречаются в ФВ дикого типа. Например, аминокислотная замена может представлять со­
бой любые аминокислоты, кроме цистеина, например изолейцин, аланин, лейцин, аспарагин, лизин, ас­
парагиновую кислоту, метионин, фенилаланин, глутаминовую кислоту, треонин, глутамин, триптофан, 
глицин, валин, пролин, серин, тирозин, аргинин или гистидин. В другом примере аминокислотная замена 
содержит одну или более аминокислот, которые предотвращают или подавляют образование мультиме­
ров фрагментами ФВ.

В определенных вариантах реализации фрагмент ФВ, применяемый в данном изобретении, может 
быть дополнительно модифицирован с целью улучшения его взаимодействия с Ф VIII, например улуч­
шения аффинности связывания с Ф VIII. В качестве неограничивающего примера можно привести фраг­
мент ФВ, который содержит остаток серина на месте остатка, соответствующего аминокислоте 764 из 
SEQ ID NO: 2, и остаток лизина на месте остатка, соответствующего аминокислоте 773 из SEQ ID NO: 2. 
Остатки 764 и/или 773 могут влиять на аффинность связывания фрагментов ФВ с Ф VIII. В других вари­
антах реализации изобретения фрагмент ФВ может содержать другие модификации, например фрагмент 
может пэгилированным, гликозилированным, гэкилированным или полисиалилированным.

Б) Гетерологичные компоненты.
Гетерологичный компонент может являться гетерологичным полипептидным или неполипептид- 

ным компонентом. В определенных вариантах реализации изобретения гетерологичный компонент явля­
ется продлевающей время полужизни молекулой, которая известна в данной области техники, и содер­
жит полипептидный компонент, неполипептидный компонент либо комбинацию обоих этих компонен­
тов. Гетерологичный полипептидный компонент может содержать константную область иммуноглобу­
лина или ее часть, альбумин или его фрагмент, альбуминсвязывающее вещество, трансферрин или его 
фрагмент, последовательность PAS, последовательность HAP, их производные либо варианты или лю­
бые комбинации этих компонентов. В некоторых вариантах реализации изобретения неполипептидный 
связывающий компонент содержит полиэтиленгликоль (ПЭГ), полисиаловую кислоту, гидроксиэтило­
вый крахмал (ГЭК), производное или любые комбинации этих компонентов. В определенных вариантах 
реализации изобретения может быть один, два, три или более гетерологичных компонентов, которые 
могут являться одинаковыми либо разными молекулами.
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1) Константная область иммуноглобулина или ее часть.
Константная область иммуноглобулина состоит из доменов, называемых CH (константными тяже­

лыми - от англ. "constant heavy") доменами (CH1, CH2 и т.д.). В зависимости от изотипа (т.е. IgG, IgM, 
IgA IgD или IgE) константная область может состоять из трех или четырех CH доменов. Некоторые изо­
типы (например, IgG) константных областей также содержат шарнирный участок. См. Janeway et al. 
2001, Immunobiology, Garland Publishing, N.Y., N.Y.

Константную область иммуноглобулина или ее часть для получения химерного белка, являющегося 
объектом настоящего изобретения, можно получить из большого числа различных источников. В пред­
почтительных вариантах реализации изобретения константная область иммуноглобулина или ее часть 
получена из человеческого иммуноглобулина. При этом понятно, что константная область иммуноглобу­
лина или ее часть может быть получена из иммуноглобулина других видов млекопитающих, включая, к 
примеру, виды грызунов (например, мышь, крысу, кролика, морскую свинку) или приматов за исключе­
нием человека (например, шимпанзе, макаку). Более того, константная область иммуноглобулина или ее 
часть может быть получена из иммуноглобулина любого класса, включая IgM, IgG, IgD, IgA и IgE, и им­
муноглобулина любого изотипа, включая IgG1, IgG2, IgG3 и IgG4. В одном варианте реализации изобре­
тения применяется человеческий изотип IgG1.

Большое количество генетических последовательностей константной области иммуноглобулина 
(например, человеческих генетических последовательностей константной области) доступны в виде от­
крытых баз данных. Можно выбрать последовательность доменов константной области, имеющую опре­
деленную эффекторную функцию (или с отсутствием определенной эффекторной функции), или с опре­
деленной модификацией для снижения иммуногенности. Было опубликовано большое количество дан­
ных последовательностей антител и кодирующих антитела генов, и подходящие последовательности 
константной области Ig (например, шарнирная, CH2 и/или CH3 последовательности или их части) можно 
получить из этих последовательностей, используя общепринятые в данной области техники методы. Ге­
нетический материал, полученный любым из вышеописанных способов, может затем быть изменен либо 
синтезирован для того, чтобы получить полипептиды, являющиеся объектами настоящего изобретения. 
Следует также принять во внимание, что в объем данного изобретения включены аллели, варианты и 
мутации ДНК последовательностей константной области.

Последовательности константной области иммуноглобулина или ее части можно клонировать, на­
пример, при помощи полимеразной цепной реакции и праймеров, которые выбраны таким образом, что­
бы амплифицировать представляющий интерес домен. Для того чтобы клонировать константную область 
иммуноглобулина или ее часть из антитела, можно выделить иРНК из клеток гибридомы, селезенки или 
лимфоцитов, обратно транскрибировать в ДНК, а гены антитела амплифицировать ПЦР. Методы ПЦР- 
амплификации детально описаны в патентах US №№ 4683195; 4683202; 4800159; 4965188 и, например, в 
"PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications" Innis et al. eds., Academic Press, San Diego, CA 
(1990); Ho et al. 1989. Gene 77:51; Horton et al. 1993. Methods Enzymol. 217:270). ПЦР может иницииро­
ваться консенсусными праймерами константной области или более специфичными праймерами на осно­
ве опубликованных данных по ДНК- и аминокислотным последовательностям тяжелой и легкой цепи. 
Как обсуждалось выше, ПЦР также можно применять для выделения клонов ДНК, кодирующих легкую 
и тяжелую цепи антитела. В этом случае скрининг библиотек может проводиться по консенсусному 
праймеру или более крупным гомологичным зондам, таким как зонды мышиной константной области. В 
данной области техники известны многочисленные группы праймеров, подходящих для амплификации 
генов антител (например, 5'-концевые праймеры на основе N-концевой последовательности очищенных 
антител (Benhar and Pastan. 1994. Protein Engineering 7:1509); быстрая амплификация концов кДНК (Ru- 
berti, F. et al. 1994. J. Immunol. Methods 173:33); лидерные последовательности антител (Larrick et al. 1989 
Biochem. Biophys. Res. Commun. 160:1250). Клонирование последовательностей антител дополнительно 
описано в Newman et al., патент US № 5658570, зарегистрированного 25 января 1995 г., который включен 
в данный текст посредством ссылки.

Применяемая в данном изобретении константная область иммуноглобулина может содержать все 
домены и шарнирный участок либо их части. В одном варианте реализации изобретения константная 
область иммуноглобулина или ее часть содержит домен CH2, домен CH3 и шарнирный участок, напри­
мер Fc-область или FcRn партнера по связыванию.

Употребляемый в данном тексте термин "Fc-область" определяется как часть полипептида, которая 
соответствует Fc-области нативного иммуноглобулина, т.е. так, что образована путем димерной ассо­
циации соответствующих Fc-доменов своих двух тяжелых цепей. Нативная Fc-область образует гомоди­
мер с другой Fc-областью. В противоположность этому употребляемый в данном тексте термин "генети­
чески слитая Fc-область" или "одноцепочечная Fc-область" (оцFc-область) относится к синтетической 
димерной Fc-области, состоящей из Fc-доменов, генетически связанных в пределах одной полипептид- 
ной цепи (т.е. кодируемых одиночной непрерывной генетической последовательностью).

В одном варианте реализации изобретения термин "Fc-область" относится к части одиночной тяже­
лой цепи иммуноглобулина, начиная с шарнирного участка выше сайта расщепления папаином (т.е. ос­
татка 216 в IgG, принимая, что первый остаток тяжелой цепи константной области имеет номер 114) и
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заканчивая C-концом антитела. Соотвественно, полная Fc-область содержит, по меньшей мере, шарнир­
ный участок, домен CH2 и домен CH3.

Fc-область константной области иммуноглобулина в зависимости от изотипа иммуноглобулина 
может содержать домены CH2, CH3 и CH4, а также шарнирный участок. Химерные белки, содержащие 
Fc-область иммуноглобулина, приобретают некоторое количество необходимых свойст химерного белка, 
включая повышенную стабильность, повышенное сывороточное время полужизни (см. Capon et al., 1989, 
Nature 337:525), а также связывание с Fc-рецепторами, такими как неонатальный Fc-рецептор (FcRn) (па­
тенты US №№ 6086875, 6485726, 6030613; WO 03/077834; US 2003-0235536 A1), которые в полном объ­
еме включены в данный текст посредством ссылки.

Константная область иммуноглобулина или ее часть может являться партнером по связыванию 
FcRn. FcRn активен во взрослых эпителиальных тканях и экспрессируется в полости кишечника, в ле­
гочных дыхательных путях, на носовых поверхностях, на вагинальных поверхностях, поверхностях тол­
стой и прямой кишок (патент US № 6485726). Партнер по связыванию FcRn представляет собой часть 
иммуноглобулина, которая связывается с FcRn.

FcRn-рецептор выделяли из нескольких видов млекопитающих, включая человека. Известны после­
довательности человеческого FcRn, обезьяннего FcRn, крысиного FcRn и мышиного FcRn (Story et al. 
1994, J. Exp. Med. 180:2377). FcRn-рецептор связывает IgG (но не связывает другие классы иммуногло­
булина, такие как IgA, IgM, IgD и IgE) при относительно низком уровне рН, активно транспортирует IgG 
трансцеллюлярно в направлении от люминального к серозному, а затем высвобождает IgG при относи­
тельно более высоком уровне рН, характерном для интерстициальных жидкостей. Он экспрессируется во 
взрослой эпителиальной ткани (патенты US №№ 6485726, 6030613, 6086875; WO 03/077834; 
US 2003-0235536 А1), включая легочный и кишечный эпителий (Israel et al. 1997, Immunology 92:69), 
почечный проксимальный тубулярный эпителий (Kobayashi et al. 2002, Am. J. Physiol. Renal Physiol. 
282:F358), а также эпителий носовой полости, вагинальные поверхности и поверхности желчных прото­
ков.

Партнеры по связыванию FcRn, применяемые в настоящем изобретении, включают молекулы, ко­
торые могут специфически связываться с FcRn-рецептором, всключая целый IgG, Fc-фрагмент IgG и 
другие фрагменты, которые содержат полный связывающий участок FcRn-рецептора. Участок той части 
Fc-области IgG, которая связывается с FcRn-рецептором, был описан на основе рентгеноструктурной 
кристаллографии (Burmeister et al. 1994, Nature 372:379). Основная контактная область Fc с FcRn нахо­
дится в районе соединения доменов CH2 и CH3. Все контакты Fc-FcRn находятся в пределах одиночной 
тяжелой цепи Ig. Партнеры по связыванию FcRn включают целый IgG, Fc-фрагмент IgG и другие фраг­
менты IgG, которые содержат полный связывающий участок FcRn. Основные контактные участки вклю­
чают аминокислотные остатки 248, 250-257, 272, 285, 288, 290-291, 308-311 и 314 домена CH2 и амино­
кислотные остатки 385-387, 428 и 433-436 домена CH3. Все ссылки, приведенные на нумерацию имму­
ноглобулинов или фрагментов либо участков иммуноглобулина, основаны на Kabat et al. 1991, Sequences 
of Proteins of Immunological Interest, U.S. Department of Public Health, Bethesda, Md.

Fc-области или партнеры по связыванию FcRn, связанные с FcRn, могут эффективно переноситься 
через эпителиальные барьеры посредством FcRn, что, таким образом, обеспечивает неинвазионные сред­
ства для систематического введения необходимой терапевтической молекулы. Вдобавок, слитые белки, 
содержащие Fc-области или партнеров по связыванию FcRn, эндоцитозируются клетками, экспресси­
рующими FcRn. Но, вместо того, чтобы помечаться для дальнейшей деградации, эти слитые белки снова 
возвращаются в циркуляцию, что, таким образом, увеличивает in vivo время полужизни этих белком. В 
определенных вариантах реализации изобретения части константных областей иммуноглобулина явля­
ются Fc-областью или партнером по связыванию FcRn, которые обычно объединяются при помощи ди­
сульфидных связей и других неспецифических взаимодействий с другой Fc-областью или другим парт­
нером по связыванию FcRn для того, чтобы образовать димер или мультимеры более высоких порядков.

Два FcRn-рецептора могут связывать одиночную Fc-молекулу.
Кристаллографические данные позволяют предположить, что каждая молекула FcRn связывает 

одиночный полипептид гомодимера Fc. В одном варианте реализации изобретения присоединение парт­
нера по связыванию FcRn, например Fc-фрагмента IgG, к биологически активной молекуле обеспечивает 
средства доставки биологически активной молекулы перорально, буккально, подъязычно, ректально, 
вагинально, в виде назально применяемого аэрозоля или через легочные дыхательные пути, либо через 
окулярные пути. В другом варианте реализации изобретения химерный белок можно вводить инвазион- 
но, например подкожно, внутривенно.

Участок партнера по связыванию FcRn является такой молекулой или ее частью, которая может 
специфически связываться FcRn-рецептором с последующим активным транспортом посредством FcRn- 
рецептора Fc-области. Специфическое связывание обозначает образование двумя молекулами комплекса, 
который является относительно стабильным в физиологических условиях. Специфическое связывание 
характеризуется высокой аффинностью и емкостью от низкой до умеренной в отличие от неспецифиче­
ского связывания, которое обычно обладает низкой аффинностью с емкостью от умеренной до высокой. 
Как правило, связывание считается специфическим, когда постоянная аффинности KA выше, чем 106 М-1,
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или выше, чем 108 М-1. В случае необходимости неспецифическое связывание може быть снижено без 
существенного влияния на специфическое связывание при помощи варьирования условий связывания. 
Соответствующие условия связывания, такие как концентрация молекул, ионная сила раствора, темпера­
тура, время, отведенное на связывание, концентрация блокирующего вещества (например, сывороточно­
го альбумина, молочного казеина) и т.д., могут быть оптимизированы специалистом в данной области 
техники при помощи стандартных методов.

В определенных вариантах реализации химерный белок, являющийся объектом данного изобрете­
ния, содержит один или более процессированных Fc-областей, которые, несмотря на это, способны обес­
печивать Fc-области связывающие свойства Fc-рецептора (FcR). Например, часть Fc-области, которая 
связывается с FcRn (т.е. связывающая часть FcRn), содержит аминокислоты, приблизительно соответст­
вующие 282-438 аминокислотам IgG1 по европейской нумерации (с первичными контактными участка­
ми, соответстсующими аминокислотам 248, 250-257, 272, 285, 288, 290-291, 308-311 и 314, принадлежа­
щим домену CH2, и аминокислотным остаткам 385-387, 428 и 433-436, принадлежащим домену CH3). 
Таким образом, Fc-область, являющаяся объектом данного изобретения, может содержать или состоять 
из связывающей части FcRn. Связывающие части FcRn могут быть получены из тяжелых цепей любого 
изотипа, включая IgG1, IgG2, IgG3 и IgG4. В одном варианте реализации изобретения используется свя­
зывающая часть FcRn из антитела человеческого изотипа IgG1. В другом варианте реализации изобрете­
ния используется связывающая часть FcRn из антитела человеческого изотипа IgG4.

В другом варианте реализации изобретения "Fc-область" содержит аминокислотную последова­
тельность Fc-домена или полученную из Fc-домена. В определенных вариантах реализации изобретения 
Fc-область содержит по меньшей мере один элемент из шарнирного (например, верхнего, среднего и/или 
нижнего шарнирного участка) домена (приблизительно соответствующего аминокислотам 216-230 Fc- 
области антитела согласно европейской нумерации), домена CH2 (приблизительно соответствующего 
аминокислотам 231-340 Fc-области антитела согласно европейской нумерации), домена CH3 (приблизи­
тельно соответствующего аминокислотам 341-438 Fc-области антитела согласно европейской нумера­
ции), домена CH4 либо их варианта, части или фрагмента. В других вариантах реализации изобретения 
Fc-область содержит полный Fc-домен (т.е. шарнирный домен, домен CH2 и домен CH3). В некоторых 
вариантах реализации изобретения Fc-область содержит, состоит преимущественно из или состоит из 
шарнирного домена (или его части), сшитого с доменом CH3 (или его частью), шарнирного домена (или 
его части), сшитого с доменом CH2 (или его частью), домена CH2 (или его части), сшитого с доменом 
CH3 (или его частью), домена CH2 (или его части), сшитого с шарнирным доменом (или его частью) и 
доменом CH3 (или его частью). В других вариантах реализации изобретения в Fc-области отсутствует по 
меньшей мере часть домена CH2 (например, весь домен CH2 или его часть). В конкретном варианте реа­
лизации изобретения Fc-область содержит или состоит из аминокислот, соответствующих номерам от 
221 до 447 по европейской нумерации.

Fc-области, обозначаемые в данном тексте как F, F1 или F2, могут быть получены из большого ко­
личества различных источников. В одном варианте реализации изобретения Fc-область полипептида по­
лучена из человеческого иммуноглобулина. При этом понятно, что Fc-область может быть получена из 
иммуноглобулина других видов млекопитающих, включая, к примеру, виды грызунов (например, мышь, 
крысу, кролика, морскую свинку) или приматов за исключением человека (например, шимпанзе, макаку). 
Более того, полипептид Fc-доменов или его части могут быть получены из иммуноглобулина любого 
класса, включая IgM, IgG, IgD, IgA и IgE, и иммуноглобулина любого изотипа, включая IgG1, IgG2, IgG3 
и IgG4. В другом варианте реализации изобретения используется человеческий изотип IgG1.

В определенных вариантах реализации изобретения Fc-вариант приводит к изменению по меньшей 
мере в одной эффекторной функции, обеспечиваемой Fc-областью, содержащей указанный Fc-домен 
дикого типа (например, улучшению или снижению способности Fc-области связываться с Fc- 
рецепторами (например, FcyRI, FcyRII или FcyRIII) или белками комплемента (например, C1q), либо к 
триггерной антителозависимой клеточной цитотоксичности (АЗКЦ), фагоцитозу или комплементзависи- 
мой клеточной цитотоксичности (КЗКЦ)). В других вариантах реализации изобретения Fc-вариант обес­
печивает наличие сконструированного остатка цистеина.

Fc-области, являющиеся объектами данного изобретения, могут включать принятые в данной об­
ласти техники Fc-варианты, которые, как известно, приводят к изменению (например, усилению или сни­
жению) в эффекторной функции и/или связывании FcR или FcRn. В частности, связывающая молекула, 
являющаяся объектом данного изобретения, может содержать, например, изменение (например, замену) 
в одной или более аминокислотных позициях, подобное описанным в международных публикациях со­
гласно РСТ WO 88/07089 A1, WO 96/14339 A1, WO 98/05787 A1, WO 98/23289 A1, WO 99/51642 A1, 
WO 99/58572 A1, WO 00/09560 A2, WO 00/32767 A1, WO 00/42072 A2, WO 02/44215 A2, WO 02/060919 A2, 
WO 03/074569 A2, WO 04/016750 A2, WO 04/029207 A2, WO 04/035752 A2, WO 04/063351 A2, 
WO 04/074455 A2, WO 04/099249 A2, WO 05/040217 A2, WO 04/044859, WO 05/070963 A1, 
WO 05/077981 A2, WO 05/092925 A2, WO 05/123780 A2, WO 06/019447 A1, WO 06/047350 A2 и 
WO 06/085967 A2; патентных публикациях US №№ US 20070231329, US 20070231329, US 20070237765, 
US 20070237766, US 20070237767, US 20070243188, US 20070248603, US 20070286859, US 20080057056; 
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или патентах US 5648260; 5739277; 5834250; 5869046; 6096871; 6121022; 6194551; 6242195; 6277375; 
6528624; 6538124; 6737056; 6821505; 6998253; 7083784; 7404956 и 7317091, которые все включены в 
данный текст посредством ссылки. В одном варианте реализации изобретения может быть внесено кон­
кретное изменение (например, конкретная замена одной или более аминокислот, описанная в данной 
области техники) в одну или более из описанных аминокислотных позиций. В другом варианте реализа­
ции изобретения может быть внесено отличное изменение в одну или более из описанных аминокислот­
ных позиций (например, отличная замена одной или более аминокислот, описанная в данной области 
техники).

Fc-область или партнер по связыванию FcRn, принадлежащие IgG, могут быть модифицированы в 
соответствии с общепринятыми процедурами, такими как сайт-направленный мутагенез и тому подоб­
ное, для получения модифицированных фрагментов IgG или Fc или их частей, которые будут связывать­
ся FcRn. Такие модификации включают модификации, удаленные от контактных участков FcRn, a также 
модификации, находящиеся в пределах контактных участков FcRn, которые сохраняют или даже усили­
вают связывание с FcRn. Например, следующие одиночные аминокислотные остатки в Fc человеческого 
IgG1 (Fcy1) можно заменить без значительной потери аффинности связывания Fc к FcRn: P238A, S239A, 
K246A, K248A, D249A, M252A, T256A, E258A, T260A, D265A, S267A, H268A, E269A, D270A, E272A, 
L274A, N276A, Y278A, D280A, V282A, E283A, H285A, N286A, T289A, K290A, R292A, E293A, E294A, 
Q295A, Y296F, N297A, S298A, Y300F, R301A, V303A, V305A, T307A, L309A, Q311A, D312A, N315A, 
K317A, E318A, K320A, K322A, S324A, K326A, A327Q, P329A, A330Q, P331A, E333A, K334A, T335A, 
S337A, K338A, K340A, Q342A, R344A, E345A, Q347A, R355A, E356A, M358A, T359A, K360A, N361A, 
Q362A, Y373A, S375A, D376A, A378Q, E380A, E382A, S383A, N384A, Q386A, E388A, N389A, N390A, 
Y391F, K392A, L398A, S400A, D401A, D413A, K414A, R416A, Q418A, Q419A, N421A, V422A, S424A, 
E430A, N434A, T437A, Q438A, K439A, S440A, S444A и K447A, где, например, P238A представляет про­
лин дикого типа, замещенный аланином в позиции номер 238. В качестве примера конкретный вариант 
реализации изобретения включает мутацию N297A, при помощи которой удаляется высококонсерватив­
ный участок N-гликозилирования. Вдобавок к аланину другие аминокислоты могут замещать аминокис­
лоты дикого типа в позициях, приведенных выше. Мутации могут одиночно вноситься в Fc, что приво­
дит к получению более чем сотни Fc-областей, отличных от нативной Fc. Вдобавок, комбинации двух, 
трех или более из этих отдельных мутаций могут вноситься совместно, что приводит к получению сотен 
дополнительных Fc-областей. Более того, одна или более из Fc-областей конструкции, являющейся объ­
ектом данного изобретения, может быть мутированной, в то время как другая Fc-область конструкции не 
является мутированной, либо они обе могут быть мутированными но содержать различные мутации.

Отдельные из вышеописынных мутаций могут приводить к новым функциональным возможностям 
Fc-области или партнера по связыванию FcRn. Например, один вариант реализации изобретения включа­
ет N297A, при помощи которой удаляется высококонсервативный участок N-гликозилирования. Дейст­
вие этой мутации состоит в снижении иммуногенности, тем самым повышая время полужизни циркуля­
ции Fc-области, и в приведении Fc-области в состояние, в котором она не способна связываться с FcyRI, 
FcyRIIA, FcyRIIB и FcyRIIIA без потери аффинности к FcRn (Routledge et al. 1995, Transplantation 60:847; 
Friend et al. 1999, Transplantation 68:1632; Shields et al. 1995, J. Biol. Chem. 276:6591). Дополнительным 
примером новых функциональных возможностей, обусловленных вышеописанными мутациями, являет­
ся возможное в некоторых случаях повышение аффинности к FcRn по сравнению с таковой для дикого 
типа. Эта повышенная аффинность может отражаться на повышенной скорости ассоциации, сниженной 
скорости диссоциации либо как повышенной скорости ассоциации, так и сниженной скорости диссоциа­
ции. Примеры мутаций, которые, как считается, приводят к повышенной аффинности к FcRn, включают, 
но не ограничиваются этим, T256A, T307A, E380A и N434A (Shields et al. 2001, J. Biol. Chem. 276:6591).

Вдобавок, обнаружилось, что по меньшей мере три человеческих Fcy рецептора распознают связы­
вающий участок IgG в пределах нижнего шарнирного участка, а именно аминокислоты 234-237. Следо­
вательно, другой пример новых функциональных возможностей и потенциально сниженной иммуноген­
ности может обуславливаться мутациями в этой области, например замещением аминокислот 233-236 
человеческого IgG1 "ELLG" соответствующей последовательностью из IgG2 "PVA" (с одной аминокис­
лотной делецией). Было показано, что FcyRI, FcyRII и FcyRIII, которые опосредуют различные эффек­
торные функции, не будут связываться с IgG1 в случае внесения таких мутаций. Ward and Ghetie 1995, 
Therapeutic Immunology 2:77 и Armour et al. 1999, Eur. J. Immunol. 29:2613.

В одном варианте реализации изобретения константная область иммуноглобулина или ее часть, на­
пример Fc-область, представляет собой полипептид, содержащий последовательность PKNSSMISNTP 
(SEQ ID NO: 3) и в некоторых случаях дополнительно содержащий последовательность, выбранную из 
HQSLGTQ (SEQ ID NO: 4), HQNLSDGK (SEQ ID NO: 5), HQNISDGK (SEQ ID NO: 6) или VISSHLGQ 
(SEQ ID NO: 7) (патент US № 5739277).

В другом варианте реализации изобретения константная область иммуноглобулина или ее часть со­
держит аминокислотную последовательность в шарнирном участке или его части, который образует од­
ну или более дисульфидных связей с другой константной областью иммуноглобулина или ее частью. 
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Дисульфидная связь, образованная константной областью иммуноглобулина или ее частью, приводит к 
размещению вместе первого полипептида, содержащего Ф VIII, и второго полипептида, содержащего 
фрагмент ФВ, таким образом, что эндогенный ФВ не замещает фрагмент ФВ и не связывается с Ф VIII. 
Следовательно, дисульфидная связь между первой константной областью иммуноглобулина или ее ча­
стью и второй константной областью иммуноглобулина или ее частью предотвращает взаимодействие 
между эндогенным ФВ и белком Ф VIII. Подавление взаимодействия между ФВ и белком Ф VIII дает 
возможность выйти за пределы двукратного увеличения времени полужизни белка Ф VIII. Шарнирный 
участок или его часть может быть дополнительно связан с одним или более доменами из CH1, CH2, CH3, 
их фрагментами или любыми их комбинациями. В конкретном примере константная область иммуногло­
булина или ее часть содержит шарнирный участок и участок CH2 (например, аминокислоты 221-340 Fc- 
области).

В определенных вариантах реализации изобретения константная область иммуноглобулина или ее 
часть является гемигликозилированной. Например, химерный белок, содержащий две Fc-области или 
двух партнеров по связыванию FcRn, может содержать первую гликозилированную Fc-область (напри­
мер, гликозилированный участок CH2) или партнера по связыванию FcRn и вторую агликозилированную 
Fc-область (например, агликозилированный участок CH2) или партнера по связыванию FcRn. В одном 
варианте реализации изобретения между гликозилированной и агликозилированной областями может 
быть помещен линкер. В другом варианте реализации изобретения Fc-область или партнер по связыва­
нию FcRn является полностью гликозилированным, т.е. все Fc-области гликозилированы. В других вари­
антах реализации изобретения Fc-область может быть агликозилированной, т.е. ни один из компонентов 
Fc не является гликозилированным.

В определенных вариантах реализации химерный белок, являющийся объектом данного изобрете­
ния, содержит аминокислотную замену в константной области иммуноглобулина или ее части (напри­
мер, Fc-варианты), которая изменяет антиген-независимые эффекторные функции константной области 
Ig, в частности время полужизни циркуляции белка.

Такие белки демонстрируют как повышенное, так и сниженное связывание с FcRn по сравнению с 
белками, у которых отсутствуют подобные замены, и, следовательно, характеризуются, соответственно, 
увеличенным или сниженным временем полужизни в сыворотке крови. Предполагается, что Fc-варианты 
с улучшенной аффинностью к FcRn характеризуются более продолжительным временем полужизни в 
сыворотке крови, и такие молекулы имеют полезные применения в способах лечения млекопитающих, в 
которых требуется продолжительное время полужизни применяемого полипептида, например, для лече­
ния хронического заболевания или нарушения (см., например, патенты US 7348004, 7404956 и 7862820). 
В противоположность этому считается, что Fc-варианты со сниженной аффинностью связывания FcRn 
характеризуются более короткими временами полужизни, и такие молекулы также применимы, напри­
мер, для введения млекопитающим в случае, когда более короткое время циркуляции может быть более 
преимущественным, например, для in vivo диагностической визуализации или в ситуациях, когда исход­
ный полипептид имеет токсические побочные эффекты при нахождении в циркуляции на протяжении 
продолжительных периодов. Также Fc-варианты со сниженной аффинностью связывания FcRn имеют 
меньшую вероятность прохождения через плаценту и, следовательно, применимы также для лечения 
заболеваний или нарушений у беременных женщин. Вдобавок, другие применения, в которых может 
требоваться сниженная аффинность связывания FcRn, включают такие применения, в которых требуется 
локализация мозга, почки и/или печени. В одном иллюстративном варианте реализации химерный белок, 
являющийся объектом данного изобретения, демонстрирует сниженный транспорт из сосудистой систе­
мы через эпителий почечных клубочков. В другом варианте реализации химерный белок, являющийся 
объектом данного изобретения, демонстрирует сниженный транспорт через гематоэнцефалический барь­
ер (ГЭБ) из мозга в сосудистое пространство. В одном варианте реализации изобретения белок с изме­
ненным связыванием FcRn содержит по меньшей мере одну Fc-область или одного партнера по связыва­
нию FcRn (например, одну или две Fc-области или партнеров по связыванию FcRn), содержащую одну 
или более аминокислотных замен в пределах "FcRn-связывающей петли" константной области Ig. FcRn- 
связывающая петля состоит из аминокислотных остатков 280-299 (согласно европейской нумерации) 
полноразмерной Fc-области дикого типа. В других вариантах реализации изобретения константная об­
ласть Ig в химерном белке или ее часть, являющаяся объектом данного изобретения и имеющая изменен­
ную аффинность связывания FcRn, содержит по меньшей мере одну Fc-область или одного партнера по 
связыванию FcRn, содержащую одну или более аминокислотных замен в пределах 15 А-й "контактной 
зоны" FcRn. Употребляемый в данном тексте термин 15 А-ная "контактная зона" FcRn включает в себя 
остатки в следующих позициях полноразмерного Fc-компонента дикого типа: 243-261, 275-280, 282-293, 
302-319, 336- 348, 367, 369, 372-389, 391, 393, 408, 424, 425-440 (европейская нумерация). В других вари­
антах реализации изобретения константная область Ig или ее часть, являющаяся объектом данного изо­
бретения и имеющая измененную аффинность связывания FcRn, содержит по меньшей мере одну Fc- 
область или одного партнера по связыванию FcRn, содержащую одну или более аминокислотных замен в 
аминокислотной позиции, соответствующей любой из следующих позиций согласно европейской нуме­
рации: 256, 277-281, 283-288, 303-309, 313, 338, 342, 376, 381, 384, 385, 387, 434 (например, N434A или
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N434K) и 438. Примеры аминокислотных замен, которые изменяют активность связывания FcRn, рас­
крыты в международной публикации согласно PCT № WO 05/047327, которая включена в данный текст
посредством ссылки.

Fc-область или партнер по связыванию FcRn, применяемые в данном изобретении, могут также со­
держать общепринятую в данной области техники аминокислотную замену, которая изменяет гликози­
лирование химерного белка. Например, Fc-область или партнер по связыванию FcRn химерного белка, 
связанные с фрагментом ФВ или белком Ф VIII, могут содержать Fc-область, содержащую мутацию, ко­
торая приводит к сниженному гликозилированию (например, N- или O-связанному гликозилированию), 
либо могут содержать измененную гликоформу Fc-компонента дикого типа (например, гликан с низким 
содержанием или отсутствием фукозы).

В одном варианте реализации непроцессированный химерный белок, являющийся объектом данно­
го изобретения, может содержать генетически сшитую Fc-область (т.е. оцFc-область), содержащую одну 
или более непрерывных константных областей или их частей, независимо выбранных из описанных в 
данном тексте константных областей или их частей. В одном варианте реализации изобретения Fc- 
области димерной Fc-области являются одинаковыми. В другом варианте реализации изобретения по 
меньшей мере две Fc-области являются разными. Например, Fc-области или партнеры по связыванию 
FcRn, принадлежащие белкам, являющимся объектами данного изобретения, содержат одинаковое коли­
чество аминокислотных остатков либо они могут отличаться по длине на один или более аминокислот­
ных остатков (например, на около 5 аминокислотных остатков (например, 1, 2, 3, 4 или 5 аминокислот­
ных остатков), около 10 остатков, около 15 остатков, около 20 остатков, около 30 остатков, около 40 ос­
татков или около 50 остатков). В других вариантах реализации Fc-области или партнеры по связыванию 
FcRn, принадлежащие белку, являющемуся объектом данного изобретения, могут отличаться в последо­
вательности по одной или более аминокислотным позициям. Например, по меньшей мере две Fc-области 
или два партнера по связыванию FcRn могут отличаться по около 5 аминокислотным позициям (напри­
мер, 1, 2, 3, 4 или 5 аминокислотным позициям), около 10 позициям, около 15 позициям, около 20 пози­
циям, около 30 позициям, около 40 позициям или около 50 позициям).

2) Альбумин или его фрагмент или вариант.
В определенных вариантах реализации изобретения гетерологичный компонент, связанный с фраг­

ментом ФВ или связанный с белком Ф VIII, является альбумином или его функциональным фрагментом. 
В других вариантах реализации химерный белок, являющийся объектом данного изобретения, содержит 
белок Ф VIII и альбумин или его фрагмент, при этом альбумин или его фрагмент экранирует или защи­
щает ФВ-связывающий участок белка Ф VIII, тем самым подавляя или предотвращая взаимодействие 
белка Ф VIII с эндогенным ФВ.

Человеческий сывороточный альбумин (ЧСА или СА) - белок, имеющий полноразмерную форму из 
609 аминокислот - отвечает за значительную часть осмотического давления сыворотки, а также действу­
ет как носитель эндогенных и экзогенных лигандов. Употребляемый в данном тексте термин "альбумин" 
включает в себя полноразмерный альбумин или его функциональный фрагмент, вариант, производное 
или аналог.

В одном варианте реализации изобретения химерный белок содержит описанный в данном тексте 
фрагмент ФВ и альбумин, его фрагмент или вариант, при этом фрагмент ФВ связан с альбумином или 
его фрагментом или вариантом. В другом варианте реализации изобретения химерный белок содержит 
фрагмент ФВ и белок Ф VIII, которые связаны друг с другом, при этом фрагмент ФВ связан с альбуми­
ном или его фрагментом или вариантом, белок, имеющий активность VIII, связан с альбумином или его 
фрагментом или вариантом, либо и фрагмент ФВ и белок, имеющий активность VIII, связаны с альбуми­
ном или его фрагментом или вариантом. В других вариантах реализации изобретения химерный белок 
содержит фрагмент ФВ, связанный с альбумином или его фрагментом или вариантом, и дополнительно 
связанный с гетерологичным компонентом, выбранным из группы, состоящей из константной области 
иммуноглобулина или ее части (например, Fc-области), последовательности PAS, ГЭК и ПЭГ. В других 
вариантах реализации изобретения химерный белок содержит фрагмент ФВ и белок Ф VIII, которые свя­
заны друг с другом, при этом белок Ф VIII связан с альбумином или его фрагментом или вариантом и 
дополнительно связан с гетерологичным компонентом, выбранным из группы, состоящей из константной 
области иммуноглобулина или ее части (например, Fc-области), последовательности PAS, ГЭК и ПЭГ. В 
других вариантах реализации изобретения химерный белок содержит фрагмент ФВ, связанный с альбу­
мином или его фрагментом или вариантом, и белок Ф VIII, связанный с альбумином или его фрагментом 
или вариантом, которые связаны друг с другом, при этом фрагмент ФВ дополнительно связан с первым 
гетерологичным компонентом, выбранным из группы, состоящей из константной области иммуноглобу­
лина или ее части (например, Fc-области), последовательности PAS, ГЭК и ПЭГ, а белок Ф VIII допол­
нительно связан со вторым гетерологичным компонентом, выбранным из группы, состоящей из кон­
стантной области иммуноглобулина или ее части (например, Fc-области), последовательности PAS, ГЭК 
и ПЭГ.

В других вариантах реализации изобретения гетерологичным компонентом, связанным с фрагмен­
том ФВ или белком Ф VIII, является альбумин или его фрагмент или вариант, который продлевает (или
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способен продлевать) время полужизни фрагмента ФВ или белка Ф VIII. Дополнительные примеры аль­
бумина или его фрагментов или вариантов раскрыты в патентных публикациях US №№ 20080194481A1,
20080004206 A1, 20080161243 A1, 20080261877 A1 или 20080153751 A1 или заявках на публикацию на
патентную публикацию US №№ 2008033413 A2, 2009058322 A1 или 2007021494 A2.

3) Альбуминсвязывающее вещество.
В определенных вариантах реализации изобретения гетерологичным компонентом, связанным с 

фрагментом ФВ или белком Ф VIII, является альбуминсвязывающее вещество, которое содержит альбу- 
минсвязывающий пептид, бактериальный альбуминсвязывающий домен, фрагмент альбуминсвязываю- 
щего антитела или любые комбинации этих компонентов. Например, альбуминсвязывающий белок мо­
жет являться бактериальным альбуминсвязывающим белком, антителом или фрагментом антитела, 
включая доменные антитела (см. патент US № 6696245). Альбуминсвязывающий белок, к примеру, мо­
жет являться бактериальным альбуминсвязывающим доменом, таким как домен стрептококкового про­
теина G (Konig, Т. and Skerra, A. (1998) J. Immunol. Methods 218, 73-83). Другие примеры альбуминсвя- 
зывающих пептидов, которые могут применяться в качестве конъюгационных партнеров, включают, на­
пример, те, которые содержат консенсусные последовательности Cys-Xaa1-Xaa2-Xaa3-Xaa4-Cys, где Xaa1 
является Asp, Asn, Ser, Thr или Trp; Xaa2 является Asn, Gln, H является, Ile, Leu или Lys; Xaa3 является 
Ala, Asp, Phe, Trp или Tyr; и Xaa4 является Asp, Gly, Leu, Phe, Ser и Thr, как описано в патентной заявке 
US 20030069395 или в Dennis et al. (Dennis et al. (2002) J. Biol. Chem. 277, 35035-35043).

4) Последовательность PAS.
В других вариантах реализации изобретения гетерологичным компонентом, связанным с фрагмен­

том ФВ или белком Ф VIII, является последовательность PAS. В одном варианте реализации изобретения 
химерный белок содержит описанный в данном тексте фрагмент ФВ и последовательность PAS, при 
этом фрагмент ФВ связан с последовательностью PAS. В другом варианте реализации химерный белок, 
являющийся объектом данного изобретения, содержит белок Ф VIII и последовательность PAS, при этом 
последовательность PAS экранирует или защищает ФВ-связывающий участок белка Ф VIII, тем самым 
подавляя или предотвращая взаимодействие белка Ф VIII с эндогенным ФВ.

При употреблении в данном тексте выражение последовательность PAS обозначает аминокислот­
ную последовательность, содержащую, главным образом, остатки аланина и серина, или содержащую, 
главным образом, остатки аланина, серина и пролина аминокислотную последовательность, образующую 
произвольную спиральную конформацию в физиологических условиях. Соотвественно, последователь­
ность PAS является строительным блоком, аминокислотным полимером либо кассетой последовательно­
сти, содержащей, состоящей преимущественно из или состоящей из аланина, серина и пролина, и кото­
рая может быть использована как часть гетерологичного компонента в химерном белке. При этом спе­
циалисту в данной области техники известно, что аминокислотный полимер также может образовывать 
произвольную спиральную конформацию в случае, когда отличные от аланина, серина и пролина остат­
ки добавляют в последовательность PAS в качестве минорных компонентов. Употребляемый в данном 
тексте термин "минорный компонент" означает, что аминокислоты, отличные от аланина, серина и про­
лина, можно добавлять в последовательность PAS до определенной степени, например до около 12%, т.е. 
около 12 из 100 аминокислот последовательности PAS, до около 10%, т.е. около 10 из 100 аминокислот 
последовательности PAS, до около 9%, т.е. около 9 из 100 аминокислот, до около 8%, т.е. около 8 из 100 
аминокислот, около 6%, т.е. около 6 из 100 аминокислот, около 5%, т.е. около 5 из 100 аминокислот, 
около 4%, т.е. около 4 из 100 аминокислот, около 3%, т.е. около 3 из 100 аминокислот, около 2%, т.е. 
около 2 из 100 аминокислот, около 1%, т.е. около 1 из 100 из аминокислот. Аминокислоты, отличные от 
аланина, серина и пролина, могут быть выбраны из группы, состоящей из Arg, Asn, Asp, Cys, Gln, Glu, 
Gly, His, Ile, Leu, Lys, Met, Phe, Thr, Trp, Tyr и Val.

В физиологических условиях участок последовательности PAS образует произвольную спиральную 
конформацию и, тем самым, может опосредовать повышенную in vivo и/или in vitro устойчивость к фак­
тору ФВ или белку коагулирующей активности. Так как произвольная спиральная конформация сама по 
себе не образует устойчивой структуры или не функционирует, биологическая активность, опосредован­
ная фрагментом ФВ или белком Ф VIII, с которым она сшита, сохраняется в значительной степени. В 
других вариантах реализации изобретения последовательности PAS, которые образуют произвольную 
спиральную конформацию, являются биологически инертными, в особенности в отношении протеолиза в 
плазме крови, иммуногенности, изоэлектрической точки/изоэлектрического поведения, связывания с 
рецепторами клеточных поверхностей или интернализации, но в то же время являются биоразлагаемыми, 
что обеспечивает чистое преимущество перед синтетическими полимерами, такими как ПЭГ.

Неограничивающие примеры последовательностей PAS, образующих произвольную спиральную 
конформацию, включают аминокислотную последовательность, выбранную из группы, состоящей из

ASPAAPAPASPAAPAPSAPA (SEQ ID NO: 8), AAPASPAPAAPSAPAPAAPS (SEQ ID NO: 9), 
APSSPSPSAPSSPSPASPSS (SEQ ID NO: 10), APSSPSPSAPSSPSPASPS (SEQ ID NO: 11), 
SSPSAPSPSSPASPSPSSPA (SEQ ID NO: 12), AASPAAPSAPPAAASPAAPSAPPA (SEQ ID NO: 13) и 
ASAAAPAAASAAASAPSAAA (SEQ ID NO: 14) или любых их комбинаций.
Дополнительные примеры последовательностей PAS известны, например, из патентной публикации
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US № 20100292130 A1 и заявки на публикацию на патентную публикацию US № WO 2008/155134 A1.
5) Последовательность HAP.
В определенных вариантах реализации изобретения гетерологичным компонентом, связанным с 

фрагментом ФВ или белком Ф VIII, является богатый глицином гомоаминокислотный полимер (HAP - от 
англ. "homo-amino-acid polymer"). Последовательность HAP может содержать повторяющуюся последо­
вательность глицина, которая составляет по меньшей мере 50 аминокислот, по меньшей мере 100 амино­
кислот, 120 аминокислот, 140 аминокислот, 160 аминокислот, 180 аминокислот, 200 аминокислот, 250 
аминокислот, 300 аминокислот, 350 аминокислот, 400 аминокислот, 450 аминокислот или 500 аминокис­
лот в длину. В одном варианте реализации изобретения последовательность HAP способна продлевать 
время полужизни компонента, сшитого или связанного с последовательностью HAP. Неограничивающие 
примеры последовательности HAP включают, но не ограничиваются этим, (Gly)n, (Gly4Ser)n или 
S(Gly4Ser)n, где n равно 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, или 20. B одном варианте 
реализации изобретения n равно 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 26, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 
или 40. В другом варианте реализации изобретения n равно 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 
160, 170, 180, 190 или 200. См., например, Schlapschy M. et al., Protein Eng. Design Selection, 20: 273-284 
(2007).

6) Трансферрин или его фрагмент.
В определенных вариантах реализации изобретения гетерологичным компонентом, связанным с 

фрагментом ФВ или белком Ф VIII, является трансферрин или его фрагмент. Для получения химерного 
белка, являющегося объектом данного изобретения, может быть использован любой трансферрин. При­
мером может служить человеческий Тф(Тф) дикого типа, который является белком из 679 аминокислот, 
примерно в 75 КДа (без учета гликозилирования), с двумя основными доменами - N (около 330 амино­
кислот) и С (около 340 аминокислот), происхождение которого связано с дупликацией гена. См. учетные 
номера GenBank NM001063, XM002793, M12530, XM039845, XM 039847 и S95936
(www.ncbi.nlm.nih.gov/), которые в полном объеме включены в данный текст посредством ссылки. 
Трансферрин содержит два домена - домен N и домен C. Домен N содержит два субдомена - домен N1 и 
домен N2, а домен C содержит два субдомена - домен C1 и домен C2.

В одном варианте реализации изобретения часть трансферрина химерного белка содержит сплайс- 
вариант трансферрина. В одном примере сплайс-вариант трансферрина может являться сплайс- 
вариантом человеческого трансферрина, например это номер Genbank AAA61140. В другом варианте 
реализации изобретения часть трансферрина химерного белка содержит один или более доменов после­
довательности трансферрина, например домен N, домен C, домен N1, домен N2, домен C1, домен C2 или 
любые их комбинации.

7) Полимер, например полиэтиленгликоль (ПЭГ).
В других вариантах реализации изобретения гетерологичным компонентом, присоединенным к 

фрагменту ФВ или белку, характеризующемуся коагулирующей активностью, например Ф VIII- 
активностью, является растворимый полимер, известный в данной области техники, включая, но не огра­
ничиваясь этим, полиэтиленгликоль, кополимеры этиленгликоль/пропиленгликоль, карбоксиметилцел- 
люлозу, декстран или поливиниловый спирт. Гетерологичный компонент, такой как растворимый поли­
мер, может быть присоединен в любой позиции в пределах фрагмента ФВ или белка Ф VIII, либо к N- 
или C-концу. В других вариантах реализации химерный белок, являющийся объектом данного изобрете­
ния, содержит белок Ф VIII и ПЭГ, при этом ПЭГ экранирует или защищает ФВ-связывающий участок 
белка Ф VIII, тем самым подавляя или предотвращая взаимодействие белка Ф VIII с эндогенным ФВ.

В определенных вариантах реализации изобретения химерный белок содержит описанный в данном 
тексте фрагмент ФВ и ПЭГ, при этом фрагмент ФВ связан с ПЭГ. В другом варианте реализации изобре­
тения химерный белок содержит фрагмент ФВ и белок Ф VIII, которые связаны друг с другом, при этом 
фрагмент ФВ связан с ПЭГ, белок Ф VIII связан с ПЭГ либо и фрагмент ФВ, и белок Ф VIII связаны с 
ПЭГ. IB других вариантах реализации изобретения химерный белок, содержащий фрагмент ФВ, связан­
ный с ПЭГ, дополнительно связан с гетерологичным компонентом, выбранным из группы, состоящей из 
константной области иммуноглобулина или ее части (например, Fc-области), последовательности PAS, 
ГЭК, альбумина, его фрагмента или варианта. В других вариантах реализации изобретения химерный 
белок содержит фрагмент ФВ и белок Ф VIII, которые связаны друг с другом, при этом белок Ф VIII до­
полнительно связан гетерологичным компонентом, выбранным из группы, состоящей из константной 
области иммуноглобулина или ее части (например, Fc-области), последовательности PAS, ГЭК, альбу­
мина, его фрагмента или варианта. В других вариантах реализации изобретения химерный белок содер­
жит фрагмент ФВ, связанный с ПЭГ, и белок Ф VIII, связанный с ПЭГ, которые связаны друг с другом, 
при этом фрагмент ФВ дополнительно связан с первым гетерологичным компонентом, выбранным из 
группы, состоящей из константной области иммуноглобулина или ее части (например, Fc-области), по­
следовательности PAS, ГЭК, альбумина, его фрагмента или варианта, а белок Ф VIII дополнительно свя­
зан со вторым гетерологичным компонентом, выбранным из группы, состоящей из константной области 
иммуноглобулина или ее части (например, Fc-области), последовательности PAS, ГЭК, альбумина, его 
фрагмента или варианта.
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Также в изобретении предложены химически модифицированные производные химерного белка, 
являющегося объектом данного изобретения, которые могут обеспечивать дополнительные преимущест­
ва, такие как повышенные растворимость, стабильность и время циркуляции полипептида либо снижен­
ная иммуногенность (см. патент US № 4179337). Химические компоненты для модификации могут быть 
выбраны из группы, состоящей из водорастворимых полимеров, включая, но не ограничиваясь этим, по­
лиэтиленгликоль, кополимеры этиленгликоль/пропиленгликоль, карбоксиметилцеллюлозу, декстран или 
поливиниловый спирт. Химерный белок может быть модифицирован в произвольных позициях в преде­
лах молекулы или в N- или C-концах либо в заданных позициях в пределах молекулы и может содержать 
один, два, три или более присоединенных химических компонентов.

Полимер может иметь любую молекулярную массу и может быть разветвленным или неразветв- 
ленным. Для полиэтиленгликоля в одном варианте реализации изобретения молекулярная масса состав­
ляет величину между около 1 и около 100 кДа для удобства в эксплуатации и производстве. Могут ис­
пользоваться и другие размеры в зависимости от необходимого профиля (например, необходимой про­
должительности пролонгированного высвобождения, воздействий в случае какой-либо биологической 
активности, удобства в эксплуатации, степени или отсутствия антигенности и других известных воздей­
ствий полиэтиленгликоля на белок или его аналог). Например, полиэтиленгликоль может иметь среднюю 
молекулярную массу, составляющую около 200, 500, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 4500, 5000, 
5500, 6000, 6500, 7000, 7500, 8000, 8500, 9000, 9500, 10000, 10500, 11000, 11500, 12000, 12500, 13000, 
13500, 14000, 14500, 15000, 15500, 16000, 16500, 17000, 17500, 18000, 18500, 19000, 19500, 20000, 25000, 
30000, 35000, 40000, 45000, 50000, 55000, 60000, 65000, 70000, 75000, 80000, 85000, 90000, 95000 или 
100000 кДа.

В некоторых вариантах реализации изобретения полиэтиленгликоль может иметь разветвленную 
структуру. Разветвленные полиэтиленгликоли описаны, например, в патенте US № 5643575; Morpurgo et 
al., Appl. Biochem. Biotechnol. 56:59-72 (1996); Vorobjevetal.,NucleosidesNucleotides 18:2745-2750 (1999); и 
Caliceti et al., Bioconjug. Chem. 10:638-646 (1999), которые все в полном объеме включены в данный текст 
посредством ссылки.

Также может варьироваться количество (т.е. степень замещения) полиэтиленгликольных компонен­
тов, присоединенных к каждому химерному белку, фрагменту ФВ или белку Ф VIII, которые являются 
объектами данного изобретения. Например, пэгилированные белки, которые являются объектами данно­
го изобретения, могут быть связаны в среднем с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 15, 17, 20 или более молеку­
лами полиэтиленгликоля. Аналогично, средняя степень замещения находится в пределах диапазонов, 
таких как 1-3, 2-4, 3-5, 4-6, 5-7, 6-8, 7-9, 8-10, 9-11, 10-12, 11-13, 12-14, 13-15, 14-16, 15-17, 16-18, 17-19 
или 18-20 полиэтиленгликольных компонентов на молекулу белка. Способы определения степени заме­
щения обсуждаются, например, в Delgado et al., Crit. Rev. Them. Drug Carrier Sys. 9:249-304 (1992).

В некоторых вариантах реализации изобретения белок Ф VIII может быть ПЭГилированным. ПЭ- 
Гилированный фактор VIII может обозначать конъюгат, образованный между фактором VIII и по мень­
шей мере одной молекулой полиэтиленгликоля (ПЭГ).

В других вариантах реализации применяемый в изобретении белок Ф VIII конъюгирован с одним 
или более полимерами. Полимер может быть водорастворимым и ковалентно либо нековалентно присое­
диненным к фактору VIII или другим компонентам, конъюгированным с фактором VIII. Неограничи­
вающими примерами могут быть поли(оксид алкилена), поли(винилпирролидон), поли(виниловый 
спирт), полиоксазолин или поли(акрилоилморфолин). Дополнительные типы полимер- 
конъюгированного Ф VIII раскрыты в патенте US № 7199223.

8) Гидроксиэтиловый крахмал (ГЭК).
В определенных вариантах реализации изобретения гетерологичным компонентом, присоединен­

ным к фрагменту ФВ или белку Ф VIII, является полимер, например гидроксиэтиловый крахмал (ГЭК) 
или его производное. В одном варианте реализации изобретения химерный белок содержит описанный в 
данном тексте фрагмент ФВ и ГЭК, при этом фрагмент ФВ связан с ГЭК. IB других вариантах реализа­
ции химерный белок, являющийся объектом данного изобретения, содержит белок Ф VIII, сшитый с гид­
роксиэтиловым крахмалом (ГЭК), при этом гидроксиэтиловый крахмал или его производное экранирует 
или защищает ФВ-связывающий участок белка Ф VIII от эндогенного ФВ, тем самым подавляя или пре­
дотвращая взаимодействие белка Ф VIII с эндогенным ФВ.

Гидроксиэтиловый крахмал (ГЭК) является производным амилопектина природного происхожде­
ния и в организме расщепляется α-амилазой. ГЭК является замещенным производным углеводного по­
лимера амилопектина, который присутствует в кукурузном крахмале в концентрации до 95 мас.%. ГЭК 
проявляет полезные биологические свойства и применяется клиниками в качестве вещества для замеще­
ния объема крови в гемодилюционной терапии (Sommermeyer et al., Krankenhauspharmazie, 8(8), 271-278 
(1987); и Weidler et al., Arzneim.-Forschung/Drug Res., 41, 494-498 (1991)).

Амилопектин содержит компоненты глюкозы, при этом в основной цепи находятся α-1,4- 
гликозидные связи, а в разветвляющихся участках находятся а-1,6-гликозидные связи. Физико­
химические свойства этой молекулы определяются, главным образом, типом гликозидных связей. Благо­
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даря разорванной а-1,4-гликозидной связи получают спиральные структуры, содержащие около шести 
мономеров глюкозы на виток. Физико-химические, а также биохимические свойства полимера могут 
быть модифицированы при помощи замещения. При помощи щелочного гидроксиэтилирования можно 
осуществлять введение гидроксиэтиловой группы. Подбирая условия реакции можно получить различ­
ную реактивность соответствующей гидроксигруппы в незамещенном мономере глюкозы по отношению 
к гидроксиэтилированию. Благодаря этому факту специалист в данной области техники может в ограни­
ченной степени влиять на схему замещения.

ГЭК, главным образом, характеризуется распределением молекулярной массы и степенью замеще­
ния. Степень замещения, обозначаемая как СЗ, обозначает молярное замещение, известное специалистам 
в данной области. См. Sommermeyer et al., Krankenhauspharmazie, 8(8), 271-278 (1987), как указано выше, 
в частности с. 273.

В одном варианте реализации изобретения гидроксиэтиловый крахмал имеет среднюю молекулярную 
массу (среднюю массу), составляющую от 1 до 300 кД, от 2 до 200 кД, от 3 до 100 кД или от 4 до 70 кД. 
Гидроксиэтиловый крахмал может дополнительно иметь степень молярного замещения, составляющую 
от 0,1 до 3, предпочтительно от 0,1 до 2, более предпочтительно от 0,1 до 0,9, предпочтительно от 0,1 до 
0,8, и соотношение между C2:C6 заменой в диапазоне от 2 до 20 по отношению к гидроксиэтиловым 
группам. Неограничивающим примером ГЭК, имеющего среднюю молярную массу около 130 кД, явля­
ется ГЭК со степенью замещения, составляющей от 0,2 до 0,8, например 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7 или 0,8, 
предпочтительно от 0,4 до 0,7, например 0,4, 0,5, 0,6 или 0,7. В конкретном варианте реализации изобре­
тения ГЭК со средней молярной массой около 130 кД является ВОЛЮВЕН® от Fresenius. ВОЛЮВЕН® 
является искусственным коллоидом, применяемым, например, для замещения объема, которое использу­
ется в показаниях к применению для лечения или профилактики гиповолемии. Характеристиками 
ВОЛЮВЕН® являются средняя молярная масса в 130000±20000 Д, молярное замещение 0,4 и соотноше­
ние C2:C6 около 9:1. В других вариантах реализации изобретения диапазоны средней молекулярной мас­
сы гидроксиэтилового крахмала составляют, например, от 4 до 70 кД, или от 10 до 70 кД, или от 12 до 70 
кД, или от 18 до 70 кД, или от 50 до 70 кД, или от 4 до 50 кД, или от 10 до 50 кД, или от 12 до 50 кД, или 
от 18 до 50 кД, или от 4 до 18 кД, или от 10 до 18 кД, или от 12 до 18 кД, или от 4 до 12 кД, или от 10 до 
12 кД, или от 4 до 10 кД. В других вариантах реализации изобретения средняя молекулярная масса при­
меняемого гидроксиэтилового крахмала находится в диапазоне от более чем 4 и до 70 кД, например око­
ло 10 кД, или в диапазоне от 9 до 10 кД, или от 10 до 11 кД, или от 9 до 11 кД, или около 12 кД, или в 
диапазоне от 11 до 12 кД, или от 12 до 13 кД, или от 11 до 13 кД, или около 18 кД, или в диапазоне от 17 
до 18 кД, или от 18 до 19 кД, или от 17 до 19 кД, или около 30 кД, или в диапазоне от 29 до 30 кД, или от 
30 до 31 кД, или около 50 кД, или в диапазоне от 49 до 50 кД, или от 50 до 51 кД, или от 49 до 51 кД.

В определенных вариантах реализации изобретения гетерологичным компонентом могут быть сме­
си гидроксиэтиловых крахмалов, имеющих различные средние молекулярные массы и/или различные 
степени замещения, и/или различные соотношения C2:C6 замещения. Следовательно, могут применяться 
смеси гидроксиэтиловых крахмалов, имеющие различные средние молекулярные массы и различные 
степени замещения, и различные соотношения C2:C6 замещения, или имеющие различные средние мо­
лекулярные массы и различные степени замещения, и одинаковые либо приблизительно одинаковые со­
отношения C2:C6 замещения, или имеющие различные средние молекулярные массы и одинаковые либо 
приблизительно одинаковые степени замещения, и различные соотношения C2:C6 замещения, или име­
ющие одинаковые либо приблизительно одинаковые средние молекулярные массы и различные степени 
замещения, и различные соотношения C2:C6 замещения, или имеющие различные средние молекуляр­
ные массы и одинаковые либо приблизительно одинаковые степени замещения, и одинаковые либо при­
близительно одинаковые соотношения C2:C6 замещения, или имеющие одинаковые либо приблизитель­
но одинаковые средние молекулярные массы и различные степени замещения, и одинаковые либо при­
близительно одинаковые соотношения C2:C6 замещения, или имеющие одинаковые либо приблизитель­
но одинаковые средние молекулярные массы и одинаковые либо приблизительно одинаковые степени 
замещения, и различные соотношения C2:C6 замещения, или имеющие одинаковые либо приблизитель­
но одинаковые средние молекулярные массы и одинаковые либо приблизительно одинаковые степени 
замещения, и одинаковые либо приблизительно одинаковые соотношения C2:C6 замещения.

9) Полисиаловые кислоты (ПСК).
В определенных вариантах реализации изобретения неполипептидным гетерологичным компонен­

том, присоединенным к фрагменту ФВ или белку Ф VIII, является полимер, например полисиаловые ки­
слоты (ПСК) или их производные. Полисиаловые кислоты (ПСК) имеют природное происхождение и 
являются неразветвленными полимерами сиаловой кислоты, которые синтезируются определенными 
бактериальными штаммами или в определенных клетках млекопитающих Roth J., et al. (1993) in Polysialic 
Acid: From Microbes to Man, eds Roth J., Rutishauser U., Troy F. A. (Birkhauser Verlag, Basel, Switzerland), 
pp. 335-348. Их можно синтезировать с различной степенью полимеризации от п=около 80 или более ос­
татков сиаловой кислоты до n=2 при помощи ограниченного кислотного гидролиза или при помощи 
расщепления нейраминидазами, или при помощи фракционирования природных, полученных из бакте­
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рий форм полимера. Состав различных полисиаловых кислот также варьируется таким образом, что су­
ществуют гомополимерные формы, т.е. а-2,8-связанная полисиаловая кислота, содержащая капсульный 
полисахарид штамма K1 E. coli и менингококки группы B, которую также можно обнаружить в эмбрио­
нальной форме адгезивных молекул нервных клеток (N-CAM - от англ. "neuronal cell adhesion molecule"). 
Также существуют гетерополимерные формы, такие как чередующаяся α-2,8 и α-2,9 полисиаловая ки­
слота штамма K92 Е. coli и полисахариды группы C N. meningitidis. Сиаловую кислоту также можно об­
наружить в чередующихся кополимерах с мономерами, отличающимися от сиаловой кислоты, таких как 
группа W135 или группа Y N. meningitidis. Полисиаловые кислоты обладают важными биологическими 
функциями, включая уклонение патогенных бактерий от иммунной системы и системы комплемента и 
регуляцию глиальной адгезионной способности незрелых нейронов во время фетального развития (при 
этом полимер имеет антиадгезионную функцию) Cho and Troy, P.N.A.S., USA, 91 (1994) 11427-11431, 
хотя рецепторы полисиаловых кислот у млекопитающих не известны. а-2,8-Связанная полисиаловая ки­
слота штамма K1 E. coli также известна как "коломиновая кислота" и используется (с разными длинами) 
в качестве примера реализации настоящего изобретения. Были описаны различные способы присоедине­
ния или конъюгации полисиаловых кислот к полипептиду (например, см. патент US № 5846951; WO-A- 
0187922 и US 2007/0191597 A1, которые все в полном объеме включены в данный текст посредством 
ссылки.

С) Белок Ф VIII.
Употребляемое в данном тексте выражение "белок Ф VIII" обозначает функциональный полипеп­

тид Ф VIII в своей обычной роли в коагуляции, если не указано иное. Термин белок Ф VIII включает в 
себя функциональный фрагмент, вариант, аналог или производное, которые сохраняют функцию полно­
размерного фактора VIII дикого типа в процессе коагуляции. Выражение "белок Ф VIII" взаимозаменяе­
мо употребляется с выражение полипептид (или белок) Ф VIII или просто Ф VIII. Примеры функций Ф VIII 
включают, но не ограничиваются этим, способность активировать коагуляцию, способность действовать 
как кофактор фактора IX или способность образовывать теназный комплекс с фактором IX в присутст­
вии Ca2+ и фосфолипидов, которые затем преобразуют фактор X в активированную форму Xa. Белок Ф 
VIII может являться человеческим, свинным, собачьим, крысиным или мышиным белком Ф VIII. Вдоба­
вок, при сравнении Ф VIII, полученного от людей и других видов, были обнаружены консервативные 
остатки, которые, вероятно, являются необходимыми для функционирования (Cameron et al., Thromb. 
Haemost. 79:317-22 (1998); US 6,251,632).

Существует большое количество тестов для оценки функции системы свертывания крови: тест на 
активированное частичное тромбопластиновое время (АЧТВ), хромогенный анализ, метод ротационной 
тромбоэластометрии (РОТЭМ), тест на протромбиновый индекс (ПИ) (также применяемый для опреде­
ления MHO), фибриноген-тест (часто проводимый методом Клауса), количество тромбоцитов, тестиро­
вание тромбоцитарной функции (часто проводимое при помощи PFA-100), тромбиновое время, время 
кровотечения, тест смешивания (показывающий, исправляется ли нарушение при смешивании плазмы 
крови пациента с нормальной плазмой), анализ фактора свертывания крови, антифосфолипидные анти­
тела, D-димер, генетические тесты (например, фактор V Ляйдена, мутация протромбина G20210A), вре­
мя разбавленного яда гадюки Рассела (dRVVT-тест), различные тесты тромбоцитарной функции, тром­
боэластография (ТЭГ или Соноклот), тромбоэластометрия (ТЭМ®, например РОТЭМ®) или время лизи­
са эуглобулина (ВЛЭ).

АЧТВ-тест является показателем эффективности и определяет эффективность как "внутреннего" 
(также называемого механизмом активации свертывания крови), так и общего механизма коагуляции. 
Этот тест обычно применяется для определения коагулирующей активности коммерчески доступных 
рекомбинантных факторов свертывания крови, например Ф VIII или Ф IX. Он применяется совместно с 
тестом на протромбиновый индекс (ПИ), который определяет внешний механизм.

РОТЭМ-анализ дает информацию о полной кинетике гемостаза: времени свертывания крови, обра­
зовании тромбов, стабильности тромбов и лизисе. Разные параметры в тромбоэластометрии зависят от 
активности плазматической коагулирующей системы, тромбоцитарной функции, фибринолиза или мно­
гих факторов, которые влияют на эти взаимодействия. Данный метод может дать полную информацию о 
вторичном гемостазе.

Известны полипептидные и полинуклеотидные последовательности Ф VIII, как и последовательно­
сти большого количества функциональных фрагментов, мутантов и модифицированных версий. Приме­
ры последовательностей (полноразмерных) человеческого Ф VIII приведены как подпоследовательности 
в SEQ ID NO: 16 или 18.
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Таблица 2
Полноразмерный Ф VIII (сигнальный пептид Ф VIII выделен подчеркиванием; тяжелая цепь Ф VIII 

выделена двойным подчеркиванием; B-домен выделен курсивом; и легкая цепь Ф VIII показана обычным 
текстом)

Сигнальный пептид: (SEQIDNO: 15)
MQIELSTCFFLCLLRFCFS

Зрелый факторVIII (SEQIDNO: 16)*
ATRRYYLGAVELSWPYMQSPLGELPVPARFPPRVPKSFPFNTSWYKKTLFVEFTPHLFNIAKPRPPWMGL 
LGPTIOAEVYDTWITLKNMASHPVSLHAVGVSYWKASEGAEYDDOTSOREKEDDKVFPGGSHTYVWQVLK 
ENGPMASDPLCLTYSYLSHVDLVKDLNSGLIGALLVCREGSLAKEKTQTLHKFILLFAVFDEGKSWHSETK 
NSLMQDRDAASARAWPKMHTVNGYVNRSLPGLIGCHRKSVYWHVIGMGTTPEVHSIFLEGHTFLVRNHRQA  
ЗЬЕ13Р1ТЕЬТАС>ТЬРМРЬ6С>ЕЬЬЕСН133НС>НР6МЕАУУКУРЗСРЕЕРС>ЬРМКППЕЕАЕРУРРРЬТРЗЕМ 
PWRFPPPNSPSFIQIRSVAKKHPKTWVHYIAAEEEPWPYAPLVLAPPPRSYKSQYLNNGPQRIGRKYKKV 
RFMAYTPETFKTREAIOHESGILGPLLYGEVGPTLLIIFKNQASRPYNIYPHGITPVRPLYSRRLPKGVKH 
LKPFPILPGEIFKYKWTVTVEPGPTKSPPRCLTRYYSSFVNMERPLASGLIGPLLICYKESVPORGNQIMS 
PKRNVILFSVFPENRSWYLTENIQRFLPNPAGVQLEPPEFQASNIMHSINGYVFPSLQLSVCLHEVAYWYI 
LSIGAQTPFLSVFFSGYTFKHKMVYEPTLTLFPFSGETVFMSMENPGLWILGCHNSPFRNRGMTALLKVSS 
CPKNTGPYYEPSYEPISAYLLSKNNAIEPRSFSQTVSRgRSTRQKQFNATTIPENDIEKTDPWFAHRTPMPK 
IQNVSSSDLLMLLRQSPTPHGLSLSDLQEAKYETFSDDPSPGAIDSNNSLSEMTHFRPQLHHSGDMVFTPE 
SGLQLRLNEKLGTTAATELKKLDFKVSSTSNNLISTIPSDNLAAGTDNTSSLGPPSMPVHYDSQLDTTLFG 
KKSSPLTESGGPLSLSEENNDSKLLESGLMNSQESSWGKNVSSTESGRLFKGKRAHGPALLTKDNALFKVS 
ISLLKTNKTSNNSATNRKTHIDGPSLLIENSPSVWQNILESDTEFKKVTPLIHDRMLMDKNATALRLNHMS 
NKTTSSKNMEMVQQKKEGPIPPDAQNPDMSFFKMLFLPESARWIQRTHGKNSLNSGQGPSPKQLVSLGPEK  
SVEGQNFLSEKNKWVGKGEFTKDVGLKEMVFPSSRNLFLTNLDNLHENNTHNQEKKIQEEIEKKETLIQE 
NWLPQIHTVTGTKNFMKNLFLLSTRQNVEGSYDGAYAPVLQDFRSLNDSTNRTKKHTAHFSKKGEEENLE 
GLGNQTKQIVEKYACTTRISPNTSQQNFVTQRSKRALKQFRLPLEETELEKRIIVDDTSTQWSKNMKHLTP 
STLTQIDYNEKEKGAITQSPLSDCLTRSHSIPQANRSPLPIAKVSSFPSIRPIYLTRVLFQDNSSHLPAAS 
YRKKDSGVQESSHFLQGAKKNNLSLAILTLEMTGDQREVGSLGTSATNSVTYKKVENTVLPKPDLPKTSGK 
VELLPKVHIYQKDLFPTETSNGSPGHLDLVEGSLLQGTEGAIKWNEANRPGKVPFLRVATESSAKTPSKLL 
DPLAWDNHYGTQIPKEEWKSQEKSPEKTAFKKKDTILSLNACESNHAIAAINEGQNKPEIEVTWAKQGRTE 
RiCSCTVPPViKRHCREITRTTLQSPQEEIPYPPTISVEMKKEPFPIYPEPENQSPRSFQKKTRHYFIAAVE 
RLWPYGMSSSPHVLRNRAQSGSVPQFKKWFQEFTPGSFTQPLYRGELNEHLGLLGPYIRAEVEPNIMVTF 
RNQASRPYSFYSSLISYEEPQRQGAEPRKNFVKPNETKTYFWKVQHHMAPTKPEFPCKAWAYFSPVPLEKP 
VHSGLIGPLLVCHTNTLNPAHGRQVTVQEFALFFTIFPETKSWYFTENMERNCRAPCNIQMEPPTFKENYR 
FHAINGYIMPTLPGLyMAQPQRIRWYLLSMGSNENIHSIHFSGHVFTVRKKEEYKMALYNLYPGVFETVEM 
LPSKAGIWRVECLIGEHLHAGMSTLFLVYSNKCQTPLGMASGHIRPFQITASGQYGQWAPKLARLHYSGSI 
NAWSTKEPFSWIKVPLLAPMIIHGIKTQGARQKFSSLYISQFIIMYSLPGKKWQTYRGNSTGTLMVFFGNV  
PSSGIKHNIFNPPIIARYIRLHPTHYSIRSTLRMELMGCPLNSCSMPLGMESKAISPAQITASSYFTNMFA 
TWSPSKARLHLQGRSNAWRPQVNNPKEWLQVPFQKTMKVTGVTTQGVKSLLTSMYVKEFLISSSQPGHQWT 
LFFQNGKVKVFQGNQPSFTPWNSLPPPLLTRYLRIHPQSWVHQIALRMEVLGCEAQPLY
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Таблица 3
Нуклеотидная последовательность, кодирующая полноразмерный Ф VIII (SEQ ID NO: 17)*

661 ATGCAAATAGAGCTCTCCACCTG
721 CTTCTTTCTGTGCCTTTTGCGATTCTGCTTTAGTGCCACCAGAAGATACTACCTGGGTGC
781 AGTGGAACTGTCATGGGACTATATGCAAAGTGATCTCGGTGAGCTGCCTGTGGACGCAAG
841 ATTTCCTCCTAGAGTGCCAAAATCTTTTCCATTCAACACCTCAGTCGTGTACAAAAAGAC
901 TCTGTTTGTAGAATTCACGGATCACCTTTTCAACATCGCTAAGCCAAGGCCACCCTGGAT
961 GGGTCTGCTAGGTCCTACCATCCAGGCTGAGGTTTATGATACAGTGGTCATTACACTTAA

1021 GAACATGGCTTCCCATCCTGTCAGTCTTCATGCTGTTGGTGTATCCTACTGGAAAGCTTC
1081 TGAGGGAGCTGAATATGATGATCAGACCAGTCAAAGGGAGAAAGAAGATGATAAAGTCTT
1141 CCCTGGTGGAAGCCATACATATGTCTGGCAGGTCCTGAAAGAGAATGGTCCAATGGCCTC
1201 TGACCCACTGTGCCTTACCTACTCATATCTTTCTCATGTGGACCTGGTAAAAGACTTGAA
1261 TTCAGGCCTCATTGGAGCCCTACTAGTATGTAGAGAAGGGAGTCTGGCCAAGGAAAAGAC
1321 ACAGACCTTGCACAAATTTATACTACTTTTTGCTGTATTTGATGAAGGGAAAAGTTGGCA
1381 CTCAGAAACAAAGAACTCCTTGATGCAGGATAGGGATGCTGCATCTGCTCGGGCCTGGCC
1441 TAAAATGCACACAGTCAATGGTTATGTAAACAGGTCTCTGCCAGGTCTGATTGGATGCCA
1501 CAGGAAATCAGTCTATTGGCATGTGATTGGAATGGGCACCACTCCTGAAGTGCACTCAAT
1561 ATTCCTCGAAGGTCACACATTTCTTGTGAGGAACCATCGCCAGGCGTCCTTGGAAATCTC
1621 GCCAATAACTTTCCTTACTGCTCAAACACTCTTGATGGACCTTGGACAGTTTCTACTGTT
1681 TTGTCATATCTCTTCCCACCAACATGATGGCATGGAAGCTTATGTCAAAGTAGACAGCTG
1741 TCCAGAGGAACCCCAACTACGAATGAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGA
1801 TCTTACTGATTCTGAAATGGATGTGGTCAGGTTTGATGATGACAACTCTCCTTCCTTTAT
1861 CCAAATTCGCTCAGTTGCCAAGAAGCATCCTAAAACTTGGGTACATTACATTGCTGCTGA
1921 AGAGGAGGACTGGGACTATGCTCCCTTAGTCCTCGCCCCCGATGACAGAAGTTATAAAAG
1981 TCAATATTTGAACAATGGCCCTCAGCGGATTGGTAGGAAGTACAAAAAAGTCCGATTTAT
2041 GGCATACACAGATGAAACCTTTAAGACTCGTGAAGCTATTCAGCATGAATCAGGAATCTT
2101 GGGACCTTTACTTTATGGGGAAGTTGGAGACACACTGTTGATTATATTTAAGAATCAAGC
2161 AAGCAGACCATATAACATCTACCCTCACGGAATCACTGATGTCCGTCCTTTGTATTCAAG
2221 GAGATTACCAAAAGGTGTAAAACATTTGAAGGATTTTCCAATTCTGCCAGGAGAAATATT
2281 CAAATATAAATGGACAGTGACTGTAGAAGATGGGCCAACTAAATCAGATCCTCGGTGCCT
2341 GACCCGCTATTACTCTAGTTTCGTTAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGG
2401 CCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCAAAGAGGAAACCAGATAATGTCAGA
2461 CAAGAGGAATGTCATCCTGTTTTCTGTATTTGATGAGAACCGAAGCTGGTACCTCACAGA
2521 GAATATACAACGCTTTCTCCCCAATCCAGCTGGAGTGCAGCTTGAGGATCCAGAGTTCCA
2581 AGCCTCCAACATCATGCACAGCATCAATGGCTATGTTTTTGATAGTTTGCAGTTGTCAGT
2641 TTGTTTGCATGAGGTGGCATACTGGTACATTCTAAGCATTGGAGCACAGACTGACTTCCT
2701 TTCTGTCTTCTTCTCTGGATATACCTTCAAACACAAAATGGTCTATGAAGACACACTCAC
2761 CCTATTCCCATTCTCAGGAGAAACTGTCTTCATGTCGATGGAAAACCCAGGTCTATGGAT
2821 TCTGGGGTGCCACAACTCAGACTTTCGGAACAGAGGCATGACCGCCTTACTGAAGGTTTC
2881 TAGTTGTGACAAGAACACTGGTGATTATTACGAGGACAGTTATGAAGATATTTCAGCATA
2941 CTTGCTGAGTAAAAACAATGCCATTGAACCAAGAAGCTTCTCCCAGAATTCAAGACACCC
3001 TAGCACTAGGCAAAAGCAATTTAATGCCACCACAATTCCAGAAAATGACATAGAGAAGAC
3061 TGACCCTTGGTTTGCACACAGAACACCTATGCCTAAAATACAAAATGTCTCCTCTAGTGA
3121 TTTGTTGATGCTCTTGCGACAGAGTCCTACTCCACATGGGCTATCCTTATCTGATCTCCA
3181 AGAAGCCAAATATGAGACTTTTTCTGATGATCCATCACCTGGAGCAATAGACAGTAATAA
3241 CAGCCTGTCTGAAATGACACACTTCAGGCCACAGCTCCATCACAGTGGGGACATGGTATT
3301 TACCCCTGAGTCAGGCCTCCAATTAAGATTAAATGAGAAACTGGGGACAACTGCAGCAAC
3361 AGAGTT GAAGAAAC Τ T GAT T T CAAAGT T T С TAGTACAT СAAATAAT С T GAT T T CAACAAT
3421 TCCATCAGACAATTTGGCAGCAGGTACTGATAATACAAGTTCCTTAGGACCCCCAAGTAT
3481 GCCAGTTCATTATGATAGTCAATTAGATACCACTCTATTTGGCAAAAAGTCATCTCCCCT
3541 TACTGAGTCTGGTGGACCTCTGAGCTTGAGTGAAGAAAATAATGATTCAAAGTTGTTAGA
3601 ATCAGGTTTAATGAATAGCCAAGAAAGTTCATGGGGAAAAAATGTATCGTCAACAGAGAG
3661 TGGTAGGTTATTTAAAGGGAAAAGAGCTCATGGACCTGCTTTGTTGACTAAAGATAATGC
3721 CTTATTCAAAGTTAGCATCTCTTTGTTAAAGACAAACAAAACTTCCAATAATTCAGCAAC
3781 TAATAGAAAGACTCACATTGATGGCCCATCATTATTAATTGAGAATAGTCCATCAGTCTG
3841 GCAAAATATATTAGAAAGTGACACTGAGTTTAAAAAAGTGACACCTTTGATTCATGACAG
3901 AATGCTTATGGACAAAAATGCTACAGCTTTGAGGCTAAATCATATGTCAAATAAAACTAC
3961 TTCATCAAAAAACATGGAAATGGTCCAACAGAAAAAAGAGGGCCCCATTCCACCAGATGC
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4 021 ACAAAATCCAGATATGTCGTTCTTTAAGATGCTATTCTTGCCAGAATCAGCAAGGTGGAT
4081 ACAAAGGACTCATGGAAAGAACTCTCTGAACTCTGGGCAAGGCCCCAGTCCAAAGCAATT
4141 AGTATCCTTAGGACCAGAAAAATCTGTGGAAGGTCAGAATTTCTTGTCTGAGAAAAACAA
4201 AGTGGTAGTAGGAAAGGGTGAATTTACAAAGGACGTAGGACTCAAAGAGATGGTTTTTCC
4261 AAGCAGCAGAAACCTATTTCTTACTAACTTGGATAATTTACATGAAAATAATACACACAA
4321 TCAAGAAAAAAAAATTCAGGAAGAAATAGAAAAGAAGGAAACATTAATCCAAGAGAATGT
4381 AGTTTTGCCTCAGATACATACAGTGACTGGCACTAAGAATTTCATGAAGAACCTTTTCTT
4441 ACTGAGCACTAGGCAAAATGTAGAAGGTTCATATGACGGGGCATATGCTCCAGTACTTCA
4501 AGATTTTAGGTCATTAAATGATTCAACAAATAGAACAAAGAAACACACAGCTCATTTCTC
4561 AAAAAAAGGGGAGGAAGAAAACTTGGAAGGCTTGGGAAATCAAACCAAGCAAATTGTAGA
4621 GAAATATGCATGCACCACAAGGATATCTCCTAATACAAGCCAGCAGAATTTTGTCACGCA
4681 ACGTAGTAAGAGAGCTTTGAAACAATTCAGACTCCCACTAGAAGAAACAGAACTTGAAAA
4741 AAGGATAATTGTGGATGACACCTCAACCCAGTGGTCCAAAAACATGAAACATTTGACCCC
4801 GAGCACCCTCACACAGATAGACTACAATGAGAAGGAGAAAGGGGCCATTACTCAGTCTCC
4861 CTTATCAGATTGCCTTACGAGGAGTCATAGCATCCCTCAAGCAAATAGATCTCCATTACC
4921 CATTGCAAAGGTATCATCATTTCCATCTATTAGACCTATATATCTGACCAGGGTCCTATT
4981 CCAAGACAACTCTTCTCATCTTCCAGCAGCATCTTATAGAAAGAAAGATTCTGGGGTCCA
5041 AGAAAGCAGTCATTTCTTACAAGGAGCCAAAAAAAATAACCTTTCTTTAGCCATTCTAAC
5101 CTTGGAGATGACTGGTGATCAAAGAGAGGTTGGCTCCCTGGGGACAAGTGCCACAAATTC
5161 AGT CACATACAAGAAAGT T GAGAACAC TGTTCTCCC GAAAC CAGAC T T G С С СААААС AT C
5221 TGGCAAAGTTGAATTGCTTCCAAAAGTTCACATTTATCAGAAGGACCTATTCCCTACGGA
5281 AACTAGCAATGGGTCTCCTGGCCATCTGGATCTCGTGGAAGGGAGCCTTCTTCAGGGAAC
5341 AGAGGGAGCGATTAAGTGGAATGAAGCAAACAGACCTGGAAAAGTTCCCTTTCTGAGAGT
5401 AGCAACAGAAAGCTCTGCAAAGACTCCCTCCAAGCTATTGGATCCTCTTGCTTGGGATAA
5461 CCACTATGGTACTCAGATACCAAAAGAAGAGTGGAAATCCCAAGAGAAGTCACCAGAAAA
5521 AACAGCTTTTAAGAAAAAGGATACCATTTTGTCCCTGAACGCTTGTGAAAGCAATCATGC
5581 AATAGCAGCAATAAATGAGGGACAAAATAAGCCCGAAATAGAAGTCACCTGGGCAAAGCA
5641 AGGTAGGACTGAAAGGCTGTGCTCTCAAAACCCACCAGTCTTGAAACGCCATCAACGGGA
5701 AATAACTCGTACTACTCTTCAGTCAGATCAAGAGGAAATTGACTATGATGATACCATATC
5761 AGTTGAAATGAAGAAGGAAGATTTTGACATTTATGATGAGGATGAAAATCAGAGCCCCCG
5821 CAGCTTTCAAAAGAAAACACGACACTATTTTATTGCTGCAGTGGAGAGGCTCTGGGATTA
5881 TGGGATGAGTAGCTCCCCACATGTTCTAAGAAACAGGGCTCAGAGTGGCAGTGTCCCTCA
5941 GTTCAAGAAAGTTGTTTTCCAGGAATTTACTGATGGCTCCTTTACTCAGCCCTTATACCG
6001 TGGAGAACTAAATGAACATTTGGGACTCCTGGGGCCATATATAAGAGCAGAAGTTGAAGA
6061 TAATATCATGGTAACTTTCAGAAATCAGGCCTCTCGTCCCTATTCCTTCTATTCTAGCCT
6121 TATTTCTTATGAGGAAGATCAGAGGCAAGGAGCAGAACCTAGAAAAAACTTTGTCAAGCC
6181 TAATGAAACCAAAACTTACTTTTGGAAAGTGCAACATCATATGGCACCCACTAAAGATGA
6241 GTTTGACTGCAAAGCCTGGGCTTATTTCTCTGATGTTGACCTGGAAAAAGATGTGCACTC
6301 AGGCCTGATTGGACCCCTTCTGGTCTGCCACACTAACACACTGAACCCTGCTCATGGGAG
6361 ACAAGTGACAGTACAGGAATTTGCTCTGTTTTTCACCATCTTTGATGAGACCAAAAGCTG
6421 GTACTTCACTGAAAATATGGAAAGAAACTGCAGGGCTCCCTGCAATATCCAGATGGAAGA
6481 TCCCACTTTTAAAGAGAATTATCGCTTCCATGCAATCAATGGCTACATAATGGATACACT
6541 ACCTGGCTTAGTAATGGCTCAGGATCAAAGGATTCGATGGTATCTGCTCAGCATGGGCAG
6601 CAAT GAAAACAT C CAT T CTAT T CAT T T CAGT GGACAT GT GT T CAC T GTAC GAAAAAAAGA
6661 GGAGTATAAAATGGCACTGTACAATCTCTATCCAGGTGTTTTTGAGACAGTGGAAATGTT
6721 ACCATCCAAAGCTGGAATTTGGCGGGTGGAATGCCTTATTGGCGAGCATCTACATGCTGG
6781 GATGAGCACACTTTTTCTGGTGTACAGCAATAAGTGTCAGACTCCCCTGGGAATGGCTTC
6841 TGGACACATTAGAGATTTTCAGATTACAGCTTCAGGACAATATGGACAGTGGGCCCCAAA
6901 GCTGGCCAGACTTCATTATTCCGGATCAATCAATGCCTGGAGCACCAAGGAGCCCTTTTC
6961 TTGGATCAAGGTGGATCTGTTGGCACCAATGATTATTCACGGCATCAAGACCCAGGGTGC
7021 CCGTCAGAAGTTCTCCAGCCTCTACATCTCTCAGTTTATCATCATGTATAGTCTTGATGG
7081 GAAGAAGTGGCAGACTTATCGAGGAAATTCCACTGGAACCTTAATGGTCTTCTTTGGCAA
7141 TGTGGATTCATCTGGGATAAAACACAATATTTTTAACCCTCCAATTATTGCTCGATACAT
7201 CCGTTTGCACCCAACTCATTATAGCATTCGCAGCACTCTTCGCATGGAGTTGATGGGCTG
7261 TGATTTAAATAGTTGCAGCATGCCATTGGGAATGGAGAGTAAAGCAATATCAGATGCACA
7321 GATTACTGCTTCATCCTACTTTACCAATATGTTTGCCACCTGGTCTCCTTCAAAAGCTCG
7381 ACTTCACCTCCAAGGGAGGAGTAATGCCTGGAGACCTCAGGTGAATAATCCAAAAGAGTG
7441 GCTGCAAGTGGACTTCCAGAAGACAATGAAAGTCACAGGAGTAACTACTCAGGGAGTAAA
7501 ATCTCTGCTTACCAGCATGTATGTGAAGGAGTTCCTCATCTCCAGCAGTCAAGATGGCCA
7561 TCAGTGGACTCTCTTTTTTCAGAATGGCAAAGTAAAGGTTTTTCAGGGAAATCAAGACTC
7621 CTTCACACCTGTGGTGAACTCTCTAGACCCACCGTTACTGACTCGCTACCTTCGAATTCA
7681 CCCCCAGAGTTGGGTGCACCAGATTGCCCTGAGGATGGAGGTTCTGGGCTGCGAGGCACA
7741 GGACCTCTAC
*Выделенные подчеркиванием нуклеиновые кислоты кодируют сигнальный пептид.

Полипептиды Ф VIII включают полноразмерный Ф VIII, полноразмерный Ф VIII минус Met на N- 
конце, зрелый Ф VIII (минус сигнальная последовательность), зрелый Ф VIII с добавочным Met на N- 
конце и/или Ф VIII с полной или частичной делецией B-домена. В определенных вариантах реализации 
изобретения варианты Ф VIII включают делеции B-домена как частичные, так и полные.

Ген человеческого Ф VIII был выделен и экспрессирован в клетках млекопитающих (Toole, J.J., et 
al., Nature 312:342-347 (1984); Gitschier, J., et al., Nature 312:326-330 (1984); Wood, W.I, et al., Nature 
312:330-337 (1984); Vehar, G.A., et al., Nature 312:337-342 (1984); WO 8704187; WO 8808035; 
WO 8803558 и патент US № 4757006). Аминокислотная последовательность Ф VIII была получена с 
кДНК, как показано в патенте US № 4965199. Ф VIII с частично или полностью удаленным B-доменом
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дополнительно приведен в патентах US №№ 4994371 и 4868112. В некоторых вариантах реализации изо­
бретения B-домен человеческого Ф VIII замещен B-доменом человеческого фактора V, как показано в
патенте US № 5004803. Последовательность кДНК, кодирующая человеческий фактор VIII, и аминокис­
лотная последовательность приведены в SEQ ID NOs: 17 и 16, соответственно, из заявки на патентную
публикацию US № 20050100990.

Данные о последовательности свиного Ф VIII были опубликованы в Toole, J.J., et al., Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 83:5939-5942 (1986). В Healey, J.F., et al., Blood 88:4209-4214 (1996) дополнительно сооб­
щалось о полной свиной последовательности кДНК, полученной при помощи ПЦР амплификации по­
следовательностей Ф VIII из библиотеки кДНК из свиной селезенки. В патенте US № 5364771 авторства 
Lollar и Runge и в WO 93/20093 описаны гибридный человеческий/свиной Ф VIII, содержащий замены 
всех доменов, всех субъединиц, и и специфические аминокислотные последовательности. Недавно в 
WO 94/11503 были опубликованы нуклеотидная и соответствующай ей аминокислотная последователь­
ности доменов А1 и А2 свиного Ф VIII и химерного Ф VIII, в котором свиные домены А1 и/или А2 за­
мещают соответствующие человеческие домены. В патенте US № 5859204, Lollar, J.S., также описаны 
последовательность свиной кДНК и полученные аминокислотные последовательности. В патенте 
US № 6458563 описан Ф VIII с удаленным B-доменом.

В патенте US № 5859204 авторстава Lollar, J.S. сообщается о функциональных мутантах Ф VIII, об­
ладающих сниженной антигенностью и сниженной иммунореактивностью. В патенте US № 6376463 ав­
торстава Lollar, J.S. также сообщается о мутантах Ф VIII, обладающих сниженной иммунореактивно­
стью. В заявке на патентную публикацию US № 2005/0100990 авторства Saenko et al. сообщается о функ­
циональных мутациях в домене А2 Ф VIII.

В одном варианте реализации изобретения Ф VIII (или часть Ф VIII в химерном белке) может быть 
по меньшей мере на 50, 60, 70, 80, 90, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичным аминокислотной последо­
вательности Ф VIII из аминокислот от 1 до 1438 из SEQ ID NO: 18 или аминокислот от 1 до 2332 из SEQ 
ID NO: 15 и SEQ ID NO: 16 (без сигнальной последовательности), или аминокислотной последователь­
ности Ф VIII из аминокислот от 19 до 1438 из SEQ ID NO: 15 и SEQ ID NO: 18 или аминокислот от 19 до 
2332 из SEQ ID NO: 15 и SEQ ID NO: 16 (с сигнальной последовательностью), при этом Ф VIII обладает 
коагулирующей активностью, например, активирует как кофактор фактор IX для того, чтобы преобразо­
вать фактор X в активированный фактор X. Ф VIII (или часть Ф VIII в химерном белке) может быть 
идентичным аминокислотной последовательности Ф VIII из аминокислот от 1 до 1438 из SEQ ID NO: 18 
или аминокислот от 1 до 2332 из SEQ ID NO: 16 (без сигнальной последовательности). Ф VIII может до­
полнительно содержать сигнальную последовательность.

Употребляемое в данном тексте выражение "В-домен" Ф VIII означает то же самое, что и известный 
в данной области техники B-домен, который определяется внутренней идентичностью аминокислотной 
последовательности и сайтами протеолитического расщепления, например, это остатки Ser741-Arg1648 
полноразмерного человеческого Ф VIII. Другие домены человеческого Ф VIII определяются следующи­
ми аминокислотными остатками: А1, остатки Ala1-Arg372; A2, остатки Ser373-Arg740; A3, остатки 
Ser1690-Asn2019; C1, остатки Lys2020-Asn2172; C2, остатки Ser2173-Tyr2332. Последовательность A3- 
C1-C2 включает остатки Ser1690-Tyr2332. Оставшуюся последовательность, включающую остатки 
Glu1649-Arg1689, обычно называют a3 кислотным участком. Расположение границ для всех доменов, 
включая B-домены, для свиного, мышиного и собачьего Ф VIII также известны в данной области техни­
ки. В одном варианте реализации изобретения B-домен Ф VIII удален ("фактор VIII с удаленным B- 
доменом" или "УВД"). Примером Ф VIII с удаленным B-доменом является РЕФАКТО® (рекомбинант­
ный Ф VIII с удаленным B-доменом), который имеет ту же последовательность, что и часть последова­
тельности фактора VIII в табл. 4 (тяжелая цепь Ф VIII с удаленным B-доменом выделена двойным под­
черкиванием; В-домен выделен курсивом; и легкая цепь Ф VIII с удаленным B-доменом показана обыч­
ным текстом).
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Таблица 4
Ф VIII с удаленным B-доменом (SEQ ID NO: 18)

ATRRYYLGAVELSWPYMQSPLGELPVPARFPPRVPKSFPFNTSWYKKTLFVEFTPHLFNIAKPRPPWMGL
Е6РТЮАЕУУРТУУ1ТЬКЫМАЗНРУЗЬНАУ6УЗУЦКАЗЕ6АЕУРРОТЗОРЕКЕРРКУЕР663НТУУиОУЬК 
ЕЫ6РМАЗРРЬСЬТУЗУЬЗНУРРУКРЬЫ36Ы6АЬЬУСРЕ63ЬАКЕКТ0ТЬНКЕ1РЬЕАУЕРЕ6КЗиНЗЕТК 
NSLMOPRPAASARAWPKMHTVNGYVNRSLPGLIGCHRKSVYWHVIGMGTTPEVHSIFLEGHTFLVRNHRQA  
ЗЬЕ13Р1ТЕЬТА0ТЬЬМРЬ60ГЬЬЕСН133Н0НР6МЕАУУКУРЗСРЕЕР0ЬРМКЫЫЕЕАЕРУРРРРТРЗЕМ 
PWRFPPPNSPSFIQIRSVAKKHPKTWVHYIAAEEEPWPYAPLVLAPPPRSYKSQYLNNGPQRIGRKYKKV 
RFMAYTPETFKTREAIQHESGILGPLLYGEVGPTLLIIFKNQASRPYNIYPHGITPVRPLYSRRLPKGVKH 
LKPEPILFGEIFKYKWTVTVEPGPTKSPPRCLTRYYSSFVNMERPLASGLIGPLLICYKESVPORGNQIMS 
PKRNVILFSVFPENRSWYLTENIORFLPNPAGVOLEPPEFOASNIMHSINGYVFPSLQLSVCLHEVAYWYI 
LSI^gTPFLSVFFSGYTFKHKWYEPTLTLFPFSGETVFMSMENPGLWILGCHNSPFRNRGMTALLKVSS 
CPKNTGPYYEPSYEPISAYLLSKNNAIEPRSFSQTVPPVPKRgQREI T RTT LQS PQEEIPYPPT13 VEMKKE 
PFPIYPEPENQSPRSFQKKTRHYFIAAVERLWPYGMSSSPHVLRNRAQSGSVPQFKKWFQEFTPGSFTQP 
LYRGELNEHLGLLGPYIRAEVEPNIMVTFRNQASRPYSFYSSLISYEEPQRQGAEPRKNFVKPNETKTYFW 
KVQHHMAPTKPEFPCKAWAYFSPVPLEKPVHSGLIGPLLVCHTNTLNPAHGRQVTVQEFALFFTIFPETKS 
WYFTENMERNCRAPCNIQMEPPTFKENYRFHAINGYIMPTLPGLVMAQPQRIRWYLLSMGSNENIHSIHFS 
GHVFTVRKKEEYKMALYNLYPGVFETVEMLPSKAGIWRVECLIGEHLHAGMSTLFLVYSNKCQTPLGMASG 
HIRPFQITASGQYGQWAPKLARLHYSGSINAWSTKEPFSWIKVPLLAPMIIHGIKTQGARQKFSSLYISQF 
IIMYSLPGKKWQTYRGNSTGTLMVFFGNVPSSGIKHNIFNPPIIARYIRLHPTHYSIRSTLRMELMGCPLN 
SCSMPLGMESKAISPAQITASSYFTNMFATWSPSKARLHLQGRSNAWRPQVNNPKEWLQVPFQKTMKVTGV  
TTQGVKSLLTSMYVKEFLISSSQPGHQWTLFFQNGKVKVFQGNQPSFTPWNSLPPPLLTRYLRIHPQSWV 
HQIALRMEVLGCEAQPLY

Таблица 5 
Нуклеотидная последовательность, кодирующая Ф VIII с удаленным B-доменом (SEQ ID NO: 19)* 

661 ATGCAAATAGAGCTCTCCACCTGCTTCTTTC
721 TGTGCCTTTTGCGATTCTGCTTTAGTGCCACCAGAAGATACTACCTGGGTGCAGTGGAAC
781 TGTCATGGGACTATATGCAAAGTGATCTCGGTGAGCTGCCTGTGGACGCAAGATTTCCTC
841 CTAGAGTGCCAAAATCTTTTCCATTCAACACCTCAGTCGTGTACAAAAAGACTCTGTTTG
901 TAGAATTCACGGATCACCTTTTCAACATCGCTAAGCCAAGGCCACCCTGGATGGGTCTGC
961 TAGGTCCTACCATCCAGGCTGAGGTTTATGATACAGTGGTCATTACACTTAAGAACATGG

1021 CTTCCCATCCTGTCAGTCTTCATGCTGTTGGTGTATCCTACTGGAAAGCTTCTGAGGGAG
1081 CTGAATATGATGATCAGACCAGTCAAAGGGAGAAAGAAGATGATAAAGTCTTCCCTGGTG
1141 GAAGCCATACATATGTCTGGCAGGTCCTGAAAGAGAATGGTCCAATGGCCTCTGACCCAC
1201 TGTGCCTTACCTACTCATATCTTTCTCATGTGGACCTGGTAAAAGACTTGAATTCAGGCC
1261 TCATTGGAGCCCTACTAGTATGTAGAGAAGGGAGTCTGGCCAAGGAAAAGACACAGACCT
1321 TGCACAAATTTATACTACTTTTTGCTGTATTTGATGAAGGGAAAAGTTGGCACTCAGAAA
1381 CAAAGAACTCCTTGATGCAGGATAGGGATGCTGCATCTGCTCGGGCCTGGCCTAAAATGC
1441 ACACAGTCAATGGTTATGTAAACAGGTCTCTGCCAGGTCTGATTGGATGCCACAGGAAAT
1501 CAGTCTATTGGCATGTGATTGGAATGGGCACCACTCCTGAAGTGCACTCAATATTCCTCG
1561 AAGGTCACACATTTCTTGTGAGGAACCATCGCCAGGCGTCCTTGGAAATCTCGCCAATAA
1621 CTTTCCTTACTGCTCAAACACTCTTGATGGACCTTGGACAGTTTCTACTGTTTTGTCATA
1681 TCTCTTCCCACCAACATGATGGCATGGAAGCTTATGTCAAAGTAGACAGCTGTCCAGAGG
1741 AACCCCAACTACGAATGAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTG
1801 ATTCTGAAATGGATGTGGTCAGGTTTGATGATGACAACTCTCCTTCCTTTATCCAAATTC
1861 GCTCAGTTGCCAAGAAGCATCCTAAAACTTGGGTACATTACATTGCTGCTGAAGAGGAGG
1921 ACTGGGACTATGCTCCCTTAGTCCTCGCCCCCGATGACAGAAGTTATAAAAGTCAATATT
19 81 TGAACAATGGCCCTCAGCGGATTGGTAGGAAGTACAAAAAAGTCCGATTTATGGCATACA
2 041 CAGATGAAACCTTTAAGACTCGTGAAGCTATTCAGCATGAATCAGGAATCTTGGGACCTT
2101 TACTTTATGGGGAAGTTGGAGACACACTGTTGATTATATTTAAGAATCAAGCAAGCAGAC
2161 CATATAACATCTACCCTCACGGAATCACTGATGTCCGTCCTTTGTATTCAAGGAGATTAC
2221 CAAAAGGTGTAAAACATTTGAAGGATTTTCCAATTCTGCCAGGAGAAATATTCAAATATA
2281 AATGGACAGTGACTGTAGAAGATGGGCCAACTAAATCAGATCCTCGGTGCCTGACCCGCT
2341 ATTACTCTAGTTTCGTTAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCC
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2401 TCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCAAAGAGGAAACCAGATAATGTCAGACAAGAGGA 
2461 ATGTCATCCTGTTTTCTGTATTTGATGAGAACCGAAGCTGGTACCTCACAGAGAATATAC 
2521 AACGCTTTCTCCCCAATCCAGCTGGAGTGCAGCTTGAGGATCCAGAGTTCCAAGCCTCCA 
2581 ACATCATGCACAGCATCAATGGCTATGTTTTTGATAGTTTGCAGTTGTCAGTTTGTTTGC 
2641 ATGAGGTGGCATACTGGTACATTCTAAGCATTGGAGCACAGACTGACTTCCTTTCTGTCT 
2701 TCTTCTCTGGATATACCTTCAAACACAAAATGGTCTATGAAGACACACTCACCCTATTCC 
2761 CATTCTCAGGAGAAACTGTCTTCATGTCGATGGAAAACCCAGGTCTATGGATTCTGGGGT 
2821 GCCACAACTCAGACTTTCGGAACAGAGGCATGACCGCCTTACTGAAGGTTTCTAGTTGTG 
2881 ACAAGAACACTGGTGATTATTACGAGGACAGTTATGAAGATATTTCAGCATACTTGCTGA 
2941 GTAAAAACAATGCCATTGAACCAAGAAGCTTCTCTCAAAACCCACCAGTCTTGAAACGCC 
3001 ATCAACGGGAAATAACTCGTACTACTCTTCAGTCAGATCAAGAGGAAATTGACTATGATG 
3061 ATACCATATCAGTTGAAATGAAGAAGGAAGATTTTGACATTTATGATGAGGATGAAAATC 
3121 AGAGCCCCCGCAGCTTTCAAAAGAAAACACGACACTATTTTATTGCTGCAGTGGAGAGGC 
3181 TCTGGGATTATGGGATGAGTAGCTCCCCACATGTTCTAAGAAACAGGGCTCAGAGTGGCA  
3241 GTGTCCCTCAGTTCAAGAAAGTTGTTTTCCAGGAATTTACTGATGGCTCCTTTACTCAGC 
3301 CCTTATACCGTGGAGAACTAAATGAACATTTGGGACTCCTGGGGCCATATATAAGAGCAG 
3361 AAGTTGAAGATAATATCATGGTAACTTTCAGAAATCAGGCCTCTCGTCCCTATTCCTTCT 
3421 ATTCTAGCCTTATTTCTTATGAGGAAGATCAGAGGCAAGGAGCAGAACCTAGAAAAAACT 
3481 TTGTCAAGCCTAATGAAACCAAAACTTACTTTTGGAAAGTGCAACATCATATGGCACCCA 
3541 CTAAAGATGAGTTTGACTGCAAAGCCTGGGCTTATTTCTCTGATGTTGACCTGGAAAAAG 
3601 ATGTGCACTCAGGCCTGATTGGACCCCTTCTGGTCTGCCACACTAACACACTGAACCCTG 
3661 CTCATGGGAGACAAGTGACAGTACAGGAATTTGCTCTGTTTTTCACCATCTTTGATGAGA 
3721 CCAAAAGCTGGTACTTCACTGAAAATATGGAAAGAAACTGCAGGGCTCCCTGCAATATCC 
3781 AGATGGAAGATCCCACTTTTAAAGAGAATTATCGCTTCCATGCAATCAATGGCTACATAA 
3841 TGGATACACTACCTGGCTTAGTAATGGCTCAGGATCAAAGGATTCGATGGTATCTGCTCA 
3901 GCATGGGCAGCAATGAAAACATCCATTCTATTCATTTCAGTGGACATGTGTTCACTGTAC 
3961 GAAAAAAAGAGGAGTATAAAATGGCACTGTACAATCTCTATCCAGGTGTTTTTGAGACAG 
4021 TGGAAATGTTACCATCCAAAGCTGGAATTTGGCGGGTGGAATGCCTTATTGGCGAGCATC 
4081 TACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTACAGCAATAAGTGTCAGACTCCCCTGG 
4141 GAATGGCTTCTGGACACATTAGAGATTTTCAGATTACAGCTTCAGGACAATATGGACAGT 
4201 GGGCCCCAAAGCTGGCCAGACTTCATTATTCCGGATCAATCAATGCCTGGAGCACCAAGG 
4261 AGCCCTTTTCTTGGATCAAGGTGGATCTGTTGGCACCAATGATTATTCACGGCATCAAGA 
4321 CCCAGGGTGCCCGTCAGAAGTTCTCCAGCCTCTACATCTCTCAGTTTATCATCATGTATA 
4381 GTCTTGATGGGAAGAAGTGGCAGACTTATCGAGGAAATTCCACTGGAACCTTAATGGTCT  
4441 TCTTTGGCAATGTGGATTCATCTGGGATAAAACACAATATTTTTAACCCTCCAATTATTG 
4501 CTCGATACATCCGTTTGCACCCAACTCATTATAGCATTCGCAGCACTCTTCGCATGGAGT 
4561 TGATGGGCTGTGATTTAAATAGTTGCAGCATGCCATTGGGAATGGAGAGTAAAGCAATAT 
4621 CAGATGCACAGATTACTGCTTCATCCTACTTTACCAATATGTTTGCCACCTGGTCTCCTT 
4681 CAAAAGCTCGACTTCACCTCCAAGGGAGGAGTAATGCCTGGAGACCTCAGGTGAATAATC 
4741 CAAAAGAGTGGCTGCAAGTGGACTTCCAGAAGACAATGAAAGTCACAGGAGTAACTACTC 
4801 AGGGAGTAAAATCTCTGCTTACCAGCATGTATGTGAAGGAGTTCCTCATCTCCAGCAGTC 
4861 AAGATGGCCATCAGTGGACTCTCTTTTTTCAGAATGGCAAAGTAAAGGTTTTTCAGGGAA 
4921 ATCAAGACTCCTTCACACCTGTGGTGAACTCTCTAGACCCACCGTTACTGACTCGCTACC 
4981 TTCGAATTCACCCCCAGAGTTGGGTGCACCAGATTGCCCTGAGGATGGAGGTTCTGGGCT 
5041 GCGAGGCACAGGACCTCTAC
*Выделенные подчеркиванием нуклеиновые кислоты кодируют сигнальный пептид.

"Ф VIII с удаленным B-доменом" может содержать полные либо частичные делеции, описанные в 
патентах US №№ 6316226, 6346513, 7041635, 5789203, 6060447, 5595886, 6228620, 5972885, 6048720, 
5543502, 5610278, 5171844, 5112950, 4868112 и 6458563. В некоторых вариантах реализации последова­
тельность Ф VIII с удаленным B-доменом, являющаяся объектом настоящего изобретения, содержит лю­
бую из делеций, приведенных в патенте US № 6316226 (также в патенте US 6346513) от кол. 4, строка 4 
до кол. 5, строка 28, и в примерах 1-5. В другом варианте реализации изобретения фактор VIII с удален­
ным В-доменом является фактором VIII с удаленным B-доменом S743/Q1638 (SQ УВД Ф VIII) (напри­
мер, фактором VIII, содержащим делецию от аминокислоты 744 до аминокислоты 1637, например фак­
тором VIII, содержащим аминокислоты 1-743 и аминокислоты 1638-2332 из SEQ ID NO: 16, т.е. SEQ ID 
NO: 18). В некоторых вариантах реализации Ф VIII с удаленным B-доменом, являющийся объектом на­
стоящего изобретения, содержит делецию, приведенную в кол. 2, строки 26-51 и примерах 5-8 патента 
US № 5789203 (а также в патентах US 6060447, 5595886 и 6228620). В некоторых вариантах реализации 
изобретения Ф VIII с удаленным B-доменом содержит делецию, приведенную в патенте US № 5972885, 
от кол. 1, строка 25 до кол. 2, строка 40; в патенте US № 6048720, кол. 6, строки 1-22 и пример 1; в патен­
те US № 5543502, кол. 2, строки 17-46; в патенте US № 5171844, от кол. 4, строка 22 до кол. 5, строка 36; 
в патенте US № 5112950, кол. 2, строки 55-68, фиг. 2 и пример 1; в патенте US № 4868112, от кол. 2, 
строка 2 до кол. 19, строка 21 и табл. 2; в патенте US № 7041635, от кол. 2, строка 1 до кол. 3, строка 19, 
от кол. 3, строка 40 до кол. 4, строка 67, от кол. 7, строка 43 до кол. 8, строка 26, и от кол. 11, строка 5 до 
кол. 13, строка 39; или в патенте US № 6458563, кол. 4, строки 25-53.

В некоторых вариантах реализации изобретения Ф VIII с удаленным B-доменом содержит делецию 
большей части B-домена, но при этом сохраняет аминотерминальные последовательности B-домена, ко­
торые выжны для in vivo протеолитического процессинга продукта первичной трансляции в двуполипеп- 
тидную цепь, как описано в WO 91/09122. В некоторых вариантах реализации изобретения конструкция 
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Ф VIII с удаленным B-доменом содержит делецию аминокислот 747-1638, т.е. фактически полную деле­
цию B-домена. Hoeben R.C, et al. J. Biol. Chem. 265 (13): 7318-7323 (1990). Оактор VIII с удаленным B- 
доменом также может содержать делецию аминокислот 771-1666 или аминокислот 868-1562 Ф VIII. 
Meulien P., et al. Protein Eng. 2(4): 301-6 (1988). Дополнительные делеции B-домена, которые являются 
частью данного изобретения, включают: делецию аминокислот от 982 до 1562 или от 760 до 1639 (Toole 
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. (1986) 83, 5939-5942)), от 797 до 1562 (Eaton, et al. Biochemistry (1986) 
25:8343-8347)), от 741 до 1646 (Kaufman Kaufman (заявка на публикацию согласно PCT № 
WO 87/04187)), 747-1560 (Sarver, et al., DNA (1987) 6:553-564)), от 741 до 1648 (Pasek (заявка на публи­
кацию согласно PCT № 88/00831)) или от 816 до 1598 либо от 741 до 1648 (Lagner (Behring Inst. Mitt. 
(1988) № 82:16-25, ЕП 295597)). В других вариантах реализации изобретения Ф VIII с удаленным B- 
доменом содержит полипептид Ф VIII, содержащий фрагменты B-домена, в которых сохранены один или 
более N-связанных участков гликозилирования, например остатки 757, 784, 828, 900, 963 или, в некото­
рых случаях, 943, которые соответствуют аминокислотной последовательности полноразмерной после­
довательности Ф VIII. Примеры фрагментов B-домена включают 226 аминокислот или 163 аминокисло­
ты B-домена, как описано в Miao, H.Z., et al., Blood 103(a): 3412-3419 (2004), Kasuda, A, et al., J. Thromb. 
Haemost. 6: 1352-1359 (2008), и Pipe, S.W., et al, J. Thromb. Haemost. 9: 2235-2242 (2011) (т.е. сохранены 
первые 226 аминокислот или 163 аминокислоты B-домена). В некоторых вариантах реализации изобре­
тения Ф VIII, содержащий частичный B-домен, является Ф VIII198 (SEQ ID NO: 105). Ф VIII198 является 
одноцепочечной молекулой-226Ж> Ф VIIIFc, содержащей частичный B-домен. 226 обозначает 226 N- 
концевых аминокислот B-домена Ф VIII, a N6 обозначает шесть участков N-гликозилирования в B- 
домене. В других вариантах реализации изобретения Ф VIII с удаленным B-доменом дополнительно со­
держит точечную мутацию в остатке 309 (от Phe до Ser) для того, чтобы улучшить экспрессию белка 
Ф VIII с удаленным B-доменом. См. Miao, H.Z., et al., Blood 103(a): 3412-3419 (2004). В других вариантах 
реализации изобретения Ф VIII с удаленным B-доменом содержит полипептид Ф VIII, содержащий часть 
B-домена, но не содержащий один или более сайтов расщепления фурином (например, Arg1313 и Arg 
1648). См. Pipe, S.W., et al., J. Thromb. Haemost. 9: 2235-2242 (2011). Каждую из вышеописанных делеций 
можно внести в любую последовательность Ф VIII.

Белок Ф VIII, применяемый в настоящем изобретении, может включать Ф VIII, содержащий одну 
или более гетерологичных последовательностей или их химических или физических модификаций, кото­
рые не оказывают влияния на коагулирующую активность Ф VIII. Подобные гетерологичные последова­
тельности или их химические или физические модификации могут быть сшитыми с C-концом или N- 
концом белка Ф VIII либо вставленными между одним или более из двух аминокислотных остатков в 
белке Ф VIII. Такие вставки в белок Ф VIII не оказывают влияния на коагулирующую активность Ф VIII 
или функционирование Ф VIII. В одном варианте реализации изобретения данные вставки улучшают 
фармакокинетические свойства белка Ф VIII (например, время полужизни). В другом варианте реализа­
ции изобретения вставки могут быть сделаны на более чем двух, трех, четырех, пяти или шести участках.

В одном варианте реализации изобретения белок Ф VIII расщепляется сразу за аргинином при ами­
нокислоте 1648 (в полноразмерном факторе VIII или SEQ ID NO: 16), аминокислоте 754 (в факторе VIII с 
удаленным B-доменом S743/Q1638 или SEQ ID NO: 16), или соответствующим аргинину остатком (в 
других вариантах), тем самым приводя к наличию тяжелой цепи и легкой цепи. В другом варианте реа­
лизации изобретения Ф VIII содержит тяжелую цепь и легкую цепь, которые связаны или соединены 
посредством ион-опосредованной нековалентной связи.

В других вариантах реализации изобретения Ф VIII является одноцепочечным Ф VIII, который не 
был расщеплен сразу за аргинином при аминокислоте 1648 (в полноразмерном факторе VIII или SEQ ID 
NO: 16), аминокислоте 754 (в факторе VIII с удаленным B-доменом S743/Q1638 или SEQ ID NO: 18), или 
соответствующим аргинину остатком (в других вариантах). Одноцепочечный Ф VIII может содержать 
одну или более аминокислотных замен. В одном варианте реализации изобретения аминокислотная за­
мена проведена в остатке, соответствующем остатку 1648, остатку 1645 или им обоим полипептида пол­
норазмерного зрелого фактора VIII (SEQ ID NO: 16), либо остатку 754, остатку 751 или им обоим факто­
ра VIII с удаленным B-доменом (SEQ ID NO: 18). Аминокислотная замена может представлять собой 
любые аминокислоты, кроме аргинина, например изолейцин, лейцин, лизин, метионин, фенилаланин, 
треонин, триптофан, валин, аланин, аспарагин, аспарагиновую кислоту, цистеин, глутаминовую кислоту, 
глутамин, глицин, пролин, селеноцистеин, серин, тирозин, гистидин, орнитин, пирролизин или таурин.

Ф VIII может дополнительно расщепляться тромбином, а затем активироваться как Ф VIIIa, выпол­
няя функцию кофактора для активированного фактора IX (Ф IXa). Активированный Ф IX совместно с 
активированным Ф VIII образует комплекс Х-азу и преобразует фактор X в активированный фактор X 
(Ф Xa). Для активации Ф VIII расщепляется тромбином за тремя остатками аргинина в аминокислотах 
372, 740 и 1689 (соответствующих аминокислотам 372, 740 и 795 в последовательности Ф VIII с удален­
ным B-доменом), при этом расщепление приводит к образованию Ф VIIIa, содержащего цепи А1 в 50 
кДа, А2 в 43 кДа и A3-C1-C2 в 73 кДа. В одном варианте реализации белок Ф VIII, применяемый в на­
стоящем изобретении, является неактивированным Ф VIII. В другом варианте реализации изобретения 
белок Ф VIII является активированным Ф VIII.
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Белок, содержащий полипептид Ф VIII, связанный или соединенный с фрагментом ФВ, может со­
держать последовательность по меньшей мере на 50, 60, 70, 80, 90, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентич­
ную SEQ ID NO: 16 или 18, при этом последовательность обладает коагулирующей активностью Ф VIII,
например активирует фактор IX как кофактор для преобразования фактора X в активированный фактор
X (Ф Xa).

Употребляемое в данном тексте выражение "гибридные" полипептиды и белки означает комбина­
цию первой полипептидной цепи, например фрагмента ФВ, в некоторых случаях связанной с первым 
гетерологичным компонентом, со второй полипептидной цепью, например белком Ф VIII, в некоторых 
случаях связанной со вторым гетерологичным компонентом, образующую, таким образом, гетеродимер. 
В одном варианте реализации изобретения первый полипептид и второй полипептид в гибриде связаны 
друг с другом посредством белок-белковых взаимодействий, таких как заряд-зарядное или гидрофобное 
взаимодействия. В другом варианте реализации изобретения первый полипептид и второй полипептид в 
гибриде связаны друг с другом посредством дисульфидной или другой ковалентной связи(ей). Гибриды 
описаны, к примеру, в патенте US 2004/101740 и патенте US 2006/074199. Второй полипептид может 
являться идентичной копией первого полипептида или быть неидентичным полипептидом. В одном ва­
рианте реализации изобретения первый полипептид является слитым белком из фрагмента ФВ и Fc, а 
второй полипептид является полипептидом, содержащим, состоящим преимущественно из или состоя­
щим из FcRn-связывающего домена, при этом первый полипептид и второй полипептид связаны друг с 
другом. В другом варианте реализации изобретения первый полипептид содержит слитый белок из 
фрагмента ФВ и Fc, a второй полипептид содержит слитый белок из Ф VIII и Fc, что превращает гибрид 
в гетеродимер. Первый полипептид и второй полипептид могут быть связаны посредством ковалентной 
связи, например дисульфидной связи между первой Fc-областью и второй Fc-областью. Первый поли­
пептид и второй полипептид могут быть дополнительно связаны друг с другом посредством связывания 
между фрагментом ФВ и белком Ф VIII.

Г) Линкеры.
Химерный белок, являющийся объектом настоящего изобретения, дополнительно содержит линкер. 

Между двумя белками может находиться один или более линкеров, например между дополнительным 
компонентом и белком Ф VIII (иногда также называемый "Ф VIII/ДК линкер"), между фрагментом ФВ и 
первым гетерологичным компонентом (иногда также называемый "ФВ линкер"), например, первая Fc- 
область, между белком Ф VIII и вторым гетерологичным компонентом (иногда также называемый 
"Ф VIII линкер"), например, вторая Fc-область, между фрагментом ФВ и белком Ф VIII (например, 
Ф VIII/ДК линкер), между фрагментом ФВ и вторым гетерологичным компонентом и/или между белком 
Ф VIII и первым гетерологичным компонентом. Все линкеры могут иметь одинаковую или разную по­
следовательность. В одном варианте реализации изобретения линкер является полипептидным линкером. 
В другом варианте реализации изобретения линкер является неполипептидным линкером.

Линкер, применяемый в настоящем изобретении, может содержать любую органическую молекулу. 
В одном варианте реализации изобретения линкер является полимером, например полиэтиленгликолем 
(ПЭГ) или гидроксиэтиловым крахмалом (ГЭК). В другом варианте реализации изобретения линкер 
представляет собой аминокислотную последовательность (например, полипептидный линкер). Полипеп- 
тидный линкер может содержать по меньшей мере 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 300, 400, 
500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400, 1500, 1600, 1700, 1800, 1900 или 2000 аминокислот. 
Линкер может содержать 1-5 аминокислот, 1-10 аминокислот, 1-20 аминокислот, 10-50 аминокислот, 50­
100 аминокислот, 100-200 аминокислот, 200-300 аминокислот, 300-400 аминокислот, 400-500 аминокис­
лот, 500-600 аминокислот, 600-700 аминокислот, 700-800 аминокислот, 800-900 аминокислот или 900­
1000 аминокислот.

Примеры полипептидных линкеров хорошо известны в данной области техники. В одном варианте 
реализации изобретения линкер содержит последовательность Gn. Линкер может содержать последова­
тельность (GA)n. Линкер может содержать последовательность (GGS)n</s1. В других вариантах реализа­
ции изобретения линкер содержит (GGGS)n (SEQ ID NO: 20). В других вариантах реализации изобрете­
ния линкер содержит последовательность (GGS)n(GGGGS)n (SEQ ID NO: 21). В этих случаях n может 
быть целым числом в диапазоне 1-100. В других случаях n может быть целым числом в диапазоне 1-20, 
т.е. 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 или 20. Примеры линкеров включают, но не 
ограничиваются этим, GGG, SGGSGGS (SEQ ID NO: 22), GGSGGSGGSGGSGGG (SEQ ID NO: 23), 
GGSGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 24), GGSGGSGGSGGSGGSGGS (SEQ ID NO: 25), 
GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 26), линкеры в табл. 13 (SEQ ID NOs: 92, 93 и 94) и линкеры в табл. 
14А (SEQ ID NOs: 95, 96 и 97). Линкер не блокирует и не снижает активность фрагмента ФВ или коагу­
лирующую активность фактора VIII. В некоторых случаях линкер усиливает активность фрагмента ФВ 
или коагулирующую активность белка фактора VIII, например, дополнительно снижая эффекты стериче- 
ского несоответствия и обеспечивая фрагменту ФВ или части фактора VIII больший доступ к их целево­
му связывающему участку.

В одном варианте реализации изобретения длина линкера, применяемого в химерном белке, состав­
ляет 15-25 аминокислот. В другом варианте реализации изобретения длина линкера, применяемого в хи-

- 59 -



035323

мерном белке, составляет 15-20 аминокислот. В некоторых вариантах реализации изобретения длина 
линкера, применяемого в химерном белке, составляет 10-25 аминокислот. В других вариантах реализа­
ции изобретения длина линкера, применяемого в химерном белке, составляет 15 аминокислот. В других 
вариантах реализации изобретения линкер, применяемый в химерном белке, представляет собой 
(GGGGS)n (SEQ ID NO: 27), где G является глицином, S является серином, а n является целым числом в 
диапазоне 1-20.

Д) Сайты расщепления.
Линкер также может содержать компонент, который может отщепляться химически (например, 

гидролиз или эфирная связь), ферментативно (т.е. включение последовательности расщепления протеа­
зой) или фотолитически (например, хромофор, такой как 3-амино-(2-нитрофенил)проприоновая кислота 
(АНП)), с целью отделить одну молекулу от другой.

В одном варианте реализации изобретения линкер является отщепляемым линкером. Отщепляемые 
линкеры могут содержать один или более сайтов расщепления на N-конце или C-конце либо на обоих. В 
другом варианте реализации изобретения отщепляемый линкер состоит преимущественно из или состоит 
из одного или более отщепляемых участков. В других вариантах реализации изобретения отщепляемый 
линкер содержит описанные в данном тексте гетерологичные аминокислотные линкерные последова­
тельности или полимеры и один или более отщепляемых участков.

В определенных вариантах реализации изобретения отщепляемый линкер содержит один или более 
сайтов расщепления, которые могут расщепляться в клетке-хозяине (т.е. сайты внутриклеточного про­
цессинга). Неограничивающие примеры сайтов расщепления включают RRRR (SEQ ID NO: 52), 
RKRRKR (SEQ ID NO: 53) и RRRRS (SEQ ID NO: 54).

В других вариантах реализации изобретения отщепляемый линкер содержит один или более сайтов 
расщепления, которые расщепляются протеазой после введения пациенту химерного белка, содержащего 
отщепляемый линкер. В одном варианте реализации изобретения сайт расщепления расщепляется про­
теазой, выбранной из группы, состоящей из фактора XIa, фактора XIIa, калликреина, фактора VIIa, фак­
тора IXa, фактора Xa, фактора IIa (тромбина), эластазы-2, ММП-12, ММП-13, ММП-17 и ММП-20. В 
другом варианте реализации изобретения сайт расщепления выбран из группы, состоящей из сайта рас­
щепления Ф XIa (например, KLTR Ф AET (SEQ ID NO: 29)), сайта расщепления Ф XIa (например, DFTR 
Ф VVG (SEQ ID NO: 30)), сайта расщепления Ф XIIa (например, TMTR Ф IVGG (SEQ ID NO: 31)), сайта 
расщепления калликреином (например, SPFR Ф STGG (SEQ ID NO: 32)), сайта расщепления Ф VIIa (на­
пример, LQVR Ф IVGG (SEQ ID NO: 33)), сайта расщепления Ф IXa (например, PLGR Ф IVGG (SEQ ID 
NO: 34)), сайта расщепления Ф Xa (например, IEGR Ф TVGG (SEQ ID NO: 35)), сайта расщепления Ф IIa 
(тромбином) (например, LTPR Ф SLLV (SEQ ID NO: 36)), сайта расщепления эластазой-2 (например, 
LGPV Ф SGVP (SEQ ID NO: 37)), сайта расщепления гранзимом В (например, VAGD Ф SLEE (SEQ ID 
NO: 38)), сайта расщепления ММР-12 (например, GPAG Ф LGGA (SEQ ID NO: 39)), сайта расщепления 
ММР-13 (например, GPAG Ф LRGA (SEQ ID NO: 40)), сайта расщепления ММР-17 (например, APLG Ф 
LRLR (SEQ ID NO: 41)), сайта расщепления ММР-20 (например, PALP Ф LVAQ (SEQ ID NO: 42)), сайта 
расщепления ВГТ (например, ENLYFQ Ф G (SEQ ID NO: 43)), сайта расщепления энтерокиназой (напри­
мер, DDDK Ф IVGG (SEQ ID NO: 44)), сайта расщепления протеазой 3C (PRESCISSION™) (например, 
LEVLFQ Ф GP (SEQ ID NO: 45)) и сайта расщепления сортазой A (например, LPKT Ф GSES) (SEQ ID 
NO: 46). В определенных вариантах реализации изобретения сайты расщепления Ф XIa включают, но не 
ограничиваются этим, например, TQSFNDFTR (SEQ ID NO: 47) и SVSQTSKLTR (SEQ ID NO: 48).

Неограничивающие примеры сайта расщепления тромбином включают, например, DFLAEGGGVR 
(SEQ ID NO: 49), TTKIKPR (SEQ ID NO: 50) или LVPRG (SEQ ID NO: 55) и последовательность, содер­
жащую, состоящую преимущественно из или состоящую из ALRPR (например, ALRPRVVGGA (SEQ ID 
NO: 51)). В конкретном варианте реализации изобретения сайтом расщепления является

TLDPRSFLLRNPNDKYEPFWEDEEK (SEQ ID NO: 56).
Полинуклеотиды, векторы, клетки-хозяева и способы их получения.
Также в изобретении предложен полинуклеотид, кодирующий описанный в данном тексте фраг­

мент ФВ, химерный белок, содержащий фрагмент ФВ и гетерологичный компонент, химерный белок, 
содержащий белок Ф VIII и дополнительный компонент, или химерный белок, содержащий фрагмент 
ФВ и белок Ф VIII. В случае, когда фрагмент ФВ в химерном белке связан с гетерологичным компонен­
том или белком Ф VIII в виде одиночной полипептидной цепи, данное изобретение относится к поли­
нуклеотиду, кодирующему фрагмент ФВ, связанный с гетерологичным компонентом или белком Ф VIII. 
В случае, когда химерный белок содержит первую и вторую полипептидные цепи, с первой полипептид- 
ной цепью, содержащей фрагмент ФВ и первый гетерологичный компонент (например, первую Fc- 
область), и второй полипептидной цепью, содержащей фрагмент ФВ и второй гетерологичный компо­
нент (например, вторую Fc-область), причем первая полипептидная цепь и вторая полипептидная цепь 
соединены друг с другом, полинуклеотид может содержать первую нуклеотидную последовательность и 
вторую нуклеотидную последовательность. В одном варианте реализации изобретения первая нуклео­
тидная последовательность и вторая нуклеотидная последовательность принадлежат одному и тому же 
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полинуклеотиду. В другом варианте реализации изобретения первая нуклеотидная последовательность и 
вторая нуклеотидная последовательность принадлежат двум разным полинуклеотидам (например, раз­
ным векторам). В определенных вариантах реализации настоящее изобретение относится к группе поли­
нуклеотидов, содержащей первую нуклеотидную цепь и вторую нуклеотидную цепь, причем первая нук­
леотидная цепь кодирует фрагмент ФВ химерного белка, а вторая нуклеотидная цепь кодирует белок 
Ф VIII.

В других вариантах реализации изобретения группа полинуклеотидов дополнительно содержит до­
бавочную нуклеотидную цепь (например, вторую нуклеотидную цепь, если химерный белок кодируется 
одиночной полинуклеотидной цепью, или третью нуклеотидную цепь, если химерный белок кодируется 
двумя полинуклеотидными цепями), которая кодирует протеин-конвертазу. Протеин-конвертаза может 
быть выбрана из группы, состоящей из пропротеин-конвертазы субтилизин/кексин типа 5 (PCSK5 или 
PC5), пропротеин-конвертазы субтилизин/кексин типа 7 (PCSK7 или PC7), дрожжевой протеазы Kex 2, 
пропротеин-конвертазы субтилизин/кексин типа 3 (PACE или PCSK3) и двух или более комбинаций этих 
компонентов. В некоторых вариантах реализации изобретения протеин-конвертаза представляет собой 
PACE, PC5 или PC7. В конкретном варианте реализации изобретения протеин-конвертаза представляет 
собой PC5 или PC7. См. международную заявку № PCT/US 2011/043568, которая включена в данный 
текст посредством ссылки. В другом варианте реализации изобретения протеин-конвертаза представляет 
собой PACE/фурин.

В определенных вариантах реализации данное изобретение относится к группе полинуклеотидов, 
содержащей первую нуклеотидную последовательность, кодирующую фрагмент ФВ, содержащий домен 
D' и домен D3 ФВ, вторую нуклеотидную последовательность, кодирующую белок Ф VIII, и третью нук­
леотидную последовательность, кодирующую домен D1 и домен D2 ФВ. В этом варианте реализации 
изобретения домен D1 и домен D2 экспрессируются отдельно (и не связаны с доменом D'D3 фрагмента 
ФВ) с целью образования подходящей дисульфидной связи и филдинга доменов D'D3. Экспрессия доме­
на D1D2 может происходить как в цис-, так и в транс-форме.

Употребляемое в данном тексте выражение "экспрессионный вектор" относится к любой нуклео­
тидной конструкции, которая содержит необходимые элементы для транскрипции и трансляции встав­
ленной кодирующей последовательности или, в случае вирусного РНК вектора, необходимые элементы 
для репликации и трансляции при внесении в соответствующую клетку-хозяин. Экспрессионные векто­
ры могут включать плазмиды, фадмиды, вирусы и их производные.

Экспрессионные векторы, являющиеся объектами данного изобретения, будут содержать полинук­
леотиды, кодирующие фрагмент ФВ или химерный белок, содержащий фрагмент ФВ.

В одном варианте реализации изобретения последовательность, кодирующая фрагмент ФВ, второй 
гетерологичный компонент (например, вторую Fc-область) или белок Ф VIII, функционально связанная с 
управляющей экспрессионной последовательностью. В данном контексте две нуклеотидные последова­
тельности являются функционально связанными, когда они ковалентно связаны таким образом, чтобы 
обеспечить сохранение функциональности каждого компонента нуклеотидной последовательности. Счи­
тается, что кодирующая последовательность и управляющая генной экспрессией последовательность 
функционально связаны, когда они ковалентно связаны таким образом, чтобы экспрессия или транс­
крипция и/или трансляция кодирующей последовательности оказалась под влиянием или управлением 
последовательности, управляющей генной экспрессией. Считается, что две последовательности ДНК 
функционально связаны, если индукция промотора в 5' последовательности генной экспрессии приводит 
к транскрипции кодирующей последовательности и если природа связи между двумя последовательно­
стями ДНК не (1) приводит к внесению мутации со сдвигом рамки, (2) препятствует возможности про- 
моторной области управлять транскрипцией кодирующей последовательности или (3) препятствует воз­
можности соответствующего РНК-транскрипта быть транслированным в белок. Таким образом, последо­
вательность генной экспрессии будет функционально связана с кодирующей нуклеотидной последова­
тельностью, если последовательность генной экспрессии способна осуществить транскрипцию данной 
кодирующей нуклеотидной последовательности так, что полученный транскрипт транслируется в необ­
ходимый белок или полипептид.

В данном контексте управляющая генной экспрессией последовательность представляет собой лю­
бую регуляторную нуклеотидную последовательность, такую как промоторная последовательность или 
промоторно-энхансерная комбинация, которая способствует эффективной транскрипции и трансляции 
кодирующей нуклеиновой кислоты, с которой она функционально связана. Управляющая генной экс­
прессией последовательность может, к примеру, являться промотором млекопитающего или вируса, та­
ким как конститутивный или индуцибельный промотор. Конститутивные промоторы млекопитающих 
включают, но не ограничиваются этим, промоторы для следующих генов: гипоксантин- 
гуанинфосфорибозилтрансферазы (ГГРТ), аденозиндеаминазы, пируваткиназы, промотор β-актина и 
другие конститутивные промоторы. Примеры вирусных промоторов, которые конститутивно функцио­
нируют в эукариотических клетках, включают, например, промоторы из цитомегаловируса (ЦМВ), виру­
са обезьяны (например, SV40), вируса папилломы, аденовируса, вируса иммунодефицита человека 
(ВИЧ), вируса саркомы Рауса, цитомегаловируса, длинные концевые повторы (ДКП) вируса лейкоза Мо­
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лони и другие ретровирусы, а также тимидинкиназный промотор вируса простого герпеса. Другие кон­
ститутивные промоторы известны специалистам в данной области техники. Промоторы, применимые в 
качестве последовательностей генной экспрессии согласно изобретению, также включают индуцибель- 
ные промоторы. Индуцибельные промоторы экспрессируются в присутствии индуктора. Например, ин­
дукция промотора металлотионеина для стимуляции транскрипции или трансляции происходит в при­
сутствии определенных ионов металлов. Другие индуцибельные промоторы известны специалистам в 
данной области техники.

В общем случае управляющая генной экспрессией последовательность будет включать, при необ­
ходимости, 5' нетранскрибируемые и 5' нетранслируемые последовательности, участвующие в инициа­
ции, соответственно, транскрипции и трансляции, такие как ТАТА-бокс, кэпирующая последователь­
ность, последовательность ЦААТ и им подобные. В частности, такие 5' нетранскрибируемые последова­
тельности будут включать промоторную область, которая содержит промоторную последовательность 
для управления транскрипцией функционально присоединенной кодирующей нуклеиновой кислоты. По­
следовательности генной экспрессии в некоторых случаях содержат энхансерные последовательности 
или вышележащие активаторные последовательности, если они необходимы.

Вирусные векторы включают, но не ограничиваются этим, нуклеотидные последовательности сле­
дующих вирусов: ретровируса, такого как вирус лейкоза мышей Молони, вирус саркомы мышей Харви, 
вирус опухоли молочной железы мышей и вирус саркомы Рауса; аденовируса, аденоассоциированного 
вируса; вирусов типа SV40; полиомавирусов; вирусов Эпштейна-Барра; вирусов папилломы; вируса гер­
песа; вируса осповакцины; полиовируса; и РНК-вируса, такого как ретровирус. Также можно применять 
другие хорошо известные в данной области техники векторы. Определенные вирусные векторы происхо­
дят от нецитопатических эукариотических вирусов, в которых несущественные гены были заменены ге­
нами, представляющими интерес. Нецитопатические вирусы включают ретровирусы, жизненный цикл 
которых включает обратную транскрипцию геномной вирусной РНК в ДНК с последующим провирус- 
ным внедрением в клеточную ДНК хозяина. Ретровирусы были апробированы в экспериментах по ген­
ной терапии человека. Наиболее подходящие такие ретровирусы, которые являются дефектными по реп­
ликации (т.е. способными к прямому синтезу необходимых белков, но неспособными к созданию инфек­
ционных частиц). Такие генетически измененные ретровирусные экспрессионные векторы в общем слу­
чае используются для высокоэффективной трансдукции генов in vivo. Стандартные протоколы по полу­
чению дефектных по репликации ретровирусов (включая этапы внесения экзогенного генетического ма­
териала в плазмиды, трансфекции пакующей клеточной линии плазмидами, получения рекомбинантных 
ретровирусов при помощи пакующей клеточной линии, забора вирусных частиц из тканевой культураль­
ной среды и инфекцирования целевых клеток вирусными частицами) приведены в Kriegler, M., Gene 
Transfer and Expression, A Laboratory Manual, W.H. Freeman Co., New York (1990) и Murry, E.J., Methods in 
Molecular Biology, Vol. 7, Humana Press, Inc., Cliffton, N.J. (1991).

В одном варианте реализации изобретения вирус является аденоассоциированным вирусом, двух­
цепочечным ДНК-вирусом. Аденоассициированный вирус может быть сконструирован так, чтобы быть 
дефектным по репликации, и способным инфицировать большое количество типов и видов клеток. До­
полнительно он обладает такими преимуществами, как устойчивость к температуре и липидным раство­
рителям; высокие частоты трансдукции в клетках из различных клеточных линий, включая гемопоэтиче­
ские клетки; и отсутствие ингибирования суперинфекции, что дает возможность осуществления множе­
ственных серий трансдукции. Согласно имеющимся сведениям аденоассоциированный вирус может ин­
тегрироваться в человеческую клеточную ДНК сайт-специфическим образом, тем самым минимизируя 
возможность инсерционного мутагенеза и вариабельность экспрессионных характеристик ретровирусной 
инфекции вставленного гена. Вдобавок, аденоассоциированные вирусные инфекции дикого типа претер­
пели в тканевой культуре более чем 100 переносов в отсутствие селективного давления, что указывает на 
то, что геномная интеграция аденоассоциированного вируса является относительно стабильным явлени­
ем. Аденоассоциированный вирус также может функционировать внехромосомным способом.

Другие векторы включают плазмидные векторы. Плазмидные векторы были подробно описаны в 
данной области техники и хорошо известны специалистам. См., например, Sambrook et al., Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual, Second Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989. В последние не­
сколько лет было обнаружено, что плазмидные векторы являются исключительно удобными для достав­
ки генов в клетки in vivo благодаря своей неспособности реплицироваться внутри клетки и интегриро­
ваться в геном организма-хозяина. При этом плазмиды имеют промотор, совместимый с клеткой- 
хозяином, и могут экспрессировать пептид из гена, функционально кодируемого в пределах плазмиды. 
Некоторые широкоприменяемые плазмиды, предлагаемые частными поставщиками, включают pBR322, 
pUC18, pUC19, различные плазмиды pcDNA, pRC/CMV, различные плазмиды pCMV, pSV40 и 
pBlueScript. Дополнительные примеры отдельных плазмид включают pcDNA3.1, номер в каталоге 
V79020; pcDNA3.1/гигро, номер в каталоге V87020; pcDNA4/myc-His, номер в каталоге V86320; и pBud- 
CE4.1, номер в каталоге V53220, предоставляемые все компанией Инвитроген (Карлсбад, Калифорния). 
Другие плазмиды известны специалистам в данной области техники. Вдобавок, плазмиды могут быть 
разработаны индивидуально при помощи стандартных методов молекулярной биологии для удаления
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и/или добавления отдельных фрагментов ДНК.
В одной экспрессионной системе насекомого происхождения, которую можно применять для полу­

чения белков, являющихся объектами данного изобретения, для экспрессии чужеродных генов в качестве 
вектора используется вирус ядерного полигидроза Autographa californica (AcNPV). Вирус выращивается 
в клетках Spodoptera frugiperda. Кодирующая последовательность может быть клонирована в несущест­
венные области (например, ген в форме многогранника) вируса и помещена под управление промотора 
AcNPV (например, промотора в форме многогранника). Успешная вставка кодирующей последователь­
ности приведет к инактивации гена в форме многогранника и получению невкрапленного рекомбинант­
ного вируса (т.е. вируса с отсутствием белкового покрытия, кодируемого геном в форме многогранника). 
Эти рекомбинантные вирусы впоследствии применяются для инфицирования клеток Spodoptera frugiper­
da, в которых экспрессируется вставленный ген (см., например, Smith et al. (1983) J. Virol. 46:584; патент 
US № 4215051). Дополнительные примеры подобной экспрессионной системы можно найти в Ausubel et 
al., eds. (1989) Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 2, Greene Publish. Assoc. & Wiley Interscience.

Другой системой, которую можно применять для получения белков, являющихся объектами данно­
го изобретения, является система генной экспрессии глутамин синтетазы, также называемая "экспресси­
онной системой ГС" (Lonza Biologies PLC, Berkshire UK). Эта экспрессионная система детально описана 
в патенте US № 5981216.

В клетках-хозяевах, принадлежащих млекопитающим, может применяться большое количество 
экспрессионных систем на вирусной основе. В случаях, когда в качестве экспрессионного вектора при­
меняется аденовирус, кодирующая последовательность может быть лигирована к аденовирусному ком­
плексу, управляющему транскрипцией/трансляцией, например позднему промотору и трехкомпонентной 
лидерной последовательности. Затем этот химерный ген может быть вставлен в геном аденовируса путем 
in vitro или in vivo рекомбинации. Вставка несущественной области вирусного генома (например, облас­
ти E1 или E3) приведет к образованию рекомбинантного вируса, который является жизнеспособным и 
способным экспрессировать пептид в инфицированном организме-хозяине. См., например, Logan & 
Shenk (1984) Proc Natl Acad Sci USA 81:3655). В качестве альтернативного варианта может применяться 
промотор 7.5 К осповакцины. См., например, Mackett et al. (1982) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:7415; 
Mackett et al. (1984) J. Virol. 49:857; Panicali et al. (1982) Proc Natl Acad Sci USA 79:4927.

Для повышения эффективности производства полинуклеотиды могут быть сконструированы таким 
образом, чтобы кодировать множественные звенья белка, являющегося объектом данного изобретения, 
разделенные сайтами расщепления ферментами. Результирующий полипептид может быть расщеплен 
(например, путем обработки соответствующим ферментом) с целью восстановления звеньев полипепти­
да. Это может увеличить выход полипептидов, управляемых одиночным промотором. При применении в 
соответствующих вирусных экспрессионных системах управление трансляцией каждого полипептида, 
кодируемого иРНК, происходит внутри транскрипта, например осуществляется участком внутренней 
посадки рибосомы или УВПР. Таким образом, полицистронная конструкция управляет транскрипцией 
одиночной, крупной полицистронной иРНК, которая, в свою очередь, управляет трансляцией множест­
венных отдельных полипептидов. В этом подходе не используется получение и ферментативный процес­
синг полипротеинов, что может значительно повысить выход полипептидов, управляемых одиночным 
промотором.

Применяемые для трансформации векторы обычно будут содержать селектируемый маркер, кото­
рый используется для идентификации трансформантов. В бактериальных системах они могут включать 
гены устойчивости к антибиотикам, таким как ампициллин и канамицин. Селектируемые маркеры для 
применения в культивируемых клетках млекопитающих включают гены, которые придают устойчивость 
к лекарственным препаратам, таким как неомицин, гигромицин и метотрексат. Селектируемый маркер 
может быть амплифицируемым селектируемым маркером. Одним из амплифицируемых селектируемых 
маркеров является ген дегидрофолатредуктазы (ДГФР). Simonsen C.C. et al. (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 80:2495-9. Обзор по селектируемым маркерам сделан Thilly (1986) Mammalian Cell Technology, But­
terworth Publishers, Stoneham, Mass., а выбор селектируемых маркеров не составит трудности для специа­
листов в данной области техники.

Селектируемые маркеры могут быть внесены в клетку при помощи отдельной плазмиды одновре­
менно с представляющим интерес геном, либо они могут быть внесены при помощи той же самой плаз­
миды. В случае применения одной плазмиды селектируемый маркер и представляющий интерес ген мо­
гут находиться под управлением разных промоторов или одного и того же промотора, при этом послед­
няя конфигурация приводит к получению двухцистронной иРНК. Конструкции такого типа известны в 
данной области техники (например, патент US № 4713339).

Экспрессионные векторы могут кодировать метки, которые дают возможность легкого выведения 
рекомбинантно произведенного белка. Примеры включают, но не ограничиваются этим, вектор pUR278 
(Ruther et al. (1983) EMBO J. 2:1791), в котором кодирующие последовательности для экспрессируемого 
белка могут быть лигированными в вектор в рамку с кодирующей областью lac z таким образом, что это 
приводит к получению меченого слитого белка; векторы pGEX можно применять для экспрессии белков, 
являющихся объектами данного изобретения, с глутатион^-трансферазной (GST) меткой. Обычно эти
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белки растворимы и легко могут быть выведены из клеток путем адсорбции на глутатион-арагозных гра­
нулах с последующей элюцией в присутствии свободного глутатиона. Векторы содержат сайты расщеп­
ления (тромбином или протеазой фактора Xa или PRESCISSION PROTEASE™ (Pharmacia, Peapack, N.J.))
для легкого удаления метки после выведения.

Затем экспрессионные векторы трансфицируются или котрансфицируются в подходящую клетку- 
мишень, которая будет экспрессировать полипептиды. Известные в данной области техники трансфекци- 
онные методы включают, но не ограничиваются этим, осаждение фосфата кальция (Wigler et al. (1978) 
Cell 14:725), электропорацию (Neumann et al. (1982) EMBO J. 1:841) и реагенты на основе липосом. Для 
экспрессии описанных в данном тексте белков можно применять большое количество систем хозяи- 
экспресионный вектор, включая как прокариотические, так и эукариотические клетки. Такие системы 
включают, но не ограничиваются этим, микроорганизмы, такие как бактерии (например, Е. coli), транс­
формированные при помощи рекомбинантной ДНК бактериофага или экспрессионных векторов плаз­
мидной ДНК, содержащих соответствующую кодирующую последовательность; дрожжевые или мице­
лиальные грибы, трансформированные при помощи рекомбинантных дрожжевых или грибных экспрес- 
сионных векторов, содержащих соответствующую кодирующую последовательность; клеточные систе­
мы насекомого происхождения, инфицированные рекомбинантными вирусными экспрессионными век­
торами (например, бакуловируса), содержащими соответствующую кодирующую последовательность; 
клеточные системы растительного происхождения, инфицированные рекомбинантными вирусными экс- 
прессионными векторами (например, вируса мозаики цветной капусты или вируса табачной мозаики) 
или трансформированные при помощи рекомбинантных плазмидных экспрессионных векторов (напри­
мер, Ti-плазмиды), содержащих соответствующую кодирующую последовательность; или клеточные 
системы животного происхождения, включая клетки млекопитающих (например, клетки HEK 293, CHO, 
Cos, HeLa, HKB11 и BHK).

В одном варианте реализации изобретения клеткой-хозяином является эукариотическая клетка. При 
употреблении в данном тексте эукариотическая клетка относится к любой животной или растительной 
клетке, имеющей сформировавшееся ядро. Эукариотические клетки животных включают клетки позво­
ночных, например млекопитающих, и клетки беспозвоночных, например насекомых. Эукариотические 
клетки растений, в частности, могут без ограничений включать дрожжевые клетки. Эукариотическая 
клетка отличается от прокариотической клетки, например бактерии.

В некоторых вариантах реализации изобретения эукариотическая клетка является клеткой млекопи­
тающего. Клеткой млекопитающего является любая клетка, полученная от млекопитающего. Клетки 
млекопитающих включают, в частности, но не ограничиваются этим, клеточные линии млекопитающих. 
В одном варианте реализации изобретения клетка млекопитающего является клеткой человека. IB дру­
гом варианте реализации изобретения клетка млекопитающего является клеткой HEK 293, которая при­
надлежит к клеточной линии из человеческих эмбриональных почек. Клетки HEK 293 предоставляются 
под маркировкой CRL-1533 американской коллекцией типовых культур, Манассас, Вирджиния, и под 
маркировкой клетки 293-H, Каталог № 11631-017, или клетки 293-F, Каталог № 11625-019 Инвитроген 
(Карлсбад, Калифорния). В некоторых вариантах реализации изобретения клетка млекопитающего явля­
ется клеткой PER.C6®, которая принадлежит к человеческой клеточной линии, полученной из сетчатки. 
Клетки PER.C6® предоставляются Crucell (Ляйден, Нидерланды). В других вариантах реализации изо­
бретения клетка млекопитающего является клеткой яичников китайского хомячка (CHO - от англ. "Chi­
nese hamster ovary"). Клетки CHO предоставляются американской коллекцией типовых культур, Манас­
сас, Вирджиния, (например, CHO-K1; CCL-61). В других вариантах реализации изобретения клетка мле­
копитающего является клеткой почки новорожденного хомячка (BHK - от англ. "baby hamster kidney"). 
Клетки BHK предоставляются американской коллекцией типовых культур, Манассас, Вирджиния, (на­
пример, CRL-1632). В некоторых вариантах реализации изобретения клетка млекопитающего является 
клеткой HKB11, которая представляет гибридную клеточную линию из линий клеток HEK293 и челове­
ческих B-клеток. Mei et al., Mol. Biotechnol. 34(2): 165-78 (2006).

В одном варианте реализации плазмида, кодирующая фрагмент ФВ или химерный белок, являю­
щиеся объектами данного изобретения, дополнительно содержит селектируемый маркер, например, от­
вечающий за устойчивость к зеоцину, и трансфицируется в клетки HEK 293 для продуцирования фраг­
мента ФВ или химерного белка.

В другом варианте реализации первая плазмида, содержащая последовательность, кодирующую 
слитый белок фактор VIII-Fc, и первый селектируемый маркер, например ген, отвечающий за устойчи­
вость к зеоцину, и вторая плазмида, содержащая последовательность, кодирующую фрагмент ФВ-Fc, и 
второй селектируемый маркер, например ген, отвечающий за устойчивость к неомицину, котрансфици- 
руются в клетки HEK 293 для создания гибрида фактор VIII-Fc - фрагмент ФВ-Fc. Первая и вторая плаз­
миды могут быть внесены в одинаковых количествах (т.е. в соотношении 1:1), либо они могут быть вне­
сены в неодинаковых количествах.

В некоторых вариантах реализации изобретения первая плазмида, содержащая последовательность, 
кодирующую слитый белок фактор VIII-Fc, и первый селектируемый маркер, например ген, отвечающий
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за устойчивость к зеоцину, и вторая плазмида, содержащая последовательность, кодирующую фрагмент 
ФВ-Fc, и второй селектируемый маркер, например ген, отвечающий за устойчивость к неомицину, и тре­
тья плазмида, содержащая последовательность, кодирующую протеинконвертазу (например, PC5 или 
фурин), и третий селектируемый маркер, например, ген, отвечающий за устойчивость к гигромицину, 
котрансфицируются в клетки HEK 293 для создания гибрида фактор VIII-фрагмент ФВ. Первая и вторая 
плазмиды могут быть внесены в одинаковых количествах (т.е. в молярном соотношении 1:1), либо они 
могут быть внесены в неодинаковых количествах. В определенных вариантах реализации изобретения 
первая плазмида, содержащая последовательность, кодирующую слитый белок фактор VIII-Fc, последо­
вательность, кодирующую фрагмент ФВ-Fc, и первый селектируемый маркер, например ген, отвечаю­
щий за устойчивость к зеоцину, и вторая плазмида, содержащая последовательность, кодирующую про- 
теинконвертазу (например, PC5 или фурин), и второй селектируемый маркер, например ген, отвечающий 
за устойчивость к гигромицину, котрансфицируются в клетки HEK 293 для создания гибрида фактор 
VIn-фрагменг ФВ. В одном варианте реализации изобретения нуклеотидные последовательности, коди­
рующие последовательность Ф VIII-Fc и последовательность ФВ-Fc, могут быть соединены для того, 
чтобы кодировать один-единственный полипептид. В другом варианте реализации изобретения нуклео­
тидные последовательности, кодирующие последовательность Ф VIII-Fc и последовательность ФВ-Fc, 
могут кодировать две полипептидные цепи. Промоторы последовательности, кодирующей слитый белок 
фактор VIII-Fc, и последовательности, кодирующей фрагмент ФВ-Fc, могут быть разными либо одина­
ковыми.

В некоторых вариантах реализации изобретения плазмида, содержащая фурин, котрансфицируется 
с плазмидой, содержащей последовательность, кодирующую Ф VIII-Fc, и/или последовательность, коди­
рующую ФВ-Fc. В некоторых вариантах реализации изобретения белок фурин находится на той же 
плазмиде, которая содержит последовательность, кодирующую слитый белок Ф VIII-Fc. В некоторых 
вариантах реализации изобретения белок фурин находится на той же плазмиде, которая содержит после­
довательность, кодирующую фрагмент ФВ-Fc. В некоторых вариантах реализации изобретения белок 
фурин находится на отдельной плазмиде.

В других вариантах реализации изобретения трансфицированные клетки являются стабильно 
трансфицированными. Эти клетки могут быть собраны и сохранены в качестве стабильной клеточной 
линии при помощи традиционных методов, известных специалисту в данной области техники.

Клетки-хозяева, содержащие ДНК-конструкции белка, выращиваются в подходящей питательной 
среде. Употребляемый в данном тексте термин "подходящая питательная среда" обозначает среду, со­
держащую питательные вещества, необходимые для роста клеток. Питательные вещества, необходимые 
для роста клеток, могут включать источник углерода, источник азота, незаменимые аминокислоты, вита­
мины, минералы и факторы роста. В некоторых случаях среда может содержать один или более селек­
тивных факторов. В некоторых случаях среда может содержать телячью сыворотку или фетальную теля­
чью сыворотку (ФТС). В одном варианте реализации изобретения среда практически не содержит IgG. В 
общем случае питательная среда рассчитана на клетки, содержащие ДНК-конструкцию, при помощи, 
например, отбора по чувствительности к лекарственному препарату или дефициту незаменимого пита­
тельного вещества, которая дополнена селектируемым маркером на ДНК-конструкции или котрансфи- 
цируется с ДНК-конструкцией. Культивируемые клетки млекопитающих в общем случае выращивают на 
коммерчески доступных содержащих сыворотку или бессывороточных средах (например, MEM, DMEM, 
DMEM/F12). В одном варианте реализации изобретения средой является CD293 (Инвитроген, Карлсбад, 
Калифорния). В другом варианте реализации изобретения средой является CD17 (Инвитроген, Карлсбад, 
Калифорния). Выбор среды, подходящей для конкретной применяемой клеточной линии, является стан­
дартным навыком для специалиста в данной области техники.

Для того чтобы экспрессировать фрагмент ФВ и второй гетерологичный компонент или белок Ф VIII, 
клетки-хозяева культивируются в условиях, которые обеспечивают возможность экспрессии фрагмента 
ФВ и второго гетерологичного компонента или белка Ф VIII. Употребляемый в данном тексте термин 
"культивирование" относится к сохранению живых клеток in vitro на протяжении, по меньшей мере, оп­
ределенного времени. Сохранение может, но не обязательно, включать рост популяции живых клеток. 
Например, сохраняемые в культуре клетки могут иметь статическую популяцию, но при этом жизнеспо­
собными и способными к продуцированию необходимого продукта, например рекомбинантного белка 
или рекомбинантного слитого белка. Условия, подходящие для культивирования эукариотических кле­
ток, хорошо известны в данной области техники и включают подходящий выбор питательной среды, до­
бавок к среде, температуры, уровня рН, насыщения кислородом и т.п. В коммерческих целях культиви­
рование может включать использование любых из множества типов систем для расширения масштаба, 
включая шуттель-аппараты, роллерные флаконы, биореакторы с полыми волокнами, биореакторы с ме­
ханическим перемешиванием, эрлифтные биореакторы, волновые биореакторы и другие.

Условия культивирования клеток также выбираются таким образом, чтобы обеспечить возможность 
связывания фрагмента ФВ со вторым гетерологичным компонентом или белком Ф VIII. Условия, кото­
рые обеспечивают возможность экспрессии фрагмента ФВ и/или белка Ф VIII, могут включать наличие 
источника витамина K. Например, в одном варианте реализации изобретения стабильно трансфициро-
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ванные клетки HEK 293 культивируются в среде CD293 (Инвитроген, Карлсбад, Калифорния) или в сре­
де OptiCHO (Инвитроген, Карлсбад, Калифорния), дополненной 4 мМ глутамина.

В одном аспекте реализации настоящее изобретение относится к способу экспрессии, создания или 
получения фрагмента ФВ, являющегося объектом изобретения, включающему а) трансфекцию клетки- 
хозяина полинуклеотидом, кодирующим фрагмент ФВ, и б) культивирование клетки-хозяина в культу­
ральной среде в условиях, подходящих для экспрессии фрагмента ФВ, при этом фрагмент ФВ экспресси­
руется. В одном варианте реализации изобретение относится к способу получения зрелого белка ФВ или 
его фрагмента, включающему, а) трансфекцию клетки-хозяина первым полинуклеотидом, кодирующим 
белок ФВ или его фрагмент, который сшит с пропептидом ФВ, и вторым полинуклеотидом, кодирую­
щим протеинконвертазу, например PC5, PC7 или фурин, и б) культивирование клетки-хозяина в культу­
ральной среде в условиях, подходящих для экспрессии зрелого белка ФВ или его фрагмента. Полинук­
леотид, кодирующий белок ФВ или его фрагмент, также может быть сшит с препептидом ФВ. Последо­
вательность препептида может отщепляться во время внесения в эндоплазматический ретикулум перед 
секрецией.

В другом аспекте реализации данное изобретение относится к способу экспрессии, создания или 
получения химерного белка, содержащего фрагмент ФВ, связанный или соединенный с гетерологичным 
компонентом белка Ф VIII, включающему а) трансфекцию одной или более клеток-хозяев полинуклео­
тидом или группой полинуклеотидов, кодирующими химерный белок, и б) культивирование клетки- 
хозяина в культуральной среде в условиях, подходящих для экспрессии химерного белка. В одном вари­
анте реализации изобретение относится к способу экспрессии, создания или получения химерного белка, 
включающему а) трансфекцию клетки-хозяина первым полинуклеотидом, кодирующим фрагмент ФВ, 
связанный с гетерологичным компонентом, и вторым полинуклеотидом, кодирующим белок Ф VIII, свя­
занный с гетерологичным компонентом, и б) культивирование клетки-хозяина в культуральной среде в 
условиях, подходящих для экспрессии химерного белка. Первый полинуклеотид и второй полинуклеотид 
могут находиться в одном векторе или в двух векторах. В другом варианте реализации изобретение от­
носится к способу экспрессии, создания или получения химерного белка, включающему а) трансфекцию 
клетки-хозяина первым полинуклеотидом, кодирующим фрагмент ФВ, связанный с гетерологичным 
компонентом, вторым полинуклеотидом, кодирующим белок Ф VIII, связанный с гетерологичным ком­
понентом, и третьим полинуклеотидом, кодирующим протеинконвертазу, и б) культивирование клетки- 
хозяина в культуральной среде в условиях, подходящих для экспрессии химерного белка. В других вари­
антах реализации изобретение относится к способу экспрессии, создания или получения химерного бел­
ка, включающему а) трансфекцию клетки-хозяина первым полинуклеотидом, кодирующим фрагмент 
ФВ, содержащий домен D' и домен D3, связанный с гетерологичным компонентом, вторым полинуклео­
тидом, кодирующим белок Ф VIII, связанный с гетерологичным компонентом, и третьим полинуклеоти­
дом, кодирующим домен D1 и домен D2 ФВ, и б) культивирование клетки-хозяина в культуральной сре­
де в условиях, подходящих для экспрессии химерного белка. В одном варианте реализации изобретения 
первый полинуклеотид, второй полинуклеотид и третий полинуклеотид могут находиться в одном век­
торе или в разных векторах. В другом варианте реализации изобретения первый полинуклеотид и второй 
полинуклеотид могут находиться в одном векторе, а третий полинуклеотид может находиться в другом 
векторе. В других вариантах реализации изобретения первый полинуклеотид и третий полинуклеотид 
могут находиться в одном векторе, а второй полинуклеотид может находиться в другом векторе. В неко­
торых вариантах реализации изобретения второй полинуклеотид и третий полинуклеотид могут нахо­
диться в одном векторе, а первый полинуклеотид может находиться в другом векторе.

В дополнительных вариантах реализации изобретения белковый продукт, содержащий фрагмент 
ФВ или химерный белок, содержащий фрагмент ФВ, секретируется в среду. Среду отделяют от клеток, 
концентрируют, фильтруют, а затем пропускают через две или три колонки для аффинной хроматогра­
фии, например колонку протеина A и одну или более анионообменных колонок.

В определенных аспектах реализации настоящее изобретение относится к полипептиду фрагмента 
ФВ или химерного белка, получаемому описанными в данном тексте способами.

In vitro производство дает возможность для расширения масштаба для получения больших коли­
честв необходимых измененных полипептидов, являющихся объектами данного изобретения. Методы 
культивирования клеток млекопитающих в условиях тканевого культивирования известны в данной об­
ласти техники и включают гомогенное суспензионное культивирование, например, в эрлифтном реакто­
ре или реакторе с механическим перемешиванием для непрерывного культивирования, или культивиро­
вание иммобилизованных или обездвиженных клеток, например, в полых волокнах, микрокапсулах, на 
арагозных микрогранулах или пьезокерамических головках. При необходимости и/или при желании рас­
творы полипептидов могут быть очищены при помощи принятых хроматографических методов, напри­
мер гель-фильтрации, ионообменной хроматографии, хроматографии с гидрофобным взаимодействием 
(ХГВ), хроматографии на ДЭАЭ-целлюлозе или аффинной хроматографии.

Фармацевтический состав.
Составы, содержащие фрагмент ФВ или химерный белок, являющиеся объектами настоящего изо­

бретения, могут содержать подходящий фармацевтически приемлемый носитель. Например, они могут
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содержать наполнители и/или вспомогательные вещества, которые способствуют превращению актив­
ных компонентов в препараты, предназначенные для доставки в место действия.

Фармацевтический состав может быть приготовленным для парентерального введения (т.е. внутри­
венного, подкожного или внутримышечного) при помощи болюсной инъекции. Лекарственная форма 
для инъекции может быть представлена в виде единичной дозировки, например, в ампулах или в много­
дозовых контейнерах с добавлением консерванта. Составы могут иметь вид суспензий, растворов или 
эмульсий на основе масляных или водных растворителей и содержать вспомогательные вещества, такие 
как суспендирующие, стабилизирующие и/или диспергирующие вещества. В альтернативном варианте 
активный ингредиент может находиться в виде порошка для соединения с подходящим растворителем, 
например апирогенной водой.

Подходящие лекарственные формы для парентерального введения также включают водные раство­
ры активных компонентов в водорастворимой форме, например водорастворимые соли. Вдобавок, могут 
применяться суспензии активных компонентов в виде подходящих масляных суспензий для инъекций. 
Подходящие липофильные растворители или среды включают жирные масла, например кунжутное мас­
ло, или эфиры синтетических жирных кислот, например этилолеат или триглицериды. Водные суспензии 
для инъекций могут содержать вещества, которые повышают вязкость суспензии, включая, например, 
натриевую карбоксиметилцеллюлозу, сорбитол и декстран. В некоторых случаях суспензия также может 
содержать стабилизаторы. Также могут использоваться липосомы для инкапсуляции молекул, являю­
щихся объектами данного изобретения, для доставки их в клетки или интерстициальное пространство. 
Примерами фармацевтически приемлемых носителей являются физиологически совместимые раствори­
тели, дисперсионные среды, покрытия, антибактериальные и противогрибковые вещества, изотониче­
ские и замедляющие всасывание вещества, вода, солевой раствор, фосфатно-солевой буферный раствор, 
декстроза, глицерол, этанол и т.п. В некоторых вариантах реализации изобретения состав содержит изо­
тонические вещества, например сахара, полиспирты, такие как маннитол, сорбитол, или хлорид натрия. 
В других вариантах реализации изобретения составы содержат фармацевтически приемлемые вещества, 
такие как смачивающие вещества, или небольшие количества вспомогательных веществ, таких как сма­
чивающие или эмульгирующие вещества, консерванты или буферы, которые повышают срок годности 
или эффективность активных ингредиентов.

Составы, являющиеся объектами данного изобретения, могут находиться в различных формах, 
включая, например, жидкость (например, растворы для инъекций и инфузий), дисперсии, суспензии, по­
лутвердые и твердые дозировочные формы. Предпочтительная форма зависит от способа введения и те­
рапевтического применения.

Состав может быть изготовлен в виде раствора, микроэмульсии, дисперсии, липосомной или другой 
упорядоченной структуры, подходящей для высокой концентрации лекарственного препарата. Стериль­
ные растворы для инъекций можно изготовить путем внесения необходимого количества активного ин­
гредиента в подходящий растворитель, в случае необходимости с одним или комбинацией вышеперечис­
ленных ингредиентов, с последующей фильтрующей стерилизацией. В общем случае дисперсии изготав­
ливают путем внесения активного ингредиента в стерильный растворитель, который содержит базовую 
дисперсную среду и другие необходимые ингредиенты из вышеперечисленных. В случае стерильных 
порошков для изготовления стерильных растворов для инъекций предпочтительными способами изго­
товления являются вакуумная сушка и лиофильная сушка, которая на выходе дает порошок из активного 
ингредиента плюс любой дополнительный необходимый ингредиент из исходного стерильно- 
отфильтрованного раствора. Необходимую текучесть раствора можно сохранить, например, путем при­
менения покрытия, такого как лецитин, путем сохранения необходимого размера частиц в случае дис­
персии и путем применения поверхностно-активных веществ. Пролонгированное всасывание составов 
для инъекций может быть достигнуто путем включения в состав вещества, которое замедляет всасыва­
ние, например, солей моностеарата или желатина.

Активный ингредиент может быть изготовлен так, чтобы иметь форму приспособление для контро­
лируемого высвобождения. Примеры таких лекарственных форм и приспособлений включают импланты, 
трансдермальные пластыри и микроинкапсулированные системы доставки. Могут применяться биораз­
лагаемые, биосовместимые полимеры, например этиленвинилацетат, полиангидриды, полигликолевая 
кислота, коллаген, полиортоэфиры и полилактидная кислота. Способы изготовления таких лекарствен­
ных форм и приспособлений известны в данной области техники. См., например, Sustained and Controlled 
Release Drug Delivery Systems, J.R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., New York, 1978.

Депо лекарственных препаратов для инъекций может быть создано путем образования микроинкап­
сулированных матриц препаратов в биоразлагаемых полимерах, таких как полилактид-полигликолид. В 
зависимости от соотношения препарата и полимера и природы применяемого полимера можно контро­
лировать скорость высвобождения препарата. Другими примерами биоразлагаемых полимеров являются 
полиортоэфиры и полиангидриды. Депо лекарственных препаратов для инъекций может быть изготовле­
но путем заключения препарата в липосомы или микроэмульсии.

В составы могут включаться дополнительные активные соединения. В одном варианте реализации 
фрагмент ФВ или химерный белок, являющиеся объектами данного изобретения, изготавливается вместе
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с другим фактором свертывания крови или его вариантом, фрагментом, аналогом или производным. На­
пример, факторы свертывания крови включают, но не ограничиваются этим, фактор V, фактор VII, фак­
тор VIII, фактор IX, фактор X, фактор XI, фактор XII, фактор XIII, протромбин, фибриноген, фактор 
Виллебранда или рекомбинантный растворимый тканевой фактор (ррТФ) либо активированные формы 
любого из предыдущих веществ. Фактор свертывания крови гемостатического средства также может 
содержать антифибринолитические препараты, например эпсилон-амино-капроновую кислоту, транек- 
самовую кислоту.

Схемы приема лекарственных препаратов можно подобрать таким образом, чтобы они обеспечива­
ли оптимальный необходимый ответ. Например, можно вводить единичную болюсную дозу, можно вво­
дить несколько отдельных доз в течение продолжительного периода или дозы можно пропорционально 
уменьшать или увеличивать как того требует терапевтическая ситуация. Парентеральные составы удобно 
изготавливать в виде единичной дозировки для облегчения введения и постоянства дозировки. См., на­
пример, Remington's Pharmaceutical Sciences (Mack Pub. Co., Easton, Pa. 1980).

Дополнительно к активному соединению жидкая форма дозировки может содержать инертные ин­
гредиенты, такие как вода, этиловый спирт, этилкарбонат, этилацетат, бензиловый спирт, бензилбензоат, 
пропиленгликоль, 1,3-бутиленгликоль, диметилформамид, масла, глицерол, тетрагидрофурфуриловый 
спирт, полиэтиленгликоли и сложные эфиры жирных кислот или сорбитан.

Неограничивающие примеры подходящих фармацевтических носителей также описаны в Reming­
ton's Pharmaceutical Sciences авторства B.W. Martin. Некоторые примеры наполнителей включают крох- 
мал, глюкозу, лактозу, сахарозу, желатин, солод, рис, муку, мел, силиконовый гель, стеарат натрия, гли­
церол моностеарат, тальк, хлорид натрия, сухое обезжиренное молоко, глицерол, пропилен, гликоль, во­
ду, этанол и т.п. Состав также может содержать рН буферные реагенты и смачивающие или эмульги­
рующие вещества.

Для перорального введения фармацевтический состав может иметь форму таблеток или капсул, из­
готовленных стандартными способами. Также состав может быть изготовлен в виде жидкости, например 
сиропа или суспензии. Жидкость может содержать суспендирующие вещества (например, сорбитный 
сироп, производные целлюлозы или гидрогенезированные пищевые жиры), эмульгирующие вещества 
(лецитин или гуммиарабик), неводные растворители (например, миндальное масло, жирные эфиры, эти­
ловый спирт или фракционированные растительные масла) и консерванты (например, метил или пропил- 
п-гидроксибензоаты или сорбиновую кислоту). Препараты также могут содержать ароматизирующие, 
окрашивающие вещества и подсластители. В альтернативном варианте состав может представлять собой 
сухой продукт для соединения с водой либо другим подходящим растворителем.

Для буккального введения состав может иметь форму таблеток или леденцов в соответствии о стан­
дартными протоколами.

Для введения путем ингаляции соединения для применения согласно настоящему изобретению 
обычно доставляются в форме распыляемого аэрозоля с или без наполнителей или в форме спрей- 
аэрозоля из аэрозольной упаковки или ингалятора, в некоторых случаях с пропеллентом, например ди- 
хлордифторметаном, трихлорфторметаном, дихлортетрафтрометаном, двуокисью углерода или другим 
подходящим газом. В случае аэрозольной упаковки единичная дозировка может быть определена, если 
нажатие клапана приводит к выделению дозированного количества вещества. Капсулы и картриджы, к 
примеру, из желатина для использования в ингаляторе или инжекторе можно изготовить с содержанием 
порошкообразной смеси из соединения и подходящей порошковой основы, такой как лактоза или крах­
мал.

Также можно изготовить фармацевтический состав для ректального введения в виде суппозитория 
или микроклизмы с удержанием, например, с содержанием обычных основ для суппозитория, таких как 
кокосовое масло или другие глицериды.

Г енная терапия.
Фрагмент ФВ или содержащий его химерный белок, являющиеся объектами данного изобретения, 

могут продуцироваться in vivo в организме млекопитающего, например пациента-человека, при приме­
нении терапевтически эффективных подходов генной терапии в лечении заболевания или нарушения, 
связанного с кровотечением, выбранного из группы, состоящей из нарушения свертываемости крови, 
гемартроза, мышечного кровотечения, кровотечения в полости рта, кровоизлияния, кровоизлияния в 
мышцы, кровоизлияния в полость рта, травмы, травмы головы, желудочно-кишечного кровотечения, 
внутричерепного кровоизлияния, кровоизлияния в брюшную полость, внутригрудного кровоизлияния, 
перелома костей, кровотечения в центральной нервной системе, кровотечения в заглоточном пространст­
ве, кровотечения в забрюшинном пространстве и кровотечения во влагалище подвздошно-поясничной 
мышцы. В одном варианте реализации изобретения заболевание или нарушение, связанное с кровотече­
нием, является гемофилией. В другом варианте реализации изобретения заболевание или нарушение, 
связанное с кровотечением, является гемофилией A.

Лечение включает введение подходящего фрагмента ФВ или нуклеиновой кислоты, кодирующей 
химерный белок, функционально связанной с подходящей управляющей экспрессией последовательно­
стью. В определенном варианте реализации изобретения эти последовательности включены в вирусный 
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вектор. Подходящие вирусные векторы для указанной генной терапии включают аденовирусные векто­
ры, лентивирусные векторы, бакуловирусные векторы, векторы на основе вируса Эпштейна-Барра, папо- 
вавирусные векторы, векторы на основе вируса осповакцины, векторы на основе вируса простого герпеса 
и аденоассоциированные вирусные (AAB) векторы. Вирусный вектор может являтьться дефектным по 
репликации вирусным вектором. В других вариантах реализации изобретения аденовирусный вектор 
содержит делецию в гене E1 или в гене E3. При применении аденовирусного вектора организм млекопи­
тающего можно не подвергать обработке нуклеиновой кислотой, кодирующей ген селектируемого мар­
кера. В других вариантах реализации изобретения последовательности включены в невирусный вектр, 
известный специалистам в данной области техники.

Способы применения фрагмента ФВ или химерного белка.
Один аспект реализации настоящего изобретения относится к предотвращению или подавлению 

взаимодействия Ф VIII с эндогенным ФВ путем блокирования или экранирования ФВ-связывающего 
участка на Ф VIII от эндогенного ФВ. В одном варианте реализации изобретение относится к способу 
создания белка Ф VIII, который имеет время полужизни большее, чем Ф VIII дикого типа, или мономер­
но-димерного гибрида Ф VIII, при этом способ включает ковалентное соединение дополнительного ком­
понента с белком Ф VIII, тем самым создавая химерный белок, содержащий белок Ф VIII и дополнитель­
ный компонент, причем дополнительный компонент экранирует или предотвращает взаимодействие бел­
ка Ф VIII с эндогенным ФВ. Химерный белок, применяемый в данном способе, включает один или более 
описанных в данном тексте химерных белков.

Другой аспект реализации изобретения включает способ введения нуждающемуся в этом пациенту 
белка Ф VIII, который имеет время полужизни большее, чем Ф VIII дикого типа, или мономерно­
димерного гибрида Ф VIII, который состоит из двух полипептидных цепей, с первой цепью, состоящей 
из аминокислотной последовательности, кодирующей Ф VIII и Fc-область, и второй цепью, состоящей из 
Fc-области, при этом способ включает введение описанного в данном тексте фрагмента ФВ или описан­
ного в данном тексте химерного белка пациенту. Аминокислотная последовательность Ф VIII в моно­
мерно-димерном гибриде может являться последовательностью Ф VIII или Ф VIII дикого типа.

В одном варианте реализации изобретение относится к способу применения вспомогательного ком­
понента, например описанного в данном тексте фрагмента ФВ или химерного белка, содержащего фраг­
мент ФВ, для того, чтобы предотвратить или подавить взаимодействие эндогенного ФВ с белком Ф VIII. 
В другом варианте реализации изобретения белок Ф VIII, который способен взаимодействовать с фраг­
ментом ФВ, является эндогенным Ф VIII. В других вариантах реализации изобретения белок Ф VIII, ко­
торый способен взаимодействовать с фрагментом ФВ, является составом Ф VIII, который вводится паци­
енту отдельно, до или после либо одновременно с фрагментом ФВ или химерным белком, содержащим 
фрагмент ФВ. В других вариантах реализации изобретения белок Ф VIII, который способен связываться 
с фрагментом ФВ, является составом Ф VIII, который вводится пациенту вместе с фрагментом ФВ или 
химерным белком. В других вариантах реализации изобретения белок Ф VIII, который способен связы­
ваться с фрагментом ФВ, является Ф VIII, присутствующим с фрагментом ФВ или соединенным с фраг­
ментом ФВ в химерном белке. Орагмент ФВ или химерный белок, содержащий фрагмент ФВ, связывает­
ся или соединен с белком Ф VIII и, таким образом, продлевает время полужизни белка Ф VIII, связанно­
го с фрагментом ФВ или химерным белком. Белок Ф VIII, связанный с фрагментом ФВ или химерным 
белком экранирован или защищен от процесса выведения ФВ и, таким образом, характерихуется сни­
женным выведением по сравнению с белком Ф VIII, не связанным с фрагментом ФВ или химерным бел­
ком. Таким образом, экранированный белок Ф VIII имеет большее время полужизни чем белок Ф VIII, не 
связанный или не соединенный с фрагментом ФВ или химерным белком. В определенных вариантах ре­
ализации изобретения белок Ф VIII, соединенный с или защищенный фрагментом ФВ или химерным 
белком, являющимися объектами данного изобретения, не выводится клиренс-рецепторами ФВ. В дру­
гих вариантах реализации изобретения белок Ф VIII, соединенный с или защищенный фрагментом ФВ 
или химерным белком, выводится из системы медленнее, чем белок Ф VIII, не соединенный с или не за­
щищенный фрагментом ФВ.

В одном аспекте реализации фрагмент ФВ, являющийся объектом данного изобретения, или содер­
жащий его химерный белок характеризуется сниженным выведением из циркуляции, так как данный 
фрагмент ФВ или химерный белок не содержит участок связывания клиренс-рецепторов ФВ. Фрагмент 
ФВ предотвращает или подавляет выведение из системы Ф VIII, связанного или соединенного с фраг­
ментом ФВ, в процессе очистки ФВ. Применяемые в настоящем изобретении фрагменты ФВ также могут 
обеспечивать по меньшей мере одно или более из ФВ-подобных Ф VIII-защитных свойств, которые 
обеспечиваются эндогенным ФВ. В определенных вариантах реализации изобретения фрагменты ФВ 
также могут маскировать один или более из участков связывания клиренс-рецепторов Ф VIII, тем самым 
предотвращая выведение Ф VIII в процессе его собственной очистки.

В другом аспекте реализации фрагмент ФВ или химерный белок, являющиеся объектами данного 
изобретения, можно применять для лечения или предотвращения заболевания или нарушения, связанно­
го с болезнью Виллебранда (БВ) типа 2N. БВ типа 2N является качественным дефектом ФВ, который 
есть следствие нарушения связывания ФВ с Ф VIII, и в результате приводит к низким уровням циркули-
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рующего Ф VIII. Следовательно, фрагмент ФВ или химерный белок, являющиеся объектами данного
изобретения, путем связывания с или будучи связанными с белком Ф VIII, не только стабилизируют бе­
лок Ф VIII, но также предотвращают выведение белка Ф VIII из циркуляции.

В некоторых вариантах реализации изобретения предотвращение или подавление связывания белка
Ф VIII с эндогенным ФВ фрагментом ФВ или химерным белком может происходить in vitro или in vivo.

Также предложен способ увеличения времени полужизни белка Ф VIII, включающий введение 
фрагмента ФВ или химерного белка, содержащего фрагмент ФВ, и белка Ф VIII нуждающемуся в этом 
пациенту. Время полужизни неактивированного Ф VIII, связанного или соединенного с полноразмерным 
ФВ, в плазме крови составляет от 12 до 14 ч. При БВ типа 3, когда в циркуляции практически отсутству­
ет ФВ, время полужизни Ф VIII составляет всего около 6 ч, что приводит к появлению у таких пациентов 
симптомов легкой или умеренной формы гемофилии A по причине пониженных концентраций Ф VIII. 
Время полужизни белка Ф VIII, связанного или соединенного с фрагментом ФВ, являющимся объектом 
настоящего изобретения, может возрастать по меньшей мере приблизительно в 1,5, 1,6, 1,7, 1,8, 1,9, 2,0, 
2,1, 2,2, 2,3, 2,4, 2,6, 2,7, 2,8, 2,9, 3,0, 3,1, 3,2, 3,3, 3,4, 3,5, 3,6, 3,7, 3,8, 3,9 или 4,0 раза по сравнению со 
временем полужизни неактивированного Ф VIII, связанного или соединенного с полноразмерным ФВ. В 
одном варианте реализации изобретения время полужизни белка Ф VIII, связанного или соединенного с 
фрагментом ФВ в химерном белке возрастает по меньшей мере приблизительно в 2, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 
5,0, 5,5, 6,0, 7, 8, 9 или 10 раз по сравнению со временем полужизни неактивированного Ф VIII, связан­
ного или соединенного с полноразмерным ФВ. В другом варианте реализации изобретения время полу­
жизни белка Ф VIII, связанного или соединенного с фрагментом ФВ в химерном белке возрастает в от 
около 2 до около 5 раз, от около 3 до около 10 раз, от около 5 до около 15 раз, от около 10 до около 20 
раз, от около 15 до около 25 раз, от около 20 до около 30 раз, от около 25 до около 35 раз, от около 30 до 
около 40 раз, от около 35 до около 45 раз по сравнению со временем полужизни неактивированного 
Ф VIII, связанного или соединенного с полноразмерным ФВ. В конкретном варианте реализации изобре­
тения время полужизни белка Ф VIII, связанного или соединенного с фрагментом ФВ в химерном белке, 
возрастает по меньшей мере в около 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 или 40 раз по сравнению со вре­
менем полужизни Ф VIII дикого типа у мышей с двойным Ф VIII- и ФВ-генным нокаутом. В некоторых 
вариантах реализации изобретения время полужизни химерного белка, содержащего фрагмент ФВ, сши­
тый с первым гетерологичным компонентом, например первой Fc-областью, и белок Ф VIII, связанный 
со вторым гетерологичным компонентом, например второй Fc-областью, превышает время полужизни 
химерного белка, содержащего белок Ф VIII и две Fc-области, где белок Ф VIII связан с одной из двух 
Fc-областей (т.е. мономерно-димерный гибрид Ф VIII). В других вариантах реализации изобретения вре­
мя полужизни химерного белка, содержащего фрагмент ФВ, сшитый с первым гетерологичным компо­
нентом, например первой Fc-областью, и белок Ф VIII, связанный со вторым гетерологичным компонен­
том, например второй Fc-областью, превышает по меньшей мере в около 1,5, 2, 2,5, 3,5, 3,6, 3,7, 3,8, 3,9, 
4,0, 4,5 или 5,0 раз время полужизни химерного белка, содержащего белок Ф VIII и две Fc-области, где 
белок Ф VIII связан с одной из двух Fc-областей (т.е. мономерно-димерный гибрид Ф VIII). В некоторых 
вариантах реализации результатом изобретения является продление времени полужизни белка Ф VIII по 
сравнению с белком Ф VIII без фрагмента ФВ или Ф VIII дикого типа. Время полужизни белка Ф VIII по 
меньшей мере в 1,5, по меньшей мере в 2, по меньшей мере в 2,5, по меньшей мере в 3, по меньшей мере 
в 4, по меньшей мере в 5, по меньшей мере в 6, по меньшей мере в 7, по меньшей мере в 8, по меньшей 
мере в 9, по меньшей мере в 10, по меньшей мере в 11 или по меньшей мере в 12 раз больше, чем время 
полужизни белка Ф VIII без фрагмента ФВ. В одном варианте реализации изобретения время полужизни 
Ф VIII приблизительно 1,5-20-кратно, приблизительно 1,5-15-кратно или приблизительно 1,5-10-кратно 
превышает время полужизни Ф VIII дикого типа. В другом варианте реализации изобретения время по­
лужизни Ф VIII продлено в от около 2 до около 10 раз, от около 2 до около 9 раз, от около 2 до около 8 
раз, от около 2 до около 7 раз, от около 2 до около 6 раз, от около 2 до около 5 раз, от около 2 до около 4 
раз, от около 2 до около 3 раз, от около 2,5 до около 10 раз, от около 2,5 до около 9 раз, от около 2,5 до 
около 8 раз, от около 2,5 до около 7 раз, от около 2,5 до около 6 раз, от около 2,5 до около 5 раз, от около 
2,5 до около 4 раз, от около 2,5 до около3 раз, от около 3 до около 10 раз, от около 3 до около 9 раз, от 
около 3 до около 8 раз, от около 3 до около 7 раз, от около 3 до около 6 раз, от около 3 до около 5 раз, от 
около 3 до около 4 раз, от около 4 до около 6 раз, от около 5 до около 7 раз или от около 6 до около 8 раз 
по сравнению с Ф VIII дикого типа или белком Ф VIII без фрагмента ФВ. В других вариантах реализации 
изобретения время полужизни Ф VIII составляет по меньшей мере около 17 ч, по меньшей мере около 18 ч, 
по меньшей мере около 19 ч, по меньшей мере около 20 ч, по меньшей мере около 21 ч, по меньшей мере 
около 22 ч, по меньшей мере около 23 ч, по меньшей мере около 24 ч, по меньшей мере около 25 ч, по
меньшей мере около 26 ч, по меньшей мере около 27 ч, по меньшей мере около 28 ч, по меньшей мере
около 29 ч, по меньшей мере около 30 ч, по меньшей мере около 31 ч, по меньшей мере около 32 ч, по
меньшей мере около 33 ч, по меньшей мере около 34 ч, по меньшей мере около 35 ч, по меньшей мере
около 36 ч, по меньшей мере около 48 ч, по меньшей мере около 60 ч, по меньшей мере около 72 ч, по
меньшей мере около 84 ч, по меньшей мере около 96 ч или по меньшей мере около 108 ч. В других вари­
антах реализации изобретения время полужизни Ф VIII составляет от около 15 ч до около двух недель, от
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около 16 ч до около одной недели, от около 17 ч до около одной недели, от около 18 ч до около одной 
недели, от около 19 ч до около одной недели, от около 20 ч до около одной недели, от около 21 ч до око­
ло одной недели, от около 22 ч до около одной недели, от около 23 ч до около одной недели, от около 24 ч 
до около одной недели, от около 36 ч до около одной недели, от около 48 ч до около одной недели, от 
около 60 ч до около одной недели, от около 24 ч до около шести дней, от около 24 ч до около пяти дней, 
от около 24 ч до около четырех дней, от около 24 ч до около трех дней или от около 24 ч до около двух 
дней.

В некоторых вариантах реализации изобретения среднее время полужизни Ф VIII у пациента со­
ставляет около 15, около 16, около 17, около 18, около 19, около 20, около 21, около 22, около 23, около 
24 ч (1 дня), около 25, около 26, около 27, около 28, около 29, около 30, около 31, около 32, около 33, 
около 34, около 35, около 36, около 40, около 44, около 48 ч (2 дней), около 54, около 60, около 72 ч (3 
дней), около 84, около 96 ч (4 дней), около 108, около 120 ч (5 дней), около шести дней, около семи дней 
(одной недели), около восьми дней, около девяти дней, около 10 дней, около 11 дней, около 12 дней, 
около 13 дней или около 14 дней.

В конкретном варианте реализации время полужизни химерного белка,
являющегося объектом данного изобретения, примерно в два раза больше, чем время полужизни Ф 

VIII дикого типа или Ф VIII с удаленным B-доменом. В другом варианте реализации изобретения время 
полужизни химерного белка примерно в три раза больше, чем время полужизни Ф VIII дикого типа или 
Ф VIII с удаленным B-доменом.

В изобретении дополнительно предложен способ лечения или предотвращения заболевания или на­
рушения, связанного с кровотечением, включающий введение эффективного количества фрагмента ФВ 
или химерного белка (например, химерного белка, содержащего фрагмент ФВ, связанный с первым гете­
рологичным компонентом, например первой Fc-областью, и белок Ф VIII, связанный со вторым гетеро­
логичным компонентом, например второй Fc-областью, где фрагмент ФВ связан или соединен с белком 
Ф VIII). В одном варианте реализации изобретения заболевание или нарушение, связанное с кровотече­
нием, выбрано из группы, состоящей из нарушения свертываемости крови, гемартроза, мышечного кро­
вотечения, кровотечения в полости рта, кровоизлияния, кровоизлияния в мышцы, кровоизлияния в по­
лость рта, травмы, травмы головы, желудочно-кишечного кровотечения, внутричерепного кровоизлия­
ния, кровоизлияния в брюшную полость, внутригрудного кровоизлияния, перелома костей, кровотечения 
в центральной нервной системе, кровотечения в заглоточном пространстве, кровотечения в забрюшин­
ном пространстве и кровотечения во влагалище подвздошно-поясничной мышцы. В конкретном вариан­
те реализации изобретения заболевание или нарушение, связанное с кровотечением, является гемофили­
ей A.

Для специалиста в данной области техники будет очевидно, что фрагмент ФВ и химерный белок, 
содержащий дополнительный компонент, например описанный в данном тексте фрагмент ФВ, и белок Ф 
VIII, изготовленный согласно изобретению, имеют много применений, включая, но не ограничиваясь 
этим, способы лечения пациента с нарушением гемостатики и способы лечения нуждающегося в общем 
гемостатическом средстве пациента. В одном варианте реализации изобретение относится к способу ле­
чения пациента с нарушением гемостатики, включающему введение пациенту терапевтически эффектив­
ного количества фрагмента ФВ или химерного белка.

Часть белка Ф VIII в составе химерного белка излечивает или предотвращается нарушение гемоста­
тики, выполняя роль кофактора фактору IX на негативно заряженной фосфолипидной поверхности, обра­
зуя, тем самым, комплекс Хазы. Связывание активированных факторов свертывания крови с фосфоли­
пидной поверхностью локализирует этот процесс на поврежденных участках сосуда. На фосфолипидной 
поверхности фактор VIIIa повышает максимальную скорость активации фактора X фактором I Xa при­
близительно в 200000 раз, что приводит к второй большой волне образования тромбина.

Химерный белок, содержащий дополнительный компонент, например фрагмент ФВ, и белок Ф VIII, 
можно применять для лечения любого нарушения гемостатики. Нарушения гемостатики, которые могут 
лечиться введением химерного белка, являющегося объектом данного изобретения, включают, но не ог­
раничиваются этим, гемофилию A, а также дефицит или структурные аномалии в отношении фактора 
VIII. В одном варианте реализации изобретения нарушение гемостатики является гемофилией A.

Химерный белок, содержащий дополнительный компонент, например фрагмент ФВ, и белок Ф VIII, 
можно применять профилактически для лечения пациента с нарушением гемостатики. Химерный белок, 
являющийся объектом данного изобретения, можно применять для лечения острых случаев кровотечения 
у пациента с нарушением гемостатики. В другом варианте реализации изобретения нарушение гемоста­
тики может быть результатом дефективности фактора свертывания крови, например фактора Виллебран­
да. В одном варианте реализации изобретения нарушение гемостатики является наследственным нару­
шением. В другом варианте реализации изобретения нарушение гемостатики является приобретенным 
нарушением. Приобретенное нарушение может являться следствием первопричинного заболевания или 
состояния. Состоянием, не связанным с заболеванием, в качестве примера, но не ограничения, может 
являться рак, аутоиммунное заболевание или беременность. Приобретенное нарушение может являться 
следствием преклонного возраста или медикаментозного лечения первопричинного заболевания (напри­
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мер, химиотерапии при раке).
Изобретение также относится к способам лечения пациента, который не имеет врожденного нару­

шения гемостатики, но имеет первопричинное заболевание или состояние, которое приводит к появле­
нию нарушения гемостатики, например, вследствие выработки антител к Ф VIII или хирургической опе­
рации. Таким образом, изобретение относится к способу лечения нуждающегося в общем гемостатиче­
ском средстве пациента, включающему введение пациенту терапевтически эффективного количества 
химерного белка, содержащего фрагмент ФВ и белок Ф VIII, изготовленного согласно представленным 
способам.

Настоящее изобретение также относится к способам снижения иммуногенности Ф VIII или индуци­
рования меньшей иммуногенности против Ф VIII, включающим введение эффективного количества опи­
санного в данном тексте фрагмента ФВ, описанных в данном тексте химерных белков или кодирующих 
их полинуклеотидов.

В одном варианте реализации изобретения пациенту, нуждающемуся в общем гемостатическом 
средстве, проводят или собираются проводить хирургическую операцию. Химерный белок, содержащий 
фрагмент ФВ и белок Ф VIII, можно применять до, во время или после хирургической операции в каче­
стве профилактики. Химерный белок, содержащий фрагмент ФВ и белок Ф VIII, можно применять до, во 
время или после хирургической операции для контролирования острых случаев кровотечения.

Химерный белок, содержащий фрагмент ФВ и белок Ф VIII, можно применять для лечения острых 
случаев кровотечения у пациента без нарушениея гемостатики. Острые случаи кровотечения могут яв­
ляться следствием тяжелой травмы, например хирургической операции, автомобильной катастрофы, ра­
нения, проникающего огнестрельного ранения или любого травматического происшествия, которое при­
водит к неконтролируемому кровотечению. Неограничивающие примеры случаев кровотечения вклю­
чают нарушение свертываемости крови, гемартроз, мышечное кровотечение, кровотечение в полости 
рта, кровоизлияние, кровоизлияние в мышцы, кровоизлияние в полость рта, травмы, травмы головы, же­
лудочно-кишечное кровотечение, внутричерепное кровоизлияние, кровоизлияние в брюшную полость, 
внутригрудное кровоизлияние, переломы костей, кровотечение в центральной нервной системе, кровоте­
чение в заглоточном пространстве, кровотечение в забрюшинном пространстве, кровотечение во влага­
лище подвздошно-поясничной мышцы и любые их комбинации.

При профилактических применениях один или более составов, содержащих химерный белок или 
фрагмент ФВ, являющиеся объектами данного изобретения, либо их смесь вводят пациенту, у которого 
еще не наблюдается болезненного состояния, для того, чтобы повысить устойчивость пациента или об­
легчить симптомы, связанные с заболеванием или нарушением. Такое количество препарата определяет­
ся как "эффективная профилактическая доза". При терапевтических применениях иногда требуется отно­
сительно высокая дозировка (например, от 1 до 400 мг/кг полипептида на дозу, при этом дозировки в 
диапазоне от 5 до 25 мг являются более общеупотребимыми для радиоиммуноконьюгатов и более высо­
кие дозы для полипептидов, модифицированных цитотоксичными препаратами) при относительно ко­
ротких интервалах до того времени, пока прогрессирование заболевания снизится или закончится, и пока 
у пациента не появятся признаки частичного либо полного уменьшения интенсивности симптомов забо­
левания. После этого пациент может быть переведен на профилактический режим.

В некоторых вариантах реализации химерный белок, фрагмент ФВ или состав, являющиеся объек­
тами данного изобретения, применяются для лечения по требованию, которое включает лечение случая 
кровотечения, гемартроза, мышечного кровотечения, кровотечения в полости рта, кровоизлияния, крово­
излияния в мышцы, кровоизлияния в полость рта, травмы, травмы головы, желудочно-кишечного крово­
течения, внутричерепного кровоизлияния, кровоизлияния в брюшную полость, внутригрудного кровоиз­
лияния, перелома костей, кровотечения в центральной нервной системе, кровотечения в заглоточном 
пространстве, кровотечения в забрюшинном пространстве или кровотечения во влагалище подвздошно­
поясничной мышцы. Пациент может нуждаться в оперативной профилактике, периоперативной терапии 
или лечении для осуществления хирургической операции. Такие хирургические операции включают, 
например, малые хирургические операции, обширные хирургические операции, удаление зубов, тонзи­
лэктомию, паховое грыжесечение, синовэктомию, полную замену коленного сустава, краниотомию, ос­
теосинтез, травматическую хирургию, внутричерепную хирургию, внутрибрюшинную хирургию, внут- 
ригрудную хирургию или операции по протезированию суставов.

В одном варианте реализации изобретения химерный белок, содержащий фрагмент ФВ и белок 
Ф VIII, вводится внутривенно, подкожно, внутримышечно или через любую слизистую поверхность, на­
пример, перорально, подъязычно, буккально, назально, ректально, вагинально или через легочные дыха­
тельные пути. Химерный белок, содержащий фрагмент ФВ и белок Ф VIII, может находиться в составе 
или быть связанным с биополимерным твердофазным носителем, что дает возможность медленного вы­
свобождения химерного белка в месте кровотечения, или находиться в составе пропитки банда- 
жа/повязки. Дозировка химерного белка, содержащего фрагмент ФВ и белок Ф VIII, будет варьироваться 
в зависимости от пациента и от конкретно применяемого способа введения. Дозировки могут находиться 
в диапазоне от 0,1 до 100000 мкг/кг массы тела. В одном варианте реализации изобретения диапазон до­
зировок составляет 0,1-1000 мкг/кг. В другом варианте реализации изобретения диапазон дозировок со­
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ставляет 0,1-500 мкг/кг. Белок может вводиться в непрерывном режиме или через определенные времен­
ные интервалы. Для определения оптимальных диапазонов дозировок и/или графиков введения препара­
тов можно применять методы in vitro аналитики. Методы in vitro аналитики для измерения активности 
фактора свертывания крови известны в данной области техники, например это анализ коагулирующей 
активности VIIa-rTF STA-CLOT или анализ коагулирующей активности РОТЭМ. Вдобавок, эффектив­
ные дозировки могут быть экстраполированы из кривых доза-ответ, полученных при испытаниях на жи­
вотных моделях, например на собаках с гемофилией (Mount et al. 2002, Blood 99(8):2670).

После детального описания настоящего изобретения его содержание станет более понятным с от­
сылкой на нижеприведенные примеры, которые включены в данный текст исключительно в иллюстра­
тивных целях и не ограничивают данное изобретение. Все патенты и публикации, упоминаемые в дан­
ном тексте, включены в прямой форме посредством ссылки.

Примеры
Во всех примерах, если не указано иное, применяли нижеприведенные материалы и способы.
Материалы и способы.
В общем случае в осуществлении настоящего изобретения применяют, если не указано иное, обще­

принятые методы химии, биофизики, молекулярной биологии, рекомбинантной ДНК-технологии, имму­
нологии (в частности, например, технологии антител) и стандартные методы электрофореза. См., напри­
мер, Sambrook, Fritsch and Maniatis, Molecular Cloning: Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989); Anti­
body Engineering Protocols (Methods in Molecular Biology), 510, Paul, S., Humana Pr (1996); Antibody Engi­
neering: A Practical Approach (Practical Approach Series, 169), McCafferty, Ed., Irl Pr (1996); Antibodies: A 
Laboratory Manual, Harlow et al., CS.H.L. Press, Pub. (1999); и Current Protocols in Molecular Biology, eds. 
Ausubel et al., John Wiley & Sons (1992).

Пример 1. Клонирование различных доменов ФВ (фиг. 1).
(а) Клонирование pSYN-ФВ-001, 002, 003 и 004.
pSYN-ФВ от 001 до 004 содержат нуклеотидные последовательности, кодирующие фрагменты ФВ, 

которыми являются аминокислоты 1-276 (001), аминокислоты 1-477 (002), аминокислоты 1-511 (003) и 
аминокислоты 1-716 (004) белковой последовательности ФВ-В'В3А. Следующая нумерация аминокис­
лот представляет последовательность зрелого ФВ без пропептида и соответствует аминокислотам 764­
1039 (001), аминокислотам 764-1240 (002), аминокислотам 764-1274 (003) и аминокислотам 764-1479 
(004) из SEQ ID NO: 2 соответственно. Все четыре конструкции содержат сигнальный пептид Ф VIII при 
N-конце, что делает возможной необходимую секрецию синтезированного белка, за которым следует 
метка 6xHis при C-конце, которая используется для очистки белка. Вышеприведенные конструкции син­
тезировали при помощи следующих комбинаций праймеров:

pSYNOB-OOl:

ESC48- Прям. - ΦΒ-D'DS с сигналом VIII и сайтом BsiWl
TCGCGACGTACGGCCGCCACCATGCAAATAGAGCTCTCCACCTGCTTCTTTCTGTGC
CTTTTGCGATTCTGCTTTAGCCTATCCTGTCGGCCCCCCATG(SEQIDNO: 57)

ESC50- Обрати.- ФВ- частичный D'D3 (аминокислоты 1-276) с сайтом 6 His и Notl
TGACCTCGAGCGGCCGCTCAGTGGTGATGGTGATGATGCAGAGGCACTTTTCTGGTG
TCAGCACACTG(SEQIDNO: 58)

pSYN ФВ- 002:
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ESC48- Прям. - ΦΒ-D'DS с сигналом VIII и сайтом BsiWl
TCGCGACGTACGGCCGCCACCATGCAAATAGAGCTCTCCACCTGCTTCTTTCTGTGC
cttttgcgattctgctttagcctatcctgtcggccccccatg(SEQIDNO: 59)

ESC51- Обрати,- ФВ D'D3 (аминокислоты 1-477) с сайтом 6 His и Notl
TGACCTCGAGCGGCCGCTCAGTGGTGATGGTGATGATGCGGCTCCTGGCAGGCTTCA
caggtgaggttgacaac(SEQIDNO: 60)

ρ8ΥΝΦΒ-003:

ESC48- Прям. - ΦΒ-D'DS с сигналом VIII и сайтом BsiWl
TCGCGACGTACGGCCGCCACCATGCAAATAGAGCTCTCCACCTGCTTCTTTCTGTGC
cttttgcgattctgctttagcctatcctgtcggccccccatg(SEQIDNO: 61)
ESC52- Обрати.-ΦΒ-D'DS PartialAl (аминокислоты 1-511) с сайтом 6 His и Notl
TGACCTCGAGCGGCCGCTCAGTGGTGATGGTGATGATGCCTGCTGCAGTAGAAATCG
TGCAACGGCGGTTC(SEQIDNO: 62)

pSYN ФВ- 004:

ESC48- Прям. - ΦΒ-D'DS с сигналом VIII и сайтом BsiWl
TCGCGACGTACGGCCGCCACCATGCAAATAGAGCTCTCCACCTGCTTCTTTCTGTGC
CTTTTGCGATTCTGCTTTAGCCTATCCTGTCGGCCCCCCATG(SEQIDNO:63)
Е8С53-Обратн,- ΦΒ-D'DSAl (аминокислоты 1-716) с сайтом 6 His и Notl
TGACCTCGAGCGGCCGCTCAGTGGTGATGGTGATGATGGCCCACAGTGACTTGTGCC
ATGTGGGG(SEQIDNO: 64)

Предполагается, что белки из конструкций ФВ-001, 002, 003 и 004 существуют в виде мономера.
Реакцию ПЦР проводили в 50 мкл с комбинациями праймеров ESC 48/ESC50, ESC 48/ESC51, ESC 

48/ESC52, ESC48/ESC53 и полноразмерной ФВ-плазмидой в качестве матрицы, используя двухэтапный 
цикл ПЦР-амплификации: 94°C 2 мин; 21 цикл с (96°C 30 с, 68°C 2 мин). Полосы правильного размера 
(~960 п.н.о. для ФВ-001; 1460 для ФВ-002, 1520 п.н.о. для ФВ-003; и 2150 п.н.о. для ФВ-004) очищали 
гелем при помощи Gel Extraction kit (Киаген (Qiagen), Валенсия, Калиф.) и клонировали в сайты рест­
рикции BsiWI и Notl пцДНК 4 для получения pSYN-ФВ-001,002,003 и 004 соответственно.

(б) Клонирование pSYN-ФВ-006.
pSYN-ФВ-006 содержит домен D1D2D'D3-CK (от англ. "cysteine knot") ФВ.
Для клонирования этой конструкции использовали синтез фрагмента ДНК, содержащего часть до­

мена D3 и домена CK (Genscript - идентификационный номер последовательности 122026, показано ни­
же). Фрагмент конструкции Genscript субклонировали в расщепленную BamH1/EcoRV pSYN-ФВ 008, 
т.е. вектор, кодирующий полноразмерный ФВ.

Genscript - номер последовательности 122026 (SEQ ID NO: 65).
GGATCCTAGTGGGGAATAAGGGATGCAGCCACCCCTCAGTGAAATGCAAGAAACGGGTCACCATCCTGGTG 
GAGGGAGGAGAGATTGAGCTGTTTGACGGGGAGGTGAATGTGAAGAGGCCCATGAAGGATGAGACTCACTT 
TGAGGTGGTGGAGTCTGGCCGGTACATCATTCTGCTGCTGGGCAAAGCCCTCTCCGTGGTCTGGGACCGCC 
ACCTGAGCATCTCCGTGGTCCTGAAGCAGACATACCAGGAGAAAGTGTGTGGCCTGTGTGGGAATTTTGAT 
GGCATCCAGAACAATGACCTCACCAGCAGCAACCTCCAAGTGGAGGAAGACCCTGTGGACTTTGGGAACTC 
CTGGAAAGTGAGCTCGCAGTGTGCTGACACCAGAAAAGTGCCTCTGGACTCATCCCCTGCCACCTGCCATA 
ACAACATCATGAAGCAGACGATGGTGGATTCCTCCTGTAGAATCCTTACCAGTGACGTCTTCCAGGACTGC  
AACAAGCTGGTGGACCCCGAGCCATATCTGGATGTCTGCATTTACGACACCTGCTCCTGTGAGTCCATTGG 
GGACTGCGCCTGCTTCTGCGACACCATTGCTGCCTATGCCCACGTGTGTGCCCAGCATGGCAAGGTGGTGA 
CCTGGAGGACGGCCACATTGTGCCCCCAGAGCTGCGAGGAGAGGAATCTCCGGGAGAACGGGTATGAGTGT 
GAGTGGCGCTATAACAGCTGTGCACCTGCCTGTCAAGTCACGTGTCAGCACCCTGAGCCACTGGCCTGCCC 
TGTGCAGTGTGTGGAGGGCTGCCATGCCCACTGCCCTCCAGGGAAAATCCTGGATGAGCTTTTGCAGACCT 
GCGTTGACCCTGAAGACTGTCCAGTGTGTGAGGTGGCTGGCCGGCGTTTTGCCTCAGGAAAGAAAGTCACC 
TTGAATCCCAGTGACCCTGAGCACTGCCAGATTTGCCACTGTGATGTTGTCAACCTCACCTGTGAAGCCTG 
CCAGGAGCCGGGAGGCCTGGTGGTGCCTCCCACAGATGCCCCGGTGAGCCCCACCACTCTGTATGTGGATG 
AGACGCTCCAGGATGGCTGTGATACTCACTTCTGCAAGGTCAATGAGAGAGGAGAGTACTTCTGGGAGAAG 
AGGGTCACAGGCTGCCCACCCTTTGATGAACACAAGTGTCTTGCTGAGGGAGGTAAAATTATGAAAATTCC  
AGGCACCTGCTGTGACACATGTGAGGAGCCTGAGTGCAACGACATCACTGCCAGGCTGCAGTATGTCAAGG 
TGGGAAGCTGTAAGTCTGAAGTAGAGGTGGATATC
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(в) Клонирование pSYN-OB-009, 010, 011, 012 и 013.
Конструкция pSYN ФВ-008 содержит последовательность полноразмерного ФВ в пцДНК 3.1 (ами­

нокислоты 1-2813 из SEQ ID NO: 2). Она содержит пропептид длиной в 763 аминокислоты (т.е. домены 
D1D2), за которым следует остальная последовательность из 2050 аминокислот зрелого ФВ. pSYN-ФВ- 
009, 010, 011 и 012 содержат одинаковые кодирующие последовательности, как и ФВ-001, 002, 003 и 004 
соответственно, но дополнительно содержат домены D1D2 (пропептида ФВ) при N-конце вместо сиг­
нального пептида Ф VIII. pSYN ФВ-008 содержит сайт BamH1 в Arg907 и сайт Not1 в конце кодирующей 
области (после стоп-кодона). pSYN-ФB-008, 001, 002, 003 и 004 расщепляли рестрикционными фермен­
тами BamH1 и Not1. Вставки из pSYN-ФB-001 (423 п.н.о.), pSYN-ФB-002 (1026 п.н.о.), pSYN-ФB-003 
(1128 п.н.о.) и pSYN-ФB-004 (1743 п.н.о.) были лигированы в расщепленную bamH1/Not1 pSYN-ФB-008 
(8242 п.н.о.), чтобы получить pSYN-ФB-009 (D1D2D'D3: аминокислоты 1-1039 из SEQ ID NO: 2); pSYN- 
ФВ-010 (D1D2DD3: аминокислоты 1-1240 из SEQ ID NO: 2); pSYN-ФB-011 (D1D2D'D3: аминокислоты 
1-1274 из SEQ ID NO: 2); pSYN-ФB-012 (D1D2D'D3: аминокислоты 1-1479). Все 4 конструкции содержат 
метку 6xHis при C-конце. В трансфицированных клетках pSYN-ФB-009, 010, 011 и 012 синтезируются с 
пропептидом, но вследствие внутриклеточного процессинга секретируемые продукты не содержат про- 
пептид (D1D2). Белок, экспрессируемый из конструкции ФВ-009, существует в виде мономера, а белки, 
экспрессируемые из конструкции ФВ-010, 011 и 012, как предполагается, существуют в виде димеров, 
как показано на фиг. 6 и 7, где в качестве примеров взяты соответственно ФВ-009 и ФВ-010.

pSYN-ФВ^Ю использовали для получения pSYN-ФВ^З, которая содержит две точечные мутации 
в C336A и C379A, соответствующие SEQ ID NO: 73 (нумерация аминокислот представляет последова­
тельность зрелого ФВ без ФВ последовательности 2 доменов D1D2). Эти мутации должны предотвра­
щать димеризацию домена D'D3 ФВ.

(г) Клонирование pSYN-ФB-025 и 029.
pSYN-ФB-025 содержит D1D2DD3 последовательности дикого типа полноразмерного ФВ в векто­

ре pLIVE, в то время как pSYN-ФB-029 содержит домены D1D2D'D3 с мутациями C336A/C379A в век­
торе pLIVE. Для клонирования pSYN-ФB-025 и 029 использовали следующие комбинации праймеров:

ESC 89-прям. с сайтом Nhel=CTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCCG(SEQIDNO: 66)
ESC 91-обрати, с Sal 1=
CTGGATCCCGGGAGTCGACTCGTCAGTGGTGATGGTGATGATG(SEQIDNO: 67)
Реакцию ПЦР проводили в 50 мкл с комбинациями праймеров ESC 89/ESC91 и плазмидами pSYN- 

ФВ-010 (для pSYN-ФB-025) или pSYN-ФВ^З (для pSYN-ФB-029) в качестве матрицы, используя трех­
этапный цикл ПЦР-амплификации: 94°C 2 мин; 21 цикл с (96°C 30 с, 55°C 30 с, 68°C 4 мин). Полосу с 
ожидаемым размером (~3800 п.н.о.) очищали гелем при помощи Gel Extraction kit (Киаген (Qiagen), Ва­
ленсия, Калиф.) и клонировали в рестрикционные сайты Nhe1 и Sal1 вектора pLIVE-Mirus (Инвитроген, 
Карлсбад, Калиф.) для получения pSYN-ФB-025 и 029.

(д) Клонирование pSYN-ФВ^З 1.
pSYN-ФB-031 является D1D2D'D3 (C336A/C379A)-Fc конструкцией, которая содержит тромбин- 

отщепляемый линкер длиной в 48 аминокислот (8х GGGGS (SEQ ID NO: 110) + тромбин-сайт) между 
последовательностями ФВ D1D2D'D3 (C336A/C379A) и Fc. Для создания этой конструкции область ФВ- 
Fc амплифицировали из конструкции pSYN-Ф VIII-064 (см. нижеприведенную конструкцию Ф VIII-ФВ). 
pSYN-Ф VIII-ФВ расщепляли Xba1 и Nhe1. Полученную область вставки в 4165 п.н.о., содержащую 
фрагмент ФВ и Fc-область, использовали в качестве матрицы для амплификации ФВ и Fc-области при 
помощи комбинаций праймеров LW 22/LW23.

LW 22-ПРЯМ.-ФВ-О'ОЗ с сигнальными последовательностями ФУШ и сайтом BsiWl

GCGCCGGCCGTACGATGC/kAATAGAGCTCTCCACCTGCTTCTTTCTGTGCCTTTTGC
GATTCTGCTTTAGCCTATCCTGTCGGCCCCCCATG(SEQIDNO: 68)

LW 23-Обратн,- Fc co стоп-кодоном и сайтом Notl

TCATCAATGTATCTTATCATGTCTGAATTCGCGGCCGCTCATTTACC(SEQIDNO:
69)
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Нуклеотидная последовательность ФВ 031 (SEQ ID NO: 108).
1 ATGATTCCTGCCAGATTTGCCGGGGTGCTGCTTGCTCTGGCCCTCATTTT

51 GCCAGGGACCCTTTGTGCAGAAGGAACTCGCGGCAGGTCATCCACGGCCC
101 GATGCAGCCTTTTCGGAAGTGACTTCGTCAACACCTTTGATGGGAGCATG
151 TACAGCTTTGCGGGATACTGCAGTTACCTCCTGGCAGGGGGCTGCCAGAA
201 ACGCTCCTTCTCGATTATTGGGGACTTCCAGAATGGCAAGAGAGTGAGCC
251 TCTCCGTGTATCTTGGGGAATTTTTTGACATCCATTTGTTTGTCAATGGT
301 ACCGTGACACAGGGGGACCAAAGAGTCTCCATGCCCTATGCCTCCAAAGG
351 GCTGTATCTAGAAACTGAGGCTGGGTACTACAAGCTGTCCGGTGAGGCCT
401 ATGGCTTTGTGGCCAGGATCGATGGCAGCGGCAACTTTCAAGTCCTGCTG
451 TCAGACAGATACTTCAACAAGACCTGCGGGCTGTGTGGCAACTTTAACAT
501 CTTTGCTGAAGATGACTTTATGACCCAAGAAGGGACCTTGACCTCGGACC
551 CTTATGACTTTGCCAACTCATGGGCTCTGAGCAGTGGAGAACAGTGGTGT
601 GAACGGGCATCTCCTCCCAGCAGCTCATGCAACATCTCCTCTGGGGAAAT
651 GCAGAAGGGCCTGTGGGAGCAGTGCCAGCTTCTGAAGAGCACCTCGGTGT
701 TTGCCCGCTGCCACCCTCTGGTGGACCCCGAGCCTTTTGTGGCCCTGTGT
751 GAGAAGACTTTGTGTGAGTGTGCTGGGGGGCTGGAGTGCGCCTGCCCTGC
801 CCTCCTGGAGTACGCCCGGACCTGTGCCCAGGAGGGAATGGTGCTGTACG
851 GCTGGACCGACCACAGCGCGTGCAGCCCAGTGTGCCCTGCTGGTATGGAG
901 TATAGGCAGTGTGTGTCCCCTTGCGCCAGGACCTGCCAGAGCCTGCACAT
951 CAATGAAATGTGTCAGGAGCGATGCGTGGATGGCTGCAGCTGCCCTGAGG

1001 GACAGCTCCTGGATGAAGGCCTCTGCGTGGAGAGCACCGAGTGTCCCTGC
1051 GTGCATTCCGGAAAGCGCTACCCTCCCGGCACCTCCCTCTCTCGAGACTG
1101 CAACACCTGCATTTGCCGAAACAGCCAGTGGATCTGCAGCAATGAAGAAT
1151 GTCCAGGGGAGTGCCTTGTCACTGGTCAATCCCACTTCAAGAGCTTTGAC
1201 AACAGATACTTCACCTTCAGTGGGATCTGCCAGTACCTGCTGGCCCGGGA
1251 TTGCCAGGACCACTCCTTCTCCATTGTCATTGAGACTGTCCAGTGTGCTG
1301 ATGACCGCGACGCTGTGTGCACCCGCTCCGTCACCGTCCGGCTGCCTGGC
1351 CTGCACAACAGCCTTGTGAAACTGAAGCATGGGGCAGGAGTTGCCATGGA
1401 TGGCCAGGACATCCAGCTCCCCCTCCTGAAAGGTGACCTCCGCATCCAGC
1451 ATACAGTGACGGCCTCCGTGCGCCTCAGCTACGGGGAGGACCTGCAGATG
1501 GACTGGGATGGCCGCGGGAGGCTGCTGGTGAAGCTGTCCCCCGTCTATGC
1551 CGGGAAGACCTGCGGCCTGTGTGGGAATTACAATGGCAACCAGGGCGACG
1601 ACTTCCTTACCCCCTCTGGGCTGGCGGAGCCCCGGGTGGAGGACTTCGGG
1651 AACGCCTGGAAGCTGCACGGGGACTGCCAGGACCTGCAGAAGCAGCACAG
1701 CGATCCCTGCGCCCTCAACCCGCGCATGACCAGGTTCTCCGAGGAGGCGT
1751 GCGCGGTCCTGACGTCCCCCACATTCGAGGCCTGCCATCGTGCCGTCAGC
1801 CCGCTGCCCTACCTGCGGAACTGCCGCTACGACGTGTGCTCCTGCTCGGA
1851 CGGCCGCGAGTGCCTGTGCGGCGCCCTGGCCAGCTATGCCGCGGCCTGCG
1901 CGGGGAGAGGCGTGCGCGTCGCGTGGCGCGAGCCAGGCCGCTGTGAGCTG
1951 AACTGCCCGAAAGGCCAGGTGTACCTGCAGTGCGGGACCCCCTGCAACCT
2001 GACCTGCCGCTCTCTCTCTTACCCGGATGAGGAATGCAATGAGGCCTGCC
2051 TGGAGGGCTGCTTCTGCCCCCCAGGGCTCTACATGGATGAGAGGGGGGAC
2101 TGCGTGCCCAAGGCCCAGTGCCCCTGTTACTATGACGGTGAGATCTTCCA
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2151 GCCAGAAGACATCTTCTCAGACCATCACACCATGTGCTACTGTGAGGATG
2201 GCTTCATGCACTGTACCATGAGTGGAGTCCCCGGAAGCTTGCTGCCTGAC
2251 GCTGTCCTCAGCAGTCCCCTGTCTCATCGCAGCAAAAGGAGCCTATCCTG
2301 TCGGCCCCCCATGGTCAAGCTGGTGTGTCCCGCTGACAACCTGCGGGCTG
2351 AAGGGCTCGAGTGTACCAAAACGTGCCAGAACTATGACCTGGAGTGCATG
2401 AGCATGGGCTGTGTCTCTGGCTGCCTCTGCCCCCCGGGCATGGTCCGGCA
2451 TGAGAACAGATGTGTGGCCCTGGAAAGGTGTCCCTGCTTCCATCAGGGCA
2501 AGGAGTATGCCCCTGGAGAAACAGTGAAGATTGGCTGCAACACTTGTGTC
2551 TGTCGGGACCGGAAGTGGAACTGCACAGACCATGTGTGTGATGCCACGTG
2601 CTCCACGATCGGCATGGCCCACTACCTCACCTTCGACGGGCTCAAATACC
2651 TGTTCCCCGGGGAGTGCCAGTACGTTCTGGTGCAGGATTACTGCGGCAGT
2701 AACCCTGGGACCTTTCGGATCCTAGTGGGGAATAAGGGATGCAGCCACCC
2 7 51 CT CAGT GAAAT GCAAGAAACGGGT CAC CAT C CT GGT GGAGGGAGGAGAGA
2801 TTGAGCTGTTTGACGGGGAGGTGAATGTGAAGAGGCCCATGAAGGATGAG
2851 ACTCACTTTGAGGTGGTGGAGTCTGGCCGGTACATCATTCTGCTGCTGGG
2901 CAAAGCCCTCTCCGTGGTCTGGGACCGCCACCTGAGCATCTCCGTGGTCC
2951 TGAAGCAGACATACCAGGAGAAAGTGTGTGGCCTGTGTGGGAATTTTGAT
3001 GGCATCCAGAACAATGACCTCACCAGCAGCAACCTCCAAGTGGAGGAAGA
3051 CCCTGTGGACTTTGGGAACTCCTGGAAAGTGAGCTCGCAGTGTGCTGACA
3101 CCAGAAAAGTGCCTCTGGACTCATCCCCTGCCACCTGCCATAACAACATC
3151 ATGAAGCAGACGATGGTGGATTCCTCCTGTAGAATCCTTACCAGTGACGT
3201 CTTCCAGGACTGCAACAAGCTGGTGGACCCCGAGCCATATCTGGATGTCT
3251 GCATTTACGACACCTGCTCCTGTGAGTCCATTGGGGACTGCGCCGCATTC
3301 TGCGACACCATTGCTGCCTATGCCCACGTGTGTGCCCAGCATGGCAAGGT
3351 GGTGACCTGGAGGACGGCCACATTGTGCCCCCAGAGCTGCGAGGAGAGGA
3401 ATCTCCGGGAGAACGGGTATGAGGCTGAGTGGCGCTATAACAGCTGTGCA
3451 CCTGCCTGTCAAGTCACGTGTCAGCACCCTGAGCCACTGGCCTGCCCTGT
3501 GCAGTGTGTGGAGGGCTGCCATGCCCACTGCCCTCCAGGGAAAATCCTGG
3551 ATGAGCTTTTGCAGACCTGCGTTGACCCTGAAGACTGTCCAGTGTGTGAG
3601 GTGGCTGGCCGGCGTTTTGCCTCAGGAAAGAAAGTCACCTTGAATCCCAG
3651 TGACCCTGAGCACTGCCAGATTTGCCACTGTGATGTTGTCAACCTCACCT
3701 GTGAAGCCTGCCAGGAGCCGATATCTGGCGGTGGAGGTTCCGGTGGCGGG
3751 GGATCCGGCGGTGGAGGTTCCGGCGGTGGAGGTTCCGGTGGCGGGGGATC
3801 CGGTGGCGGGGGATCCCTGGTCCCCCGGGGCAGCGGCGGTGGAGGTTCCG
3851 GTGGCGGGGGATCCGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCTCCA
3901 GAACTCCTGGGCGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGA
3951 CACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACG
4001 TGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTG
4051 GAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCAC
4101 GTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATG
4151 GCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATC
4201 GAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTA
4251 CACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGA
4301 CCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAG
4351 AGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGTTGGA
4401 CTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCA
4451 GGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTG
4501 CACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA

Белковая последовательность ФВ-031 (SEQ ID NO: 109).
1 MIPARFAGVLLALALILPGTLCAEGTRGRSSTARCSLFGSDFVNTFDGSM

51 YSFAGYCSYLLAGGCQKRSFSIIGDFQNGKRVSLSVYLGEFFDIHLFVNG
101 TVTQGDQRVSMPYASKGLYLETEAGYYKLSGEAYGFVARIDGSGNFQVLL
151 SDRYFNKTCGLCGNFNIFAEDDFMTQEGTLTSDPYDFANSWALSSGEQWC
201 ERASPPSSSCNISSGEMQKGLWEQCQLLKSTSVFARCHPLVDPEPFVALC
251 EKTLCECAGGLECACPALLEYARTCAQEGMVLYGWTDHSACSPVCPAGME
301 YRQCVSPCARTCQSLHINEMCQERCVDGCSCPEGQLLDEGLCVESTECPC
351 VHSGKRYPPGTSLSRDCNTCICRNSQWICSNEECPGECLVTGQSHFKSFD
401 NRYFTFSGICQYLLARDCQDHS FSIVIETVQCADDRDAVCTRSVTVRLPG
451 LHNSLVKLKHGAGVAMDGQDIQLPLLKGDLRIQHTVTASVRLSYGEDLQM
501 DWDGRGRLLVKLSPVYAGKTCGLCGNYNGNQGDDFLTPSGLAEPRVEDFG
551 NAWKLHGDCQDLQKQHSDPCALNPRMTRFSEEACAVLTSPTFEACHRAVS
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601 PLPYLRNCRYDVCSCSDGRECLCGALASYAAACAGRGVRVAWREPGRCEL
651 NCPKGQVYLQCGTPCNLTCRSLSYPDEECNEACLEGCFCPPGLYMDERGD
701 CVPKAQCPCYYDGEIFQPEDIFSDHHTMCYCEDGFMHCTMSGVPGSLLPD
751 AVLSSPLSHRSKRSLSCRPPMVKLVCPADNLRAEGLECTKTCQNYDLECM
801 SMGCVSGCLCPPGMVRHENRCVALERCPCFHQGKEYAPGETVKIGCNTCV
851 CRDRKWNCTDHVCDATCSTIGMAHYLTFDGLKYLFPGECQYVLVQDYCGS
901 NPGTFRILVGNKGCSHPSVKCKKRVTILVEGGEIELFDGEVNVKRPMKDE
951 THFEWESGRYIILLLGKALSWWDRHLSISWLKQTYQEKVCGLCGNFD

10 01 GIQNNDLTS SNLQVEEDPVDFGNSWKVS SQCADTRKVPLDS S PATCHNNI
1051 MKQTMVDSSCRILTSDVFQDCNKLVDPEPYLDVCIYDTCSCESIGDCAAF
1101 CDTIAAYAHVCAQHGKWTWRTATLCPQSCEERNLRENGYEAEWRYNSCA
1151 PACQVTCQHPEPLACPVQCVEGCHAHCPPGKILDELLQTCVDPEDCPVCE
1201 VAGRRFASGKKVTLNPSDPEHCQICHCDWNLTCEACQEPISGGGGSGGG
1251 GSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSLVPRGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAP
13 01 ELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVWDVSHEDPEVKFNWYVDGV
1351 EVHNAKTKPREEQYNSTYRWSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPI
1401 EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE
1451 SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEAL

1501 HNHYTQKSLS LSPGK*

Конструкция ДНК
Линкер между ФВ Fc

ФВ035 73 ак= IS{ 11X(GGGGS)}LVPRGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 96)

ФВ036 98 ак= IS{16X(GGGGS)}LVPRGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 97)

ФВ= DD3 (ак 1-477 с С336А/С379А)

Продукт ПЦР, полученный амплификацией LW22/LW23 (~2300 п.н.о.) клонировали в расщепляе­
мую BsiW1/Not1 pSYN-0b-002 для получения промежуточного продукта pSYN-OE-014. pSYN-Ob-014 
содержит 20-аминокислотный тромбин-отщепляемый линкер между сигнальным пептидом Ф VIII и 
D'D3, за которым следует Fc-область.

Для создания конструкции D1D2D'D3-Fc область D1D2D'D3 амплифицировали обычным ПЦР- 
методом из pSУ\-(ДВ-013, используя комбинацию праймеров LW24/LW27.

LW24- Прям - ФВ D1D2D’D3 клонирующий олиго с сайтом BsiWl

GCGCCGGCCGTACGATGATTCCTGCCAGATTTGCCGGGGTG(SEQIDNO: 70)

LW27-06paTH.-OB D'D3 олигосЕсоКУ

CCACCGCCAGATATCGGCTCCTGGCAGGCTTCACAGGTGAG (SEQ Ш N0:71)
Продукт ПЦР, полученный амплификацией LW22/LW23 (~3750 п.н.о.) клонировали в расщепляе­

мую BsiW1/EcoRV pSYN-ФВЩМ для получения промежуточного продукта pSYN^b-015. Длина лин­
кера между фрагментом ФВ и Fc-областью изменили, чтобы получить pSYN-ФВЩЗЕ

Белковая последовательность полноразмерного ФВ приведена в табл. 1.
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Белковая последовательность OB-D1D2D'D3 1б (SEQ ID NO: 72).
1 MIPARFAGVLLALALILPGTLCAEGTRGRSSTARCSLFGSDFVNTFDGSM

51 YSFAGYCSYLLAGGCQKRSFSIIGDFQNGKRVSLSVYLGEFFDIHLFVNG
101 TVTQGDQRVSMPYASKGLYLETEAGYYKLSGEAYGFVARIDGSGNFQVLL
151 SDRYFNKTCGLCGNFNIFAEDDFMTQEGTLTSDPYDFANSWALSSGEQWC
201 ERASPPSSSCNISSGEMQKGLWEQCQLLKSTSVFARCHPLVDPEPFVALC
251 EKTLCECAGGLECACPALLEYARTCAQEGMVLYGWTDHSACSPVCPAGME
301 YRQCVSPCARTCQSLHINEMCQERCVDGCSCPEGQLLDEGLCVESTECPC
351 VHSGKRYPPGTSLSRDCNTCICRNSQWICSNEECPGECLVTGQSHFKSFD
401 NRYFTFSGICQYLLARDCQDHSFSIVIETVQCADDRDAVCTRSVTVRLPG
451 LHNSLVKLKHGAGVAMDGQDIQLPLLKGDLRIQHTVTASVRLSYGEDLQM
501 DWDGRGRLLVKLSPVYAGKTCGLCGNYNGNQGDDFLTPSGLAEPRVEDFG
551 NAWKLHGDCQDLQKQHSDPCALNPRMTRFSEEACAVLTSPTFEACHRAVS
601 PLPYLRNCRYDVCSCSDGRECLCGALASYAAACAGRGVRVAWREPGRCEL
651 NCPKGQVYLQCGTPCNLTCRSLSYPDEECNEACLEGCFCPPGLYMDERGD
701 CVPKAQCPCYYDGEIFQPEDIFSDHHTMCYCEDGFMHCTMSGVPGSLLPD
751 AVLSSPLSHRSKRSLSCRPPMVKLVCPADNLRAEGLECTKTCQNYDLECM
801 SMGCVSGCLCPPGMVRHENRCVALERCPCFHQGKEYAPGETVKIGCNTCV
851 CRDRKWNCTDHVCDATCSTIGMAHYLTFDGLKYLFPGECQYVLVQDYCGS
901 NPGTFRILVGNKGCSHPSVKCKKRVTILVEGGEIELFDGEVNVKRPMKDE
951 THFEWESGRYIILLLGKALSWWDRHLSISWLKQTYQEKVCGLCGNFD

10 01 GIQNNDLTS SNLQVEEDPVDFGNSWKVS SQCADTRKVPLDS S PATCHNNI
1051 MKQTMVDSSCRILTSDVFQDCNKLVDPEPYLDVCIYDTCSCESIGDCACF
1101 CDTIAAYAHVCAQHGKWTWRTATLCPQSCEERNLRENGYECEWRYNSCA
1151 PACQVTCQHPEPLACPVQCVEGCHAHCPPGKILDELLQTCVDPEDCPVCE
12 01 VAGRRFASGKKVTLNPSDPEHCQICHCDWNLTCEACQEP*

Белковая последовательность ФВ-ЭЪ3 2 (SEQ ID NO: 73).
1 SLSCRPPMVKLVCPADNLRAEGLECTKTCQNYDLECMSMGCVSGCLCPPG

51 MVRHENRCVALERCPCFHQGKEYAPGETVKIGCNTCVCRDRKWNCTDHVC
101 DATCSTIGMAHYLTFDGLKYLFPGECQYVLVQDYCGSNPGTFRILVGNKG
151 CSHPSVKCKKRVTILVEGGEIELFDGEVNVKRPMKDETHFEWESGRYII
2 01 LLLGKALSWWDRHLSISWLKQTYQEKVCGLCGNFDGIQNNDLTSSNLQ
251 VEEDPVDFGNSWKVSSQCADTRKVPLDSSPATCHNNIMKQTMVDSSCRIL
301 TSDVFQDCNKLVDPEPYLDVCIYDTCSCESIGDCACFCDTIAAYAHVCAQ
351 HGKWTWRTATLCPQSCEERNLRENGYECEWRYNSCAPACQVTCQHPEPL
401 ACPVQCVEGCHAHCPPGKILDELLQTCVDPEDCPVCEVAGRRFASGKKVT
451 LNPSDPEHCQICHCDWNLTCEACQEP

Пример 2. Гетеродимерные конструкции, содержащие Ф VIII-Fc иФВ-ЭЪ3 домен при аминоконце 
второй цепи Fc (гетеродимер Ф VIII-ФB-Fc, фиг. 2).

(а) Клонирование pSYN-Ф VIII-064.
Плазмида Ф VIII-064 содержит одноцепочечный остов FC (scFc) с сайтами расщепления фермента­

ми, которые процессируются во время синтеза в клетке. Конструкция содержит Ф VIII-связывающий 
домен полноразмерного ФВ (D'D3).

Плазмида (pSYN-Ф VIII-064) была сконструирована для экспрессии гетеродимера Ф VIII-Fc и ФВ- 
Fc, в котором домены D'D3 предназначены для связывания Ф VIII и предотвращения взаимодействия 
Ф VIII с фосфолипидами и активированным протеином C и/или предотвращения или подавления связы­
вания с эндогенным ФВ. Белок из pSYN-Ф VIII-064 экспрессируется в клетке в виде одиночного поли­
пептида, где C-конец субъединицы Ф VIII-Fc связан с N-концом субъединицы ФВ D'D3-Fc посредством 
полипептидного линкера 6х (GGGGS) (SEQ ID NO: 74). Дополнительно в 5' и 3' концы полипептидного 
линкера были вставлены последовательности RRRRS (SEQ ID NO: 75) и RKRRKR (SEQ ID NO: 76), со­
ответственно, для внутриклеточного расщепления пропротеинконвертазами сразу после последнего Arg 
в каждой последовательности. Следовательно, клетки могут экспрессировать двухцепочечный гетероди­
мер Ф VIII-Fc/D'D3-Fc, в котором цепь Ф VIII-Fc содержит последовательность RRRRS (SEQ ID NO: 75) 
в C-конце, но при этом остаток последовательности линкера удален. Другой полипептидный линкер 3x 
(GGGGS) (SEQ ID NO: 28) вместе с сайтом расщепления тромбином вставляли между доменами ФВ и 
Fc-областью для того, чтобы способствовать отделению фрагмента ФВ от Ф VIII в случае активации ге­
теродимерного белка Ф VIII-ФВ тромбином, которая делает возможным взаимодействие Ф VIII с други­
ми факторами свертывания крови.

Проводили синтез фрагментов ДНК, содержащих часть первой Fc-области, за которой следует 6x 
(GGGGS) (SEQ ID NO: 74), домен ФВ-В'В3 domain (ак 1-477; мутация C336A/C379A), 3x (GGGGS) (SEQ 
ID NO: 28), сайт расщепления тромбином и часть второй Fc-области (Genscript - номер последовательно­
сти 103069, показана ниже). Фрагмент конструкции Genscript субклонировали в расщепляемую 
SalI/RsRII pSYN-Ф VIII-049, которая является конструкцией Ф VIII-Fc с отщепляемым линкером между 
двумя Fc-доменами. Genscript - номер последовательности 103069 (SEQ ID NO: 82):
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CCGTCGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAAC 
CACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAACGGCGCCGCCGGAGCGGTGGCGGCGGATCAGG 
TGGGGGTGGATCAGGCGGTGGAGGTTCCGGTGGCGGGGGATCCGGCGGTGGAGGTTCCGGTGGGGGTGGAT 
CAAGGAAGAGGAGGAAGAGAAGCCTATCCTGTCGGCCCCCCATGGTCAAGCTGGTGTGTCCCGCTGACAAC 
CTGCGGGCTGAAGGGCTCGAGTGTACCAAAACGTGCCAGAACTATGACCTGGAGTGCATGAGCATGGGCTG 
TGTCTCTGGCTGCCTCTGCCCCCCGGGCATGGTCCGGCATGAGAATCGATGTGTGGCCCTGGAAAGGTGTC 
CCTGCTTCCATCAGGGCAAGGAGTATGCCCCTGGAGAAACAGTGAAGATTGGCTGCAACACTTGTGTCTGT 
CGGGACCGGAAGTGGAACTGCACAGACCATGTGTGTGATGCCACGTGCTCCACGATCGGCATGGCCCACTA 
CCTCACCTTCGACGGGCTCAAATACCTGTTCCCCGGGGAGTGCCAGTACGTTCTGGTGCAGGATTACTGCG 
GCAGTAACCCTGGGACCTTTCGGATCCTAGTGGGGAATAAGGGATGCAGCCACCCCTCAGTGAAATGCAAG 
AAACGGGTCACCATCCTGGTGGAGGGAGGAGAGATTGAGCTGTTTGACGGGGAGGTGAATGTGAAGAGGCC 
CATGAAGGATGAGACTCACTTTGAGGTGGTGGAGTCTGGCCGGTACATCATTCTGCTGCTGGGCAAAGCCC 
TCTCCGTGGTCTGGGACCGCCACCTGAGCATCTCCGTGGTCCTGAAGCAGACATACCAGGAGAAAGTGTGT 
GGCCTGTGTGGGAATTTTGATGGCATCCAGAACAATGACCTCACCAGCAGCAACCTCCAAGTGGAGGAAGA 
CCCTGTGGACTTTGGGAACTCCTGGAAAGTGAGCTCGCAGTGTGCTGACACCAGAAAAGTGCCTCTGGACT 
CATCCCCTGCCACCTGCCATAACAACATCATGAAGCAGACGATGGTGGATTCCTCCTGTAGAATCCTTACC 
AGTGACGTCTTCCAGGACTGCAACAAGCTGGTGGACCCCGAGCCATATCTGGATGTCTGCATTTACGACAC 
CTGCTCCTGTGAGTCCATTGGGGACTGCGCCGCATTCTGCGACACCATTGCTGCCTATGCCCACGTGTGTG 
CCCAGCATGGCAAGGTGGTGACCTGGAGGACGGCCACATTGTGCCCCCAGAGCTGCGAGGAGAGGAATCTC 
CGGGAGAACGGGTATGAGGCTGAGTGGCGCTATAACAGCTGTGCACCTGCCTGTCAAGTCACGTGTCAGCA 
CCCTGAGCCACTGGCCTGCCCTGTGCAGTGTGTGGAGGGCTGCCATGCCCACTGCCCTCCAGGGAAAATCC  
TGGATGAGCTTTTGCAGACCTGCGTTGACCCTGAAGACTGTCCAGTGTGTGAGGTGGCTGGCCGGCGTTTT  
GCCTCAGGAAAGAAAGTCACCTTGAATCCCAGTGACCCTGAGCACTGCCAGATTTGCCACTGTGATGTTGT  
CAACCTCACCTGTGAAGCCTGCCAGGAGCCGATCGATGGCGGTGGAGGTTCCGGTGGCGGGGGATCCCTGG 
TCCCCCGGGGCAGCGGAGGCGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCTCCAGAACTCCTGGGCGGA 
CCGTCA

(б) Клонирование pSYN-Ф VIII-065.
Плазмида Ф VIII-065 содержит первые 276 аминокислот домена D'D3 ФВ, присоединенные ко вто­

рой Fc-области. Фрагмент ФВ амплифицировали при помощи ПЦР из полноразмерной плазмиды pSYN- 
ФВ-008, используя комбинации праймеров ESC17 и ESC41.

Е8С17-Прям - ФВ клонирующий олиго с Clal

GTCCGGCATGAGAATCGATGTGTGfSEQIDNO: 77)

ESC41- Обрати.-ФВ с EcoRV

CCTCCACCGCCAGATATCAGAGGCACTTTTC (SEQ Ш NO: 78)
Полосу с ожидаемым размером (~692 п.н.о.) очищали гелем при помощи Gel Extraction kit (Киаген 

(Qiagen), Валенсия, Калиф.) и клонировали в сайты Cla1 и EcoRV pSYN-Ф VIII-064 для получения 
pSYN-Ф VIII-065.

Пример 3. Клонирование pSYN-Ф VIII-159, 160, 178, 179 (фиг. 3).
С целью изменения длины линкера между фрагментом ФВ и Fc-областью в месте соединения ФВ и 

начала 20-аминокислотного линкера в pSYN-Ф VIII-064 вставляли сайт EcoRV, затем линкеры перемен­
ной длины использовали для замещения 20-ак линкера в pSYN-Ф VIII-064. Новыми конструкциями ДНК 
являются: pSYN-Ф VIII-159, 160, 178 и 179, которые содержат 35-ак, 48-ак, 73-ак и 98-ак линкеры соот- 
вественно.

Для того чтобы вставить 35-аминокислотный линкер в pSYN-Ф VIII-159, были заказаны два олиго 
(ESC78 - 105 п.н.о. и ESC79 - 107 п.н.о.) от Integrated DNA Technologies, Inc (Коралвилль, Айова). Олиго 
ренатурировали и продлевали при помощи стандартного метода ПЦР.

Праймеры:
ESC78- Прям, с сайтом EcoRV

AAAGTGCCTCTGATATCTGGCGGTGGAGGTTCCGGTGGCGGGGGATCCGGTGGCGGG 
GGATCCGGTGGCGGGGGATCCGGTGGCGGGGGATCCCTGGTCCCCCGG (SEQ Ш

NO: 79)

ESC79- Обрати, с сайтом RsRII
GAAGAGGAAGACTGACGGTCCGCCCAGGAGTTCTGGAGCTGGGCACGGTGGGCATGT

GTGAGTTTTGTCGCCTCCGCTGCCCCGGGGGACCAGGGATCCCCCGCCAC (SEQ Ш

NO: 80)
Реакцию ПЦР по ренатурированию и продлению олиго проводили в 50 мкл с комбинациями прай­

меров ESC78/ESC79, используя трехэтапный цикл ПЦР-амплификации: 25 циклов с (96°C 30 с, 55°C 30 с, 
68°C 30 с). Полосу с ожидаемым размером (~186 п.н.о.) очищали гелем при помощи Gel Extraction kit 
(Киаген (Qiagen), Валенсия, Калиф.) и клонировали в рестрикционные сайты EcoRV и RsRII pSYN-Ф 
VIII-064 для получения pSYN-Ф VIII-159.

- 80 -



035323

(б) Клонирование pSYN-Ф VIII-160, 178 и 179.
pSYN-VIII-160 содержит 48-аминокислотный линкер между фрагментом ФВ и Fc-областью. Про­

водили синтез фрагмента ДНК, кодирующего 48-аминокислотный линкер
(ISGG GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSLVPRGSGGGGSGGGGS)
SEQ ID NO: 81) и
часть Fc-области (Genscript - последовательность номер 132601, показана ниже). Фрагмент конст­

рукции Genscript субклонировали в расщепляемую EcoRV/RsRII pSYN-Ф VIII-0159 (упомянуто выше). 
Genscript - последовательность номер 132601 (SEQ ID NO: 83)

AAAGTGCCTCTGATATCTGGCGGTGGAGGTTCCGGTGGCGGGGGATCCGGCGGTGGAGGTTCCGGCGGTGG 
AGGTTCCGGTGGCGGGGGATCCGGTGGCGGGGGATCCCTGGTCCCCCGGGGCAGCGGCGGTGGAGGTTCCG 
GTGGCGGGGGATCCGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCTCCAGAACTCCTGGGCGGACCGTCA 
GTCTTCC

SYN-VIII-178 содержит 73-аминокислотный линкер между фрагментом ФВ и Fc-областью. Прово­
дили синтез фрагмента ДНК, кодирующего 73-аминокислотный линкер

(ISGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSLVP

RGSGGGGSGGGGS)
(SEQ ID NO: 84)
и часть Fc-области (Genscript - последовательность номер 144849, показано ниже). Фрагмент конст­

рукции Genscript субклонировали в расщепляемую EcoRV/RsRII pSYN-Ф VIII-0159 (упомянуто выше). 
Genscript - последовательность номер 144849 (SEQ ID NO: 85)

GCCTGCCAGGAGCCGATATCTGGCGGTGGAGGTTCCGGTGGCGGGGGATCCGGCGGTGGAGGTTCCGGCGG
TGGAGGTTCCGGTGGCGGGGGATCCGGCGGTGGAGGTTCCGGTGGCGGGGGATCCGGCGGTGGAGGTTCCG
GCGGTGGAGGTTCCGGTGGCGGGGGATCCGGTGGCGGGGGATCCCTGGTCCCCCGGGGCAGCGGCGGTGGA 
GGTTCCGGTGGCGGGGGATCCGACAAAACTCACACATGCCCCCGTGCCCAGCTCCAGAACTCCTGGGCGGA 
CCGTCAGTCTTCCTC

SYN-VIII-179 содержит 98-аминокислотный линкер между фрагментом ФВ и Fc-областью. Прово­
дили синтез фрагмента ДНК, кодирующего 98-аминокислотный линкер

(ISGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGG

GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSLVPRGSGGGGSGGGGS)
SEQ ID NO: 86 и
часть Fc-области (Genscript - последовательность номер 144849, показано ниже). Фрагмент конст­

рукции Genscript субклонировали в расщепляемую EcoRV/RsRII pSYN-Ф VIII-0159 (упомянуто выше).
Genscript - последовательность номер 144849 (SEQ ID NO: 87)
GCCTGCCAGGAGCCGATATCTGGCGGTGGAGGTTCCGGTGGCGGGGGATCCGGCGGTGGAGGTTCCGGCGG 
TGGAGGTTCCGGTGGCGGGGGATCCGGCGGTGGAGGTTCCGGTGGCGGGGGATCCGGCGGTGGAGGTTCCG 
GCGGTGGAGGTTCCGGTGGCGGGGGATCCGGCGGTGGAGGTTCCGGTGGCGGGGGATCCGGCGGTGGAGGT 
TCCGGCGGTGGAGGTTCCGGTGGCGGGGGATCCGGTGGCGGGGGATCCCTGGTCCCCCGGGGCAGCGGCGG 
TGGAGGTTCCGGTGGCGGGGGATCCGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCTCCAGAACTCCTGG 
GCGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCC

Клонирование pSYN-Ф VIII-180, 181 и 182.
pSYN-Ф VIII-180, 181 и 182 получали из pSYN-Ф VIII-160. В pSYN-Ф VIII-160FVIII в домен C1 

Ф VIII вносили мутации K2093A или F2093A или K2093A/F2093A для создания соответственно pSYN- 
Ф VIII-180, pSYN-Ф VIII-181 и pSYN-Ф VIII-182.

Белковая последовательность гетеродимера Ф VIII-ФВ-Fc (SEQ ID NO: 88) (аминокислотные пози­
ции 1-1457 последовательности Ф VIII; область, выделенная подчеркиванием, представляет Fc-область; 
выделение подчеркиванием волнистой линией представляет отщепляемый линкер между первой Fc- 
областью и фрагментом ФВ; выделенная двойным подчеркиванием область представляет фрагмент ФВ; 
выделенная жирным шрифтом область представляет отщепляемый линкер переменной длины между 
фрагментом ФВ и Fc. Длина линкера отличается для конструкций Ф VIII-064, 159, 160, 178 и 179).
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1 MQIELSTCFF LCLLRFCFSA TRRYYLGAVE LSWDYMQSDL GELPVDARFP
51 PRVPKSFPFN TSWYKKTLF VEFTDHLFNI AKPRPPWMGL LGPTIQAEVY

101 DTWITLKNM ASHPVSLHAV GVSYWKASEG AEYDDQTSQR EKEDDKVFPG
151 GSHTYVWQVL KENGPMASDP LCLTYSYLSH VDLVKDLNSG LIGALLVCRE
201 GSLAKEKTQT LHKFILLFAV FDEGKSWHSE TKNSLMQDRD AASARAWPKM
251 HTVNGYVNRS LPGLIGCHRK SVYWHVIGMG TTPEVHSIFL EGHTFLVRNH
301 RQASLEISPI TFLTAQTLLM DLGQFLLFCH ISSHQHDGME AYVKVDSCPE
351 EPQLRMKNNE EAEDYDDDLT DSEMDWRFD DDNSPSFIQI RSVAKKHPKT
401 WVHYIAAEEE DWDYAPLVLA PDDRSYKSQY LNNGPQRIGR KYKKVRFMAY
451 TDETFKTREA IQHESGILGP LLYGEVGDTL LIIFKNQASR PYNIYPHGIT
501 DVRPLYSRRL PKGVKHLKDF PILPGEIFKY KWTVTVEDGP TKSDPRCLTR
551 YYSSFVNMER DLASGLIGPL LICYKESVDQ RGNQIMSDKR NVILFSVFDE
601 NRSWYLTENI QRFLPNPAGV QLEDPEFQAS NIMHSINGYV FDSLQLSVCL
651 HEVAYWYILS IGAQTDFLSV FFSGYTFKHK MVYEDTLTLF PFSGETVFMS
701 MENPGLWILG CHNSDFRNRG MTALLKVSSC DKNTGDYYED SYEDISAYLL
751 SKNNAIEPRS FSQNPPVLKR HQREITRTTL QSDQEEIDYD DTISVEMKKE
801 DFDIYDEDEN QSPRSFQKKT RHYFIAAVER LWDYGMSSSP HVLRNRAQSG
851 SVPQFKKWF QEFTDGSFTQ PLYRGELNEH LGLLGPYIRA EVEDNIMVTF
901 RNQASRPYSF YSSLISYEED QRQGAEPRKN FVKPNETKTY FWKVQHHMAP
951 TKDEFDCKAW AYFSDVDLEK DVHSGLIGPL LVCHTNTLNP AHGRQVTVQE

1001 FALFFTIFDE TKSWYFTENM ERNCRAPCNI QMEDPTFKEN YRFHAINGYI
1051 MDTLPGLVMA QDQRIRWYLL SMGSNENIHS IHFSGHVFTV RKKEEYKMAL
1101 YNLYPGVFET VEMLPSKAGI WRVECLIGEH LHAGMSTLFL VYSNKCQTPL
1151 GMASGHIRDF QITASGQYGQ WAPKLARLHY SGSINAWSTK EPFSWIKVDL
1201 LAPMIIHGIK TQGARQKFSS LYISQFIIMY SLDGKKWQTY RGNSTGTLMV
1251 FFGNVDSSGI KHNIFNPPII ARYIRLHPTH YSIRSTLRME LMGCDLNSCS
1301 MPLGMESKAI SDAQITASSY FTNMFATWSP SKARLHLQGR SNAWRPQVNN
1351 PKEWLQVDFQ KTMKVTGVTT QGVKSLLTSM YVKEFLISSS QDGHQWTLFF
1401 QNGKVKVFQG NQDSFTPWN SLDPPLLTRY LRIHPQSWVH QIALRMEVLG
1451 CEAQDLYDKT HTCPPCPAPE LLGGPSVFLF PPKPKDTLMI SRTPEVTCW
1501 VDVSHEDPEV KFNWYVDGVE VHNAKTKPRE EQYNSTYRW SVLTVLHQDW
1551 LNGKEYKCKV SNKALPAPIE KTISKAKGQP REPQVYTLPP SRDELTKNQV
1601 SLTCLVKGFY PSDIAVEWES NGQPENNYKT TPPVLDSDGS FFLYSKLTVD
1651 KSRWQQGNVF SCSVMHEALH NHYTQKSLSL SPGKRRRRSG GGGSGGGGSG
1701 GGGSGGGGSG GGGSGGGGSR KRRKRSLSCR PPMVKLVCPA DNLRAEGLEC
1751 TKTCONYDLE CMSMGCVSGC LCPPGMVRHE NRCVALERCP CFHOGKEYAP
1801 GETVKIGCNT CVCRDRKWNC TDHVCDATCS TIGMAHYLTF DGLKYLFPGE
1851 CQYVLVQDYC GSNPGTFRIL VGNKGCSHPS VKCKKRVTIL VEGGEIELFD
1901 GEVNVKRPMK DETHFEWES GRYIILLLGK ALSWWDRHL SISWLKQTY
1951 OEKVCGLCGN FDGIONNDLT SSNLOVEEDP VDFGNSWKVS SOCADTRKVP
2001 LDSSPATCHN NIMKOTMVDS SCRILTSDVF ODCNKLVDPE PYLDVCIYDT
2051 CSCESIGDCA AFCDTIAAYA HVCAQHGKW TWRTATLCPO SCEERNLREN
2101 GYEAEWRYNS CAPACQVTCQ HPEPLACPVQ CVEGCHAHCP PGKILDELLO
2151 TCVDPEDCPV CEVAGRRFAS GKKVTLNPSD PEHCOICHCD WNLTCEACO
2201 EPIDGGGGSG GGGSLVPRGS GGDKTHTCPP CPAPELLGGP SVFLFPPKPK
2251 DTLMISRTPE VTCVWDVSH EDPEVKFNWY VDGVEVHNAK TKPREEQYNS
2301 TYRWSVLTV LHQDWLNGKE YKCKVSNKAL PAPIEKTISK AKGQPREPQV
2351 YTLPPSRDEL TKNQVSLTCL VKGFYPSDIA VEWESNGQPE NNYKTTPPVL
2401 DSDGSFFLYS KLTVDKSRWQ QGNVFSCSVM HEALHNHYTQ KSLSLSPGK

Пример 4. Пример ДНК-конструкций Ф VIII-ФВ (фиг. 4).
Фрагмент ФВ и белок Ф VIII могут быть связаны вместе посредством линкера, или другого белка, 

или полипептида при помощи общепринятых рекомбинантных ДНК-технологий, как показано на фиг. 4. 
На фиг. 4А домен D1D2D'D3 ФВ связан с белком Ф VIII посредством 48-ак линкера
ISGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSLVPRGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 89) и защищает 

Ф VIII от преждевременного выведения. Для того чтобы дополнительно увеличить Ф VIII-защитную ак­
тивность D'D3 в конструкцию можно включить другой белок или полипептид, который обладает свойст­
вом продления времени полужизни, такой как альбумин или последовательность PAS (гетерологичные 
компоненты). Гетерологичный компонент, например белок альбумина или последовательность PAS, 
можно вносить в различные позиции молекулы Ф VIII; несколько примеров показано на фиг. 4Б-4Г: в N- 
конце Ф VIII (4Б), в C-конце Ф VIII (4В) или в B-области (4Г). В этих конструкциях дополнительные 
белковые последовательности могут увеличить защитную активность D'D3 и дополнительно продлить 
время полужизни Ф VIII.

Вдобавок, гетерологичный компонент, например альбумин или последовательность PAS, также 
можно вносить в гетеродимерные конструкции Ф VIII/ФВ, как показано на фиг. 4Д-4Ж. На фиг. 4Д гете­
рологичный компонент, например альбумин или последовательность PAS, внесен в B-доменную область 
Ф VIII, белка Ф VIII-148; на фиг. 4Е гетерологичный компонент, например альбумин или последователь­
ность PAS, внесен в B-доменную область Ф VIII, белка Ф VIII-136; на фиг. 4Ж гетерологичный компо-
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нент, например альбумин или последовательность PAS, используется в качестве линкера для соединения
фрагмента D'D3 и Fc. Ожидается, что в этих конфигурациях общий эффект от D'D3, Fc и гетерологично­
го компонента, который является продлевающим время полужизни веществом (например, альбу-
мин/последовательность PAS), отразится на продлении времени полужизни Ф VIII.

Пример 5. Плазмидное конструирование системы котрансфекции для гетеродимера Ф VIIIFc-ФВ 
(фиг. 5).

Для получения гетеродимера Ф VIIIFc-ФВ создавали систему котрансфекции, которая содержит три 
конструкции ДНК. Первая конструкция ДНК - pSYN-Ф VIII-155 - кодирует слитый белок Ф VIII-Fc, в 
котором одноцепочечный белок Ф VIII напрямую сшит с одиночным фрагментом Fc, а второй конструк­
цией ДНК является pSYN-ФВ-ОЗД которая кодирует слитый белок D'D3-Fc (упомянутый выше в приме­
ре 1). Клетки HEK293F трансфицировали двумя плазмидами совместно с третьей плазмидой (PC5) в со­
отношении 80:15:5. Котрансфекцию PC5 проводили для того, чтобы точно обеспечить полный пропеп- 
тидный процессинг областей D1 и D2, чтобы в итоге получить зрелые домены D'D3. Синтезированные 
белки секретировались в виде гетеродимера Ф VIIIFc/D'D3Fc и гомодимера D'D3Fc, после чего гетеро­
димер Ф VIIIFc/D'D3Fc отделяли от гомодимера D'D3Fc при помощи очистки белка.

Последовательность зрелого белка pSYN-Ф VIII-155 (SEQ ID NO: 90):
ATRRYYLGAVELSWDYMQSDLGELPVDARFPPRVPKSFPFNTSWYKKTLFVEFTDHLFNIAKPRPPWMGL 
LGPTIQAEVYDTWITLKNMASHPVSLHAVGVSYWKASEGAEYDDQTSQREKEDDKVFPGGSHTYVWQVLK 
ENGPMASDPLCLTYSYLSHVDLVKDLNSGLIGALLVCREGSLAKEKTQTLHKFILLFAVFDEGKSWHSETK 
NSLMQDRDAASARAWPKMHTVNGYVNRSLPGLIGCHRKSVYWHVIGMGTTPEVHSIFLEGHTFLVRNHRQA 
SLEISPITFLTAQTLLMDLGQFLLFCHISSHQHDGMEAYVKVDSCPEEPQLRMKNNEEAEDYDDDLTDSEM 
DWRFDDDNSPSFIQIRSVAKKHPKTWVHYIAAEEEDWDYAPLVLAPDDRSYKSQYLNNGPQRIGRKYKKV 
IRFMAYTDETFKTREAIQHESGILGPLLYGEVGDTLLIIFKNQASRPYNIYPHGITDVRPLYSRRLPKGVKH 
LKDFPILPGEIFKYKWTVTVEDGPTKSDPRCLTRYYSSFVNMERDLASGLIGPLLICYKESVDQRGNQIMS  
DKRNVILFSVFDENRSWYLTENIQRFLPNPAGVQLEDPEFQASNIMHSINGYVFDSLQLSVCLHEVAYWYI  
LSIGAQTDFLSVFFSGYTFKHKMVYEDTLTLFPFSGETVFMSMENPGLWILGCHNSDFRNRGMTALLKVSS  
CDKNTGDYYEDSYEDISAYLLSKNNAIEPRSFSQNPPVLKAHQAEITRTTLQSDQEEIDYDDTISVEMKKE  
DFDIYDEDENQSPRSFQKKTRHYFIAAVERLWDYGMSSSPHVLRNRAQSGSVPQFKKWFQEFTDGSFTQP 
LYRGELNEHLGLLGPYIRAEVEDNIMVTFRNQASRPYSFYSSLISYEEDQRQGAEPRKNFVKPNETKTYFW 
KVQHHMAPTKDEFDCKAWAYFSDVDLEKDVHSGLIGPLLVCHTNTLNPAHGRQVTVQEFALFFTIFDETKS  
WYFTENMERNCRAPCNIQMEDPTFKENYRFHAINGYIMDTLPGLVMAQDQRIRWYLLSMGSNENIHSIHFS  
GHVFTVRKKEEYKMALYNLYPGVFETVEMLPSKAGIWRVECLIGEHLHAGMSTLFLVYSNKCQTPLGMASG 
HIRDFQITASGQYGQWAPKLARLHYSGSINAWSTKEPFSWIKVDLLAPMIIHGIKTQGARQKFSSLYISQF 
IIMYSLDGKKWQTYRGNSTGTLMVFFGNVDSSGIKHNIFNPPIIARYIRLHPTHYSIRSTLRMELMGCDLN  
SCSMPLGMESKAISDAQITASSYFTNMFATWSPSKARLHLQGRSNAWRPQVNNPKEWLQVDFQKTMKVTGV 
TTQGVKSLLTSMYVKEFLISSSQDGHQWTLFFQNGKVKVFQGNQDSFTPWNSLDPPLLTRYLRIHPQSWV 
HQIALRMEVLGCEAQDLYDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVWDVSHEDPEV 
KFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRWSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPR 
EPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKS  
RWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Последовательность ДНК pSYN-Ф VIII-155 DNA (SEQ ID NO: 91):
ATGCAAATAGAGCTCTCCACCTGCTTCTTTCTGTGCCTTTTGCGATTCTGCTTTAGTGCCACCAGAAGATA 
CTACCTGGGTGCAGTGGAACTGTCATGGGACTATATGCAAAGTGATCTCGGTGAGCTGCCTGTGGACGCAA 
GATTTCCTCCTAGAGTGCCAAAATCTTTTCCATTCAACACCTCAGTCGTGTACAAAAAGACTCTGTTTGTA 
GAATTCACGGATCACCTTTTCAACATCGCTAAGCCAAGGCCACCCTGGATGGGTCTGCTAGGTCCTACCAT  
CCAGGCTGAGGTTTATGATACAGTGGTCATTACACTTAAGAACATGGCTTCCCATCCTGTCAGTCTTCATG  
CTGTTGGTGTATCCTACTGGAAAGCTTCTGAGGGAGCTGAATATGATGATCAGACCAGTCAAAGGGAGAAA 
GAAGATGATAAAGTCTTCCCTGGTGGAAGCCATACATATGTCTGGCAGGTCCTGAAAGAGAATGGTCCAAT  
GGCCTCTGACCCACTGTGCCTTACCTACTCATATCTTTCTCATGTGGACCTGGTAAAAGACTTGAATTCAG  
GCCTCATTGGAGCCCTACTAGTATGTAGAGAAGGGAGTCTGGCCAAGGAAAAGACACAGACCTTGCACAAA 
TTTATACTACTTTTTGCTGTATTTGATGAAGGGAAAAGTTGGCACTCAGAAACAAAGAACTCCTTGATGCA 
GGATAGGGATGCTGCATCTGCTCGGGCCTGGCCTAAAATGCACACAGTCAATGGTTATGTAAACAGGTCTC  
TGCCAGGTCTGATTGGATGCCACAGGAAATCAGTCTATTGGCATGTGATTGGAATGGGCACCACTCCTGAA 
GTGCACTCAATATTCCTCGAAGGTCACACATTTCTTGTGAGGAACCATCGCCAGGCGTCCTTGGAAATCTC  
GCCAATAACTTTCCTTACTGCTCAAACACTCTTGATGGACCTTGGACAGTTTCTACTGTTTTGTCATATCT  
CTTCCCACCAACATGATGGCATGGAAGCTTATGTCAAAGTAGACAGCTGTCCAGAGGAACCCCAACTACGA 
ATGAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGATTCTGAAATGGATGTGGTCAGGTT 
TGATGATGACAACTCTCCTTCCTTTATCCAAATTCGCTCAGTTGCCAAGAAGCATCCTAAAACTTGGGTAC  
ATTACATTGCTGCTGAAGAGGAGGACTGGGACTATGCTCCCTTAGTCCTCGCCCCCGATGACAGAAGTTAT 
AAAAGTCAATATTTGAACAATGGCCCTCAGCGGATTGGTAGGAAGTACAAAAAAGTCCGATTTATGGCATA 
CACAGATGAAACCTTTAAGACTCGTGAAGCTATTCAGCATGAATCAGGAATCTTGGGACCTTTACTTTATG  
GGGAAGTTGGAGACACACTGTTGATTATATTTAAGAATCAAGCAAGCAGACCATATAACATCTACCCTCAC  
GGAATCACTGATGTCCGTCCTTTGTATTCAAGGAGATTACCAAAAGGTGTAAAACATTTGAAGGATTTTCC  
AATT CT GCCAGGAGAAATATT CAAATATAAAT GGACAGT GACT GTAGAAGAT GGGCCAACTAAAT CAGAT C 
CTCGGTGCCTGACCCGCTATTACTCTAGTTTCGTTAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGC  
CCT CT CCT CAT CT GCTACAAAGAAT CT GTAGAT CAAAGAGGAAACCAGATAATGT CAGACAAGAGGAAT GT 
CATCCTGTTTTCTGTATTTGATGAGAACCGAAGCTGGTACCTCACAGAGAATATACAACGCTTTCTCCCCA 
ATCCAGCTGGAGTGCAGCTTGAGGATCCAGAGTTCCAAGCCTCCAACATCATGCACAGCATCAATGGCTAT 
GTTTTTGATAGTTTGCAGTTGTCAGTTTGTTTGCATGAGGTGGCATACTGGTACATTCTAAGCATTGGAGC  
ACAGACTGACTTCCTTTCTGTCTTCTTCTCTGGATATACCTTCAAACACAAAATGGTCTATGAAGACACAC 
TCACCCTATTCCCATTCTCAGGAGAAACTGTCTTCATGTCGATGGAAAACCCAGGTCTATGGATTCTGGGG 
TGCCACAACTCAGACTTTCGGAACAGAGGCATGACCGCCTTACTGAAGGTTTCTAGTTGTGACAAGAACAC  
TGGTGATTATTACGAGGACAGTTATGAAGATATTTCAGCATACTTGCTGAGTAAAAACAATGCCATTGAAC  
CAAGAAGCTTCTCTCAAAACCCACCAGTCTTGAAAGCCCATCAGGCGGAAATAACTCGTACTACTCTTCAG
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T CAGAT CAAGAGGAAAT T GACTAT GAT GATAC CATAT CAGT T GAAAT GAAGAAG GAAGAT T T T GACAT T TA 
TGATGAGGATGAAAATCAGAGCCCCCGCAGCTTTCAAAAGAAAACACGACACTATTTTATTGCTGCAGTGG 
AGAGGCTCTGGGATTATGGGATGAGTAGCTCCCCACATGTTCTAAGAAACAGGGCTCAGAGTGGCAGTGTC 
CCTCAGTTCAAGAAAGTTGTTTTCCAGGAATTTACTGATGGCTCCTTTACTCAGCCCTTATACCGTGGAGA 
ACTAAATGAACATTTGGGACTCCTGGGGCCATATATAAGAGCAGAAGTTGAAGATAATATCATGGTAACTT 
TCAGAAATCAGGCCTCTCGTCCCTATTCCTTCTATTCTAGCCTTATTTCTTATGAGGAAGATCAGAGGCAA 
GGAGCAGAAC CTAGAAAAAACTTT GT CAAGC CTAAT GAAACCAAAACTTACT TT T GGAAAGT GCAACAT CA 
TATGGCACCCACTAAAGATGAGTTTGACTGCAAAGCCTGGGCTTATTTCTCTGATGTTGACCTGGAAAAAG 
ATGTGCACTCAGGCCTGATTGGACCCCTTCTGGTCTGCCACACTAACACACTGAACCCTGCTCATGGGAGA 
CAAGTGACAGTACAGGAATTTGCTCTGTTTTTCACCATCTTTGATGAGACCAAAAGCTGGTACTTCACTGA 
AAATATGGAAAGAAACTGCAGGGCTCCCTGCAATATCCAGATGGAAGATCCCACTTTTAAAGAGAATTATC 
GCTTCCATGCAATCAATGGCTACATAATGGATACACTACCTGGCTTAGTAATGGCTCAGGATCAAAGGATT 
CGATGGTATCTGCTCAGCATGGGCAGCAATGAAAACATCCATTCTATTCATTTCAGTGGACATGTGTTCAC 
TGTACGAAAAAAAGAGGAGTATAAAATGGCACTGTACAATCTCTATCCAGGTGTTTTTGAGACAGTGGAAA 
TGTTACCATCCAAAGCTGGAATTTGGCGGGTGGAATGCCTTATTGGCGAGCATCTACATGCTGGGATGAGC 
ACACTTTTTCTGGTGTACAGCAATAAGTGTCAGACTCCCCTGGGAATGGCTTCTGGACACATTAGAGATTT 
TCAGATTACAGCTTCAGGACAATATGGACAGTGGGCCCCAAAGCTGGCCAGACTTCATTATTCCGGATCAA 
TCAATGCCTGGAGCACCAAGGAGCCCTTTTCTTGGATCAAGGTGGATCTGTTGGCACCAATGATTATTCAC 
GGCATCAAGACCCAGGGTGCCCGTCAGAAGTTCTCCAGCCTCTACATCTCTCAGTTTATCATCATGTATAG 
TCTTGATGGGAAGAAGTGGCAGACTTATCGAGGAAATTCCACTGGAACCTTAATGGTCTTCTTTGGCAATG 
TGGATTCATCTGGGATAAAACACAATATTTTTAACCCTCCAATTATTGCTCGATACATCCGTTTGCACCCA 
ACTCATTATAGCATTCGCAGCACTCTTCGCATGGAGTTGATGGGCTGTGATTTAAATAGTTGCAGCATGCC 
ATTGGGAATGGAGAGTAAAGCAATATCAGATGCACAGATTACTGCTTCATCCTACTTTACCAATATGTTTG  
CCACCTGGTCTCCTTCAAAAGCTCGACTTCACCTCCAAGGGAGGAGTAATGCCTGGAGACCTCAGGTGAAT 
AATCCAAAAGAGTGGCTGCAAGTGGACTTCCAGAAGACAATGAAAGTCACAGGAGTAACTACTCAGGGAGT 
AAAATCTCTGCTTACCAGCATGTATGTGAAGGAGTTCCTCATCTCCAGCAGTCAAGATGGCCATCAGTGGA 
CTCTCTTTTTTCAGAATGGCAAAGTAAAGGTTTTTCAGGGAAATCAAGACTCCTTCACACCTGTGGTGAAC 
TCTCTAGACCCACCGTTACTGACTCGCTACCTTCGAATTCACCCCCAGAGTTGGGTGCACCAGATTGCCCT 
GAGGATGGAGGTTCTGGGCTGCGAGGCACAGGACCTCTACGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAG 
CTCCAGAACTCCTGGGCGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCC 
CGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTA 
CGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTG 
TGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAAC 
AAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTA 
CACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCT 
ATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCC 
GTGTTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGG 
GAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGT 
CTCCGGGTAAA

Ниже перечислены дополнительные сконструированные фрагменты ФВ и гетеродимеры Ф VIIIFC-ФВ.
Таблица 6

Фрагменты ФВ и гетеродимерные конструкции Ф VIII/ФВ
Конструкция Описание Вектор
ФВ

pSYN-VWF-001 Ц'ОЗ-область сигнального пептида ФУШ (1-276 
аминокислот в длину 6xHis) pcDNA 4

pSYN-VWF-002 Ц'ОЗ-область сигнального пептида ФУШ (1-477 
аминокислот в длину 6xHis) pcDNA 4

pSYN-VWF-003 Ц'ОЗ-область сигнального пептида ФУШ частично Al (1­
511 аминокислот в длину 6xHis) pcDNA 4

pSYN-VWF-004 Ц'ОЗ-область сигнального пептида ФУШ (1-716 
аминокислот в длину 6xHis) pcDNA 4

pSYN-VWF-006 D1 D2D'D 3 -линкер -СК 1 pcDNA 3.1
pSYN-VWF-008 Полноразмерный ФВ дикого типа pcDNA 3.1
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pSYN-VWF-009 DlD2D'D3-o6nacTb (1-276 ак, 6xHis) pcDNA 3.1
pSYN-VWF-010 DlD2D'D3-o6nacTb (1-477 ак, 6xHis) pcDNA 3.1
pSYN-VWF-011 DlD2D'D3-o6nacTb частично Al (1-511 ак, 6xHis) pcDNA 3.1
pSYN-VWF-012 D1D2DD3 Al-область (1-716 ак, 6xHis) pcDNA 3.1
pSYN-VWF-013 D1D2DD3 region (1-477 ак, C336A/C379A, 6x His) pcDNA 3.1
pSYN-VWF-014 Сигнальный пептид ФУ Ш-D'D3 (1-477ак, C336A/C379A)- 

одиночная Fc с 20ак линкером, содержащим сайт тромбина pcDNA 4
pSYN-VWF-015 D1D2DD3 (1-477ак, С336А/С379А)- одиночная Fc с 20ак 

линкером, содержащим сайт тромбина pcDNA 4
pSYN-VWF-016 Сигнальный пептид <t>VIII-D'D3 (1-477ак, ДТ)-одиночная Fc 

с 20ак линкером, содержащим сайт тромбина pcDNA 4
pSYN-VWF-017 D1D2DD3 (1-477ак, ДТ)-одиночная Fc с 20ак линкером, 

содержащим сайт тромбина pcDNA 4
pSYN-VWF-025 ОЮ2О'ОЗ-область (1-477 ак, 6xHis) в pLIVE pLIVE

pSYN-VWF-029 D1D2DD3-область (1-477 ак, С336А/С379А, 6xHis) в 
pLIVE pLIVE

pSYN-VWF-030 Сигнальный пептид OVIII-D'D3 (1-477ак, С336А/С379А)- 
одиночная Fc с 48ак линкером, содержащим сайт тромбина pcDNA 4

pSYN-VWF-031 D1D2DD3 (1-477ак, С336А/С379А)- одиночная Fc с 48ак 
линкером, содержащим сайт тромбина pcDNA 4

pSYN-VWF-032 Сигнальный пептид OVIII-D'D3 (1-477ак, ДТ)- одиночная 
Fc с 48ак линкером, содержащим сайт тромбина pcDNA 4

pSYN-VWF-033 Сигнальный пептид OVIII-D'D3 (1-477ак, ДТ)- одиночная 
Fc с 35ак линкером, содержащим сайт тромбина pcDNA 4

FVIII
pSYN-FVIII-055 УВД-ΦνΐΙΙ оцРс с R336I и Y1680F pBUD
pSYN-FVIII-056 УВД-ФУШ оцРс с R336I, R562 и Y1680F pBUD
pSYN-FVIII-057 УВД-ФУШ оцРс с Y1680F pBUD
pSYN-FVIII-058 УВД-ФУШ оцРс с S488A pBUD
pSYN-FVIII-059 УВД-ФУШ оцРс с R336I, R562K, S488A pBUD
pSYN-FVIII-060 УВД-ФУШ оцРс с R336I, R562K, Y1680F pBUD
pSYN-FVIII-061 УВД-ФУШ оцРс с R336I, R562K, S488A, Y1680F pBUD

pSYN-FVIII-064

УВД-ФУШ отщепляемая оцРс с ФВ D'D3 (1-477ак,
С336А/С379А) на второй Fc и 20ак тромбин-отщепляемым 
линкером между ними pBUD

pSYN-FVIII-065

УВД-ФУШ отщепляемая оцРс с ФВ D'D3 (1-276ак) на 
второй Fc и 20ак тромбин-отщепляемым линкером между 
ними pBUD

pSYN-FVIII-083 УВД-ФУШ оцРс с R336I, S488A,R562K, Y1680F, E1984V pBUD
pSYN-FVIII-086 УВД-ФУШоцРсс 6x(GGGGS) линкероммеждуС2 OVIIInFc pBUD
pSYN-FVIII-095 УВД-ΦνΐΙΙ оцРс с S104C, R562K,Y1680F, G1960C pBUD

pSYN-FVIII-101 УВД-ФУШ оцРс из ФУШ-041 в пцДНК 3.3. Торо
pcDNA 3.3
Topo

pSYN-FVIII-102

УВД-ФУШ (M662C/D1828C для дисульфидной связи; АРС 
мутации расщепления R336I/R562K; вместе с мутацией 
Y1680F для связывания ФВ) pBUD

pSYN-FVIII-103 УВД-ФАШ оцРс (Y662C/T1828C) pBUD
pSYN-FVIII-104 УВД-ФУШ оцРс (G655C/ST1788C) pBUD

pSYN-FVIII-113

УВД-ФУШ (R490A/H497A) отщепляемая оцРс с ФВ D'D3 
(1-477ак, С336А/С379А) на второй Fc и 20ак тромбин- 
отщепляемым линкером между ними pBUD

pSYN-FVIII-114

УВД-ФУШ (R490A/H497A) отщепляемая оцРс с ФВ D'D3 
(1-276) на второй Fc и 20ак тромбин-отщепляемым 
линкером между ними pBUD

pSYN-FVIII-126 УВД-ФУШ оцРс (M662C/D1828C)
pcDNA 3.3
Topo
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pSYN-FVIII-127

УВД-ФУШ oijFc (M662C/D1828C для дисульфидной связи;
APC мутации расщепления R336FR562K; вместе с мутацией 
Y1680F для связывания ФВ)

pcDNA 3.3
Торо

pSYN-FVIII-128 УВД-ФУШ оцРс (Y664C/T1826C)
pcDNA 3.3
Торо

pSYN-FVIII-129
мутация R336I R562K R490A Н497А N1224A на фоне 
pSYN-VIII-64 pBUD

pSYN-FVIII-130
мутация R336I R562K R490A Н497А N1224A на фоне 
pSYN-VIII-65 pBUD

pSYN-FVIII-131
мутация R471A Y487A R490A Н497А N1224A на фоне 
pSYN-VIII-64 pBUD

pSYN-FVIII-132
мутация R471A Y487A R490A Н497А N1224A на фоне 
pSYN-VIII-65 pBUD

pSYN-FVIII-135 УВД-ФУШ ouFc с R1645A/R1648A
pcDNA 3.3
Торо

pSYN-FVIII-136

УВД-ФУШ отщепляемая оцРс с ФВ D'D3 (1-477ак,
С336А/С379А) на второй Fc и 20ак тромбин-отщепляемым 
линкером между ними

pcDNA 3.3
Торо

pSYN-FVIII-137

УВД-ФУШ отщепляемая оцРс с ФВ D'D3 (1-276ак) на 
второй Fc и 20ак тромбин-отщепляемым линкером между 
ними

pcDNA 3.3
Торо

pSYN-FVIII-145 УВД-ФУШ оцРс с R471A/Y487A, R490A/H497A
pcDNA 3.3
Торо

pSYN-FVIII-146

УВД-ФУШ отщепляемая оцРс (R471A/Y487A) с ФВ D'D3 
(1-477ак, С336А/С379А) на второй Fc и 20ак тромбин- 
отщепляемым линкером

pcDNA 3.3
Торо

pSYN-FVIII-147

УВД- ФУШ отщепляемая оцРс (R471A/Y487A) с ФВ D'D3 
(1-276ак) на второй Fc и 20ак тромбин-отщепляемым 
линкером между ними

pcDNA 3.3
Торо

pSYN-FVIII-148

УВД-ФУШ отщепляемая оцРс (R1645A/R1648A) с ФВ D'D3 
(1-477ак, С336А/С379А) на второй Fc и 20ак тромбин- 
отщепляемым линкером

pcDNA 3.3
Торо

pSYN-FVIII-149

УВД- ФУШ отщепляемая оцРс (R1645A/R1648A) with ФВ
D'D3 (1-276ак) на второй Fc и 20ак тромбин-отщепляемым 
линкером

pcDNA 3.3
Торо

pSYN-FVIII-155 УВД-ФУШ сшитый с одиночной Fc (R1645A/R1648A) pcDNA 4

pSYN-FVIII-159

УВД-ФУШ отщепляемая оцРс с ФВ D'D3 (1-477ак,
С336А/С379А) на второй Fc и 35ак тромбин-отщепляемым 
линкером между pBUD

pSYN-FVIII-160

УВД-ФУШ отщепляемая оцРс с ФВ D'D3 (1-477ак,
С336А/С379А) на второй Fc и 48ак тромбин-отщепляемым 
линкером между ними pBUD

pSYN-FVIII-164

УВД-ФУШ отщепляемая оцРс (R490A/H497A,
R1645A/R1648A) с ФВ D'D3 ( 1-477ак, С336А/С379А) на 
второй Fc и 20ак тромбин-отщепляемым линкером

pcDNA 3.3
Topo

pSYN-FVIII-165

УВД-ФУШ отщепляемая оцРс (R336I/R562K,
R490A/H497A, R1645A/R1648A) с ФВ D'D3 (1-477ак,
С336А/С379А) на второй Fc и 20ак тромбин-отщепляемым 
линкером

pcDNA 3.3
Topo

pSYN-FVIII-178

УВД-ФУШ отщепляемая оцРс с ФВ D'D3 (1-477ак,
С336А/С379А) на второй Fc и 73ак тромбин-отщепляемым 
линкером между ними pBUD

pSYN-FVIII-179

УВД-ФУШ отщепляемая оцРс с ФВ D'D3 (1-477ак,
С336А/С379А) на второй Fc и 98ак тромбин-отщепляемым 
линкером между ними pBUD

pSYN-FVIII-180

УВД-ФУШ (К2092А) отщепляемая оцРс с ФВ D'D3 (1- 
477ак, С336А/С379А) на второй Fc и 48ак тромбин- 
отщепляемым линкером между ними pBUD

pSYN-FVIII-181

УВД-ФУШ (F2093A) отщепляемая оцРс с ФВ D'D3 (1- 
477ак, С336А/С379А) на второй Fc и 48ак тромбин- 
отщепляемым линкером между ними pBUD

pSYN-FVIII-182

УВД-ФУШ (K2092A/F2093A) отщепляемая оцРс с ФВ D'D3 
(1-477ак, С336А/С379А) на второй Fc и 48ак тромбин- 
отщепляемым линкером между ними pBUD

Пример 6. Белковая очистка.
Белковая очистка фрагментов ФВ.
Фрагменты ФВ очищали с применением двухэтапного метода очистки. Для первичной очистки ис­

пользовали заряженную колонку с сульфатом никеля для афинной хроматографии на иммобилизованном 
металле (АХИМ), а для окончательной очистки использовали ионообменную колонку с ДЭАЭ- 
фрактогелем. Ниже детально описан способ очистки.

(а) Первичная очистка фрагмента ФВ на АХИМ никеле 14 мл никелевую АХИМ колонку с HP- 
сефарозой [XK26/3] уравновешивали 25 мМ ГЭПЭС, 500 мМ NaCl, 10 мМ имидазола и 0,05% Твин-20 @ 
рН 7,5. Приблизительно 7,2 л ФВ-кондиционированной среды доводили 100 мл 1М ГЭПЭС @ рН 7,5 и 
600 мл 5М NaCl. Затем добавляли 80 мл 1М имидазола (@ рН 7.5) до достижения конечной концентра­
ции в 10 мМ. Затем 7,8 л доведенной ФВ-кондиционированной среды загружали в колонку при 2-8°C при 
10 мл/мин [113 см/ч]. Этапы отмывки проводили при 13,3 мл/мин [150 см/ч]. Сначала проводили отмыв­
ку 2х объемов колонки (ОК) с 25 мМ ГЭПЭС, 500 мМ NaCl, 10 мМ имидазола и 0,05% Твин-20 @ рН 7,5 
в нормальном потоке {"нисходящем потоке"}. Затем проводили отмывку 3хОК с 25 мМ ГЭПЭС, 500 мМ 
NaCl, 10 мМ имидазола и 0,05% ТВИН-20 @ рН 7,5 в обратном потоке {"восходящем потоке"}. И нако­
нец, проводили отмывку 3хОК с 25 мМ ГЭПЭС, 500 мМ NaCl, 10 мМ имидазола и 0,05% Твин-20 @ рН 
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7,5 в нормальном потоке {"нисходящем потоке"}. Элюирование проводили как градиент 10хОК до 50% 
B1 (25 мМ ГЭПЭС, 500 мМ NaCl, 500 мМ имидазола и 0,05% ТВИН-20 @ рН 7,5). Объем фракции поло­
жили равным 10 мл. Затем колонку очищали 100% B1. После этого проводили отмывку с 25 мМ ГЭПЭС, 
500 мМ NaCl, 10 мМ имидазола и 0,05% Твин-20 @ рН 7,5. Вторую очистку проводили с 1H NaOH. За­
тем колонку промывали с 1М ТРИС, 1M NaCl @ рН 7,8, и после этого 25 мМ ГЭПЭС, 500 мМ NaCl, 10 
мМ имидазола и 0,05% Твин-20 @ рН 7,5. В конце колонку промывали с 5 ОК из ФСБД + 20% этанола и 
хранили при 4°C.

(б) Вторичная очистка фрагмента ФВ на ДЭАЭ-фрактогеле.
Вторичную очистку фрагмента ФВ проводили на ДЭАЭ-фрактогеле @ рН 7,5. Сначала 20 мл элюа­

та АХИМ никеля (что соответствует пику фрагмента ФВ) доводили 200 мг цвиттергента 3-14 цвиттери­
онного детергента, чтобы попытаться разделить агрегированные частицы без применения денатурации 
или восстановительных добавок. После растворения детергента белок оставляли при комнатной темпера­
туре приблизительно на 15 мин. Затем белок доводили 4 г трегалозы, 1 мл 10% Твин-20, 5 мл 1М ГЭПЭС 
@ рН 7,5 и 174 мл воды "Милли-Кью". Равновесный буфер "A12" содержал 25 мМ ГЭПЭС, 50 мМ NaCl, 
1% трегалозы, 0,05% Твин-20 @ рН 7,5. Элюирующий буфер "B1" содержал 25 мМ ГЭПЭС, 1000 мМ 
NaCl, 1% трегалозы, 0,05% Твин-20 @ рН 7,5. Элюирование проводили как градиент 10 ОК до 50% B1 с 
удерживанием 5+ ОК после чего следовал этап доведения до 100% B1. Затем колонку очищали 0,85% 
ортофосфорной кислоты, и после этого 1М ТРИС, 1М NaCl @ рН 7,5. Затем колонку очищали 1B NaOH, 
2М NaCl и после этого 1М TRIS, 1M NaCl @ рН 7,5. Затем колонку промывали с 25 мМ ГЭПЭС, 100 мМ 
NaCl + 20% этанола @ рН 7,5 для хранения.

(с) Белковая очистка гетеродимера Ф VIII-ФВ.
Сначала гетеродимер Ф VIII-ФВ очищали на аффинной колонке (GE VIII Select), после чего прово­

дили очистку на ионообменной колонке содержащей фрактогель ТМАЕ. (McCue J.T., Selvitelli K., Walker 
J., Jchromatogr A. 2009 Nov 6; 1216(45):7824-30. Epub 2009 Sep 23).

Для очистки Ф УШ-155/ФВ-31 проводили этап тангенциальной поточной фильтрации (ТПФ) для 
замены буфера очищаемой кондиционированной среды. Затем при помощи аффинной хроматографии 
проводили захват целевых белков в фильтрате. После этого проводили этап слабой анионообменной 
хроматографии для уменьшения количества высокомолекулярных компонентов. Чистоту и размер моле­
кул оценивали при помощи эксклюзионной ВЭЖХ и ДСН-ПААГ. Наличие разных доменов Ф VIII- 
155/ФВ-31 дополнительно подтверждали Вестерн-блоттингом. Специфическая активность молекул была 
сравнима с Ф VIII с удаленным B-доменом.

(г) Расщепление тромбином гетеродимера Ф VIII-ФВ (фиг. 8).
Гетеродимер Ф VIII-ФВ или Ф VIII-Fc (контроль) смешивали с тромбином в соотношении 1:10 в 

тромбин-расщепляющем буфере (50 мМ Трис, рН 7,4, 150 мМ NaCl, 2 мМ CaCl2, 5% глицерола). Реак­
цию инкубировали при 37°C на протяжении 20 мин. Расщепленный продукт проводили в 4-12% восста­
новительном трис-глициновом геле. Нерасщепленный белок использовали в качестве контроля. Полосы 
визуализировали красителем кумасси.

(д) Оценка ФВ-связывающей способности Ф А1П-155/ФВ-31 при помощи октетного анализа.
ФВ-связывающую способность Ф УШ-155/ФВ-31 определяли при помощи измерений на основе 

биослоевой интерферометрии (БСИ) (октетный анализ) при 25°C при помощи измерительной установки 
ForteBio Octet 384 с использованием буферного раствора Трис (50 мМ Tris, рН 7,2, 150 мМ NaCl, 5 мМ 
CaCl2). Октетный анализ для определения связывания Ф VIII основан на гидрофобной иммобилизации 
человеческого фактора Виллебранда (чФВ) (Haematologic Technologies, Каталог № HCVWF-0191) на 
АФС-биосенсоре, за которой следует связывание 1,0% бычьего сывороточного альбумина (Jackson Im­
munoResearch, Каталог № 001-000-161). Вкратце, чФВ (38,5 нМ) растворяли в Трис-буфере и загружали 
на АФС-биосенсоры на 600 с, получая приблизительно 3,0-3,5 нм связывание на реакционных зондах. 
Контрольные АФС-зонды загружали 1,0% БСА в отсутствие чФВ для базового вычитания. После загруз­
ки все зонды инкубировали в Трис-буфере на протяжении 300 с для установления новой базовой линии. 
После этого биосенсорные зонды инкубировали в растворах Ф УШ-155/ФВ-031 лекарственного вещества 
с содержанием Ф VIIIFc или рФ VIII (60 нМ) на протяжении 5 мин при комнатной температуре с после­
дующим 5-минутным этапом диссоциации. При помощи программного обеспечения для октетного ана­
лиза данных связывающий отклик (нм) получали путем вычетания данных (реакционный зонд минус 
контрольный зонд). Как показано на фиг. 15, по сравнению с ФВ-связывающей активностью рФ VIIIFc и 
рФ VIII ФВ-связывающая активность Ф УШ-155/ФВ-031 является значительно более слабой. Это указы­
вает на успешное экранирование Ф VIII от полноразмерного ФВ фрагмента D'D3 гетеродимера 
Ф VIIIFc/ФВ.

Пример 7. ФВ-Ф VIII взаимодействие является ограничивающим фактором для продления времени 
полужизни Ф VIII.

Большая часть циркулирующего Ф VIII существует в виде комплекса Ф VIII-ФВ (>95% плазменно­
го Ф VIII). Это Ф VIII-ФВ взаимодействие способствует выведению Ф VIII в процессе выведения ФВ, 
тем самым делая время полужизни ФВ (T1/2) ограничителем для продления времени полужизни Ф VIII. 
Для оценки этой гипотезы при помощи Fc-технологий проводили испытания по ограничению продления
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времени полужизни Ф VIII у мышей с дефицитом Ф VIII (мышей с гемофилией A, которые имеют ин­
тактный ген ФВ) и у мышей с дефицитом Ф VIII/ФВ (с двойным Ф VIII-ФВ генным нокаутом (ДГН)).

Мышей с гемофилией A или Ф VIII-ФВ ДГН мышей лечили путем введения единичной внутривен­
ной дозы рФ VIII или рФ VIIIFc в рассчете 125 МЕ/кг в случае мышей с гемофилией A или 200 МЕ/кг в 
случае ДГН мышей. Образцы крови брали до 72 ч у мышей с гемофилией A или до 8 ч у Ф VIII/ФВ ДГН 
мышей. Затем измеряли активность Ф VIII в образцах плазмы крови при помощи хромогенного анализа 
Ф VIII. Фармакокинетический (ФК) профиль двух вариаций рФ VIII анализировали при помощи про­
граммы WinNonline.

Как показано в табл. 7 и на фиг. 9, для Ф VIII/ФВ ДГН мышей рФ VIIIFc продемонстрировал при­
близительно в 4,8 раза большее T1/2 (т.е. T1/2 в 1,2 ч) по сравнению с T1/2 рФ VIII (т.е. T1/2 в 0,25 ч). В про­
тивоположность этому при испытаниях на мышах с гемофилией A рФ VIIIFc имел только в 1,8 раза 
большее T1/2 по сравнению с рФ VIII. T1/2 рФ VIIIFc составило 13,7 ч, что совпадает со временем полу­
жизни эндогенного мышиного ФВ. Это указывает на то, что Ф VIII-ФВ взаимодействие является ограни­
чивающим фактором для продления времени полужизни Ф VIII. Для того чтобы достичь более чем дву­
кратного увеличения времени полужизни Ф VIII, Ф VIII-ФВ, взаимодействие должно быть устранено.

Таблица 7 
ФК Ф VIII для мышей с гемофилией A и Ф VIII/ФВ ДГН мышей

Тестируемая 
молекула

Мыши с дефицитом ФУШ Мыши с дефицитом ФУШ/ФВ

Τι/2(4) Соотношение Т 
к рФУШ

Τι/2(4) Соотношение Т

рФУШ 7,6 1 0,25 1

рФУПШс 13,7 1,8 1,2 4,8

Хромогенный аналих Ф VIII.
Активность Ф VIII определяли при помощи набора инструментов COATEST SP FVIII от DiaPharma 

(lot# N089019), а все инкубирования проводили на плоском нагревателе при 37°C с встряхиванием.
Диапазон калибровочной пробы рФ VIII составлял от 100 до 0,78 мМЕ/мл. Смешанные образцы 

контрольной нормальной человеческой плазмы и плазмы (разведенные в 1X буфере Coatest) добавляли в 
96-луночные планшеты Immulon 2HB в дубликате (25 мкл/лунку). Свежеприготовленную смесь 
IXa/ФХ/фосфолипид (50 мкл), 25 мкл 25 мМ CaCl2 и 50 мкл субстрата ФХа последовательно добавляли в 
каждую лунку с 5 мин инкубации между добавлениями. После инкубации с субстратом добавляли 25 мкл 
20% уксусной кислоты для терминации цветной реакции и измеряли поглощение OD405 при помощи 
установки SpectraMAX plus (Molecular Devices). Данные анализировали при помощи программного обес­
печения SoftMax Pro (версия 5.2). Нижний предел количественного определения (НПКО) равен 7,8 
мМЕ/мл.

Пример 8. Димер ФВ D'D3 защищает Ф VIII от Ф VIII-протеолиза и выведения (фиг. 10).
Ф VIII-защитную активность фрагментов ФВ оценивали по их способности защищать эндогенный 

мышиный Ф VIII от выведения у мышей с дефицитом ФВ. В циркуляцию крови мышей с дефицитом ФВ 
вводили разные фрагменты ФВ, перечисленные в табл. 8, колонка 1 (фиг. 1, пример 1), при помощи гид­
родинамической инъекции соответствующих конструкций ДНК в расчете 100 мкг/мышь. Образцы плаз­
мы крови брали через 48 ч после инъекции, а плазменную активность мышиного Ф VIII измеряли при 
помощи хромогенного анализа Ф VIII. Уровень экспрессии ФВ измеряли при помощи ELISA ФВ.

Исследовали четыре фрагмента ФВ разной длины, составляющей 276, 477, 511 и 716 аминокислот. 
Диапазон аминокислот от 276 до 716 исследовали, чтобы определить длину фрагментов ФВ, которая 
требуется для связывания Ф VIII (276 ак) в отсутствие связывающего домена клиренс-рецептора ФВ (716 
ак). Полноразмерный ФВ и мультимер D1D2D'D3CK использовали в качестве положительного контроля 
для защиты Ф VIII. В циркуляции крови фрагменты ФВ, синтезированные с доменом D1D2, существуют 
в виде димера и в виде мономеров, если они синтезированы без доменов D1D2.

Повышение активности мышиного Ф VIII в плазме крови после гидродинамической инъекции оп­
ределяет Ф VIII-защитное действие фрагментов ФВ. Как показано в табл. 8 и на фиг. 10А-Б, первые 276 
ак фрагмента D'D3 не проявляют Ф VIII-защитной активности, что демонстрируют одинаковые уровни Ф 
VIII в плазме крови до/после инъекции (фиг. 10А). При этом введение других фрагментов ФВ привело к 
значительному повышению уровня Ф VIII в плазме крови, что указывает на то, что эти фрагменты ФВ 
могут защищать Ф VIII от выведения.
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Таблица 8
Уровень мышиного Ф VIII в плазме крови Ф VIII/ФВ ДГН мышей до/после введения

фрагментов ФВ (конструкции ДНК проиллюстрированы на фиг. 1)

Конструкция
ДНК

Кодирующий 
Фрагмент ФВ

Активность ΦνΐΠ

-до
(мМЕ/мЛ)

Активность ФУШ 
-48 ч 

(мМЕ/мЛ)

ФВ антиген-48 ч 
(нМ/мЛ)

Ср. СО Ср. СО Ср. СО

VWF-001 D'D3276aa 53 31 86 16 2,8 1,9

VWF-009 DlD2D'D3276aa 45 20 65 17 1,8 1,3

VWF-002 D'D3477aa 56 3 257 38 17,0 0,5

VWF-010 DlD2D'D3477aa 42 11 387 22 8,2 1,6

VWF-003 D'D3Al5llaa 88 21 253 47 12,9 2,2

VWF-011 DlD2D'D3Al5naa 63 42 360 15 9,3 2,3

VWF-004 D'D3A17i6aa 87 8 239 56

VWF-012 DlD2D'D3Al7i6aa 64 22 307 29

VWF-006 D1D2DO3CK 38 10 249 20 2,4 1,0

VWF-008
Полноразмерный

ФВ 51 8 380 41 10,6 2,3

В табл. 8 приведены значения активности плазменного Ф VIII и плазменный уровень антигена 
фрагментов ФВ, которые содержат домен D'D3 полноразмерного ФВ, после инъекции. Аналогичные по- 
слеинъекционные значения Ф VIII/ФВ наблюдали для полноразмерного ФВ и двух димерных форм 
фрагментов ФВ, что означает, что эти два димера фрагментов ФВ обеспечивают такую же защиту Ф VIII, 
что и полноразмерный ФВ. Вдобавок, трехкратно превышающее значение Ф VIII/ФВ наблюдали для ди­
мерных изоформ фрагмента ФВ по сравнению с соответствующими им мономерами: димер D'D3 (477 ак) 
характеризуется значением Ф VIII/ФВ в 38,7 мМЕ/нмоль; мономер D'D3 (477 ак) характеризуется значе­
нием Ф VIII/ФВ в 11,6 мМЕ/нмоль: димер D'D3A1 (511 ак) характеризуется значением Ф VIII/ФВ в 32,9 
мМЕ/нмоль; и мономер D'D3 (511 ак) характеризуется значением Ф VIII/ФВ в 13,8 мМЕ/нмоль, что ука­
зывает на то, что димерные изоформы фрагментов ФВ обеспечивают лучшую защиту Ф VIII по сравне-
нию с соответствующими им мономерами.

Таблица 9
Эффект защиты Ф VIII полноразмерным фрагментом D'D3

Конструкция ДНК Кодирующий 
Фрагмент ФВ

Форма 
мультимера

ФУШ/ФВ (мМЕ/нмоль)

Среднее (СО)

VWF-002 D'D3477aa Мономер П,6 (4,4)

VWF-010 D lD2D'D3477aa Димер 38,7 (П,7)

VWF-003 D'D3A1511aa Мономер 13,8 (1,3)

VWF-011 DlD2D'D3Al5iiaa Димер 32,9 (5,5)

VWF-008 Полноразмерный
ФВ Мультимер 31,1 (6,7)

Гидродинамическая инъекция.
Гидродинамическая инъекция является эффективным и безопасным методом доставки генов в пе­

чень небольших животных, таких как мыши и крысы. Впервые он был описан как быстрая инъекция чис­
той плазмидной ДНК/солевого раствора без содержания эндотоксинов в размере десятой части от массы 
тела животного, проводимая за 5-7 с. Чистая плазмидная ДНК содержит представляющий интерес ген, а 
целевой белок, вырабатывающийся в печени из инъектированной ДНК, можно обнаружить в пределах 24 
ч после инъекции. Затем образцы плазмы крови брали для изучения терапевтических свойств экспресси­
руемого белка.

Во всех гидродинамических инъекциях, которые проводили в рамках данной патентной заявки, 
мышам массой 20-35 г в течении 4-7 с путем внутривенной инъекции в хвостовую вену доставляли 2 мл 
плазмидной ДНК в 0,9% стерильном солевом растворе. За мышами внимательно наблюдали на протяже­
нии первых нескольких часов до тех пор, пока не восстанавливалась нормальная активность. После того 
как при помощи метода отбора образцов крови из ретроорбитального синуса образцы крови были взяты, 
из них получали образцы плазмы крови и хранили при -80°C для дальнейшего анализа.
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ELISA ФВ.
Для ELISA ФВ использовали козлиное антитело к ФВ (аффинно очищенное, аффинно биологиче­

ское, КАФВ-АО) в качестве иммобилизованного антитела в количестве 0,5 мкг/лунку, а ФВ-ИФА-Д (Af­
finity Biologicals, ФВ-ИФА-Д, разведение 1:100) использовали в качестве детектирующего антитела. 
Анализ ELISA проводили согласно стандартной процедуре ELISA, в качестве субстрата ПХ использова­
ли ТМБ, в качестве блокирующего и связывающего буфера использовали буфер ФСБТ/1,5% БСА/0,5М 
NaCl. Стандартный диапазон анализа составляет от 100 до 0,78 нг, а нижний предел количественного 
определения (НПКО) в анализе равен 7,8 нг/мл.

Пример 9. Совместное введение полноразмерного D'DS-фрагмента ФВ продлевает время полужиз­
ни рУВД-Ф VIII у Ф VIII-ФВ ДГН мышей.

Пример 8 продемонстрировал, что полноразмерный фрагмент D'D3 может защитить эндогенный 
Ф VIII от процесса его выведения. Для того чтобы дополнительно оценить Ф VIII-защитную активность 
белка D'D3, Ф VIII-ФВ ДГН мышам вводили совместно Ф VIII с удаленным B-доменом (рУВД-Ф VIII) и 
димер D'D3 (ФВ-010) или рУВД-Ф VIII и мономер D'D3 (ФВ-002) при помощи внутривенной инъекции в 
расчете 200 МЕ/кг для рУВД-Ф VIII, 770 мкг/кг для димера D'D3 и 590 мкг/кг для мономера D'D3. ФК 
профиль рУВД-Ф VIII изучали по его плазменной активности после инъекции. Из-за короткого in vivo 
времени полужизни фрагментов D'D3 через три часа после первичной совместной инъекции вводили еще 
одну дозу D'D3 тем же самым путем для того, чтобы поддерживать необходимый уровень D'D3 в плазме 
крови.

Для анализа ФК образцы плазмы крови получали при помощи метода отбора образцов крови из ре- 
троорбитального синуса через 5 мин, 30 мин, 1 ч, 2 ч, 4 ч и 6 ч после инъекции, активность плазменного 
Ф VIII и уровень ангигена D'D3 анализировали при помощи хромогенного анализа Ф VIII и ELISA ФВ.

Как показано на фиг. 11 и в табл. 10, мономер D'D3 продлил время полужизни рУВД-Ф VIII в 2,5 
раза и улучшил его восстановление в 1,8 раза. Димер D'D3 продлил время полужизни рУВД-Ф VIII в 4,1 
раза и улучшил его восстановление в 3,5 раза. Также для обеих изоформ наблюдали улучшенные пара­
метры среднего времени нахождения, выведения и ППК. При этом димер D'D3 показывал лучшие ре­
зультаты по всем ФК параметрам по сравнению со своей мономерной формой.

Таким образом, совместное введение полноразмерного D'D3 защищает Ф VIII от процесса выведе­
ния, что показывает улучшение профиля ФК рУВД-Ф VIII. Потенциальное клиническое значение этого 
открытия нуждается в дополнительной оценке.

Таблица 10 
Параметры ФК рУВД-Ф VIII у Ф VIII-ФВ ДГН мышей при совместном введении им фрагментов D'D3

Лечение
5 мин 

Восстанов 
ление(%)

ТА 1/2

(ч)
свн
(ч)

Вывед. 
(мЛ/ч/кг)

Орс 
(мЛ/кг)

ппкд
(ч*кг*мМЕ/ 

мЛ/мМЕ)

т1/2

Кратность 
увеличения

Восстанов 
ление

Кратность 
увеличени 

я

rBDD-FVIII 25 0,23 0,24 407,72 133,14 0,0025
rBDD-FVIII
VWF-002 44 0,57 0,58 151,93 124,63 0,0066 2,5 1,8

rBDD-FVIII
VWF-010 87 0,95 0,98 71,48 97,54 0,014

4,1 3,5

Пример 10. Мономер D'D3, синтезированный с доменом D1D2, и его димерная изоформа обладают 
такой же Ф VIII-защитной активностью и дополнительно продлевают время полужизни Ф VIIIFc при­
близительно в ~4 раза у Ф VIII-ФВ ДГН мышей.

Для того чтобы количественно оценить Ф VIII-защитную способность доменов D'D3 и выяснить, 
является ли димеризация D'D3 необходимой для Ф VIII-защитной активности, каждую из двух конструк­
ций ДНК (т.е. ФВ-025 (содержащую последовательность ДНК, кодирующую D1D2D'D3) и ФВ-029 (со­
держащую D1D2D'D3 кодон ДНК с мутациями C336A и C379A)) вводили Ф VIII/ФВ ДГН мышам путем 
гидродинамической инъекции. Эта инъекция приводила к экспрессии димера D'D3 (ФВ-025) или экс­
прессии мономера (ФВ-029) у Ф VIII/ФВ ДГН мышей. На 5 день после гидродинамической инъекции 
вводили единичную внутривенную дозу рФ VIIIFc в расчете 200 МЕ/кг, а образцы плазмы крови брали 
через 5 мин, 4, 8, 16, 24, 31, 40, 55, 66 ч после инъекции рФ VIIIFc IV. Исследование ФК рФ VIIIFc, про­
водимое на ранее не подвергавшихся экспериментам Ф VIII-ФВ ДГН мышах с аналогичными дозиров­
ками, использовалось в качестве базовой линии времени полужизни рФ VIIIFc. Активность плазменного 
Ф VIII анализировали при помощи хромогенного анализа Ф VIII. Плазменный уровень D'D3 измеряли 
при помощи ELISA ФВ, а ФК профиль рФ VIIIFc анализировали при помощи программы WinNonlin.

Как показано в табл. 11 и на фиг. 12, при наличии в циркуляции D'D3-фрагментов ФВ исходное 
восстановление рФ VIIIFc возрастает от 42 до 75% для димера D'D3 и 60% для мономера D'D3. T1/2 для 
рФ VIIIFc также возросло от 2,5 до 9,3 и 9,2 ч соответственно. Вместе с T1/2 наблюдали улучшенные 
параметры среднего времени нахождения, выведения и объемного распределения у мышей, экспресси­
рующих мономеры и димеры D'D3. В целом, наблюдали приблизительно 8-кратное увеличение времени
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полужизни рФ VIIIFc и 6-кратное увеличение ППК у мышей, экспрессирующих и мономеры и димеры
D'D3. Так же, как и его димерная изоформа, мономер D'D3 полноразмерного ФВ, который синтезировали
с пропептидом (D1D2) ФВ, может обеспечивать полный Ф VIII-защитный эффект, что и полноразмерная
молекула ФВ.

У Ф VIII/ФВ ДГН мышей Ф VIII дикого типа имеет 0,25 ч T1/2. Метод слияния Fc повышает T1/2 Ф VIII 
до 1,2 ч, что является приблизительно 4,8-кратным увеличением. Когда метод слияния Fc объединили с 
доменами D'D3, T1/2 Ф VIII возросло до 9,3 ч (димер D'D3) и 9,2 ч (мономер D'D3), что в целом является 
приблизительно 37-кратным увеличением (табл. 10). Этот результат демонстрирует синергетический 
эффект слияния Fc и D'D3-фрагмента ФВ на продление времени полужизни Ф VIII.

Таблица 11
ФК параметры рФ VIIIFc с/без фрагмента D'D3 в циркуляции крови

Лечение
5 мин 

Восстанов 
ление(%)

4/2

(ч)
свн
(ч)

Вывед. 
(мЛ/ч/кг)

Орс 
(мЛ/кг)

ППК Ji 
(ч*кг*мМЕ/ 

мЛ/мМЕ)

Т 1/2
Кратность 
увеличени 

я

ППК д
Кратность 
увеличени 

я

rFVIIIFc 43 1,2 0,76 39,5 67,0 0,025

rFVIIIFc 
VWF-025 75 9,3 ИД 6,1 67,6 0,164 7,8 6,6

rFVIIIFc 
VWF-029 60 9,2 и,з 6,7 75,7 0,149 7,7 6,0

филией A.Пример 11. ФК гетеродимеров Ф VIII-ФВ у мышей с гемо(
На мышах с гемофилией A проводят исследование ФК профиля основных представителей гетеро­

димеров Ф VIII-ФВ (таких как Ф VIII-155/ФВ-031) для того, чтобы оценить их способность экранировать 
Ф VIII от эндогенного ФВ и их способность продлевать время полужизни Ф VIII.

Мышей с гемофилией A обрабатывают единичной внутривенной дозой основных представителей в 
расчете 200 МЕ/кг, затем берут образцы плазмы крови через 5 мин, 4 ч, 8 ч, 24 ч, 48 ч, 72 ч, 96 ч и 120 ч, 
исследуют активность плазменного Ф VIII при помощи хромогенного анализа Ф VIII, а изменение вре­
мени полужизни Ф VIII рассчитывают при помощи программы WinNonlin.

В оптимальной конфигурации гетеродимера Ф VIII/ФВ, связывание Ф VIII с эндогенным ФВ будет 
полностью подавляться, следовательно, базовая линия времени полужизни рФ VIII снизится от 7,6 до 
0,25 ч, как показано в примере 7. При нековалентном соединении фрагмента D'D3 с Ф VIII наблюдали 
приблизительно 8-кратное увеличение времени полужизни (пример 9). У основных представителей гете­
родимеров Ф VIII/ФВ фрагмент ФВ ковалентно соединен с молекулой Ф VIII, соответственно, должна 
быть достигнута лучшая защита Ф VIII. Изобретение, описанное в данной заявке, открывает двери даль­
нейшему продлению времени полужизни Ф VIII за границу двукратного увеличения с применением дос­
тупных способов продления времени полужизни, пациенты с гемофилией A в ближайшем будущем мо­
гут надеяться на вариант Ф VIII более длительного действия.

На мышах с гемофилией A и Ф VIII/ФВ ДГН мышах исследовали ФК профиль Ф VIII-155/ФВ-031 
для того, чтобы оценить способность фрагмента D'D3 экранировать компонент Ф VIII от эндогенного 
ФВ. Мышей с гемофилией А и Ф VIII/ФВ ДГН мышей лечили единичной внутривенной дозой Ф VIII- 
155/ФВ-031 в расчете 200 МЕ/кг, затем брали образцы плазмы крови через 5 мин, 8 ч, 24 ч и 48 ч после 
дозирования. Ф VIII-активность образца плазмы исследовали при помощи хромогенного анализа Ф VIII, 
а время полужизни Ф VIII-155/ФВ-031 рассчитывали при помощи программы WinNonlin.

Методом биослоевой интерферометрии для Ф VIII-155/ФВ-031 по сравнению с рФ VIIIFc и рФ VIII 
было зарегистрировано очень слабое связывание с иммобилизованным ФВ (фиг. 15, Октет; ForteBio Inc., 
Менло-Парк, Калифорния). Это показывает, что домен D'D3 в молекуле успешно блокирует связывание 
Ф VIII с нативными молекулами ФВ. Следовательно, ожидается, что для двух разных мышиных линий 
времена полужизни рФ VIII-155/ФВ-031 будут сходными. Результаты исследования приведены на фиг. 
16 и в табл. 12А. Как и предсказывалось, ФК профайл рФ VIII-155/ФВ-031 сравним в обоих случаях - 
мышей с гемофилией A и Ф VIII/ФВ ДГН мышей, что указывает на то, что время полужизни гетероди­
мера Ф VIIIFc/ФВ не зависит от времени полужизни эндогенного ФВ. Результаты показывают, что по­
давление взаимодействия рФ VIIIFc с эндогенным ФВ D'D3-доменами ФВ дает возможность снять огра­
ничение по времени полужизни Ф VIII и открывает возможность продления времени полужизни Ф VIII 
за границы времени полужизни, достигаемые в отсутствие D'D3-доменов ФВ (приблизительно в два раза 
по сравнению с Ф VIII дикого типа).
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Таблица 12А
ФК Ф νΐΙΙ-155/ΦΒ-031 у Ф VIII/ФВ ДГН мышей и мышей с гемофилией A

Лечение 5 мин

Восстановление

(%)

Т1/2

(ч)

СВН

(ч)

Вывед.

(мЛ/ч/кг)

Орс 

(мЛ/кг)

ппкд
(ч* кг* мМЕ/мЛ/мМЕ)

FVIII-

155/VWF-

031 DKO

49 9,9 6,9 11,6 80,5 0,09

FVIII-

155/VWF-

031 НетА

69 10,8 707 И,9 92,1 0,08

Ф VIII-защитную способность доменов D'D3 оценивали путем сравнения t1/2 для Ф VIII-155/ΦΒ-031 
с Ф VIIIFc у Ф VIII/ФВ ДГН мышей. После одноразового введения IV брали образцы крови через 5 мин, 
8 ч, 24 ч и 48 ч для Ф VIII-155/ΦΒ-031 и через 5 мин, 1 ч, 2 ч, 4 ч, 6 ч и 8 ч для Ф VIIIFc. Активность 
Ф VIII образцов плазмы крови исследовали при помощи хромогенного анализа Ф VIII, а время полужиз­
ни Ф VIII-155/ΦΒ-031 рассчитывали при помощи программы WinNonlin.

Фиг. 16Б и табл. 12Б демонстрируют значительно улучшенный ФК профиль для Ф VIII-155/ΦΒ-031 
по сравненю с рФ VIIIFc для ДГН мышей: приблизительно 6-кратное увеличение для t1/2 и приблизи­
тельно 5-кратное увеличение для параметров выведения и ППК. Этот результат демонстрирует, что до­
мен D'D3 гетеродимера Ф VIIIFc/ФВ защищает компонент Ф VIII от некоторых процессов выведения, 
обеспечивая, таким образом, часть защиты, которую обычно обеспечивает полноразмерный ФВ. Этот 
вывод был также подтвержден в случае мышей с гемофилией A. По сравнению с рФ VIIIFc у мышей с 
гемофилией A рФ VIII-155/ΦΒ-031 имеет более короткое t1/2 и меньшую ППК, что означает, что в такой 
конфигурации домены D'D3 (ФВ-031) успешно предотвращают связывание белка Ф VIII (рФ VIII-155) с 
эндогенным ФВ, который до определенной степени обладает свойствами продления времени полужизни, 
равно как и свойствами, ограничивающими время полужизни Ф VIII. Полноразмерный ФВ имеет длину в 
250 кДа и образует мультимеры так, что эндогенный ФВ может иметь длину до 2 МДа, и, таким образом, 
это согласуется с гипотезой о том, что в данном контексте D'D3-участок ФВ длиной в 55 кДа не обеспе­
чивает защиту в той же степени, в какой ее предоставляет гораздо более крупный эндогенный ФВ. Так 
как фрагмент ФВ предотвращает связывание эндогенным ФВ рФ VIII-155/ΦΒ-031, в этой конкретной 
конструкции время полужизни у мышей с гемофилией A сокращается. Следовательно, результаты, при­
веденные в табл. 12Б, указывают на то, что молекула рФ VIII-155/ΦΒ-031 способна предотвращать свя­
зывание рФ VIII-155/ΦΒ-031 с компонентом, продлевающим время полужизни Ф VIII (эндогенным ФВ). 
При этом эксперименты показывают, что устранение фактора, ограничивающего время полужизни 
Ф VIII, открывает возможность продления времени полужизни белка Ф VIII за пределы ранее осуществ­
ляемого 1,5-кратного или 2-кратного увеличения. Комбинируя Ф VIII с другими продлевающими время 
полужизни элементами, можно выйти за ограничение на более чем 2-кратное продление времени полу­
жизни.

Таблица 12Б
ФК рФ ^П-155/ФВ-031 и Ф VIIIFc у Ф VIII/ФВ ДГН мышей

Лечение 5 мин

Восстановление

(%)

Tl/2

(ч)

СВН

(ч)

Вывед.

(мЛ/ч/кг)

Орс 

(мЛ/кг)

ппкл

(ч* кг* мМЕ/мЛ/мМЕ)

FVIIIFc

DKO

43 1,6 1,9 63,9 123,2 0,02

FVIII-

155/VWF-

031 DKO

49 9,9 6,9 11,6 80,5 0,09

Fold

Increase

6,2 3,6 5,5 4,5

FVIII-

155/VWF-

031HemA

69 10,8 7,7 Н,9 92,1 0,08

FVIIIFc

He mA

86 16,4 20,3 2,9 57,7 0,35

Пример 12. Оптимизация D'D3-Fc линкера гетеродимера Ф VIII/D'D3 (фиг. 13).
Для того чтобы обеспечить возможность рФ VIIIFc избежать процесса выведения ФВ и устранить
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ограничение в виде 2-кратного увеличения времени полужизни Ф VIII, П'П3-фрагмент ФВ вносили в 
молекулу рФ VIIIFc (фиг. 2), что приводило к образованию гетеродимера Ф VIIIFc/ФВ. Чтобы исклю­
чить взаимодействие между рФ VIIIFc и эндогенным ФВ и максимизировать Ф VIII-защитный потенциал 
D'D3, между доменом D'D3 и Fc-областью добавляли линкер, чтобы обеспечить возможность оптималь­
ного связывания Ф VIII/D'D3. Более оптимальный линкер обеспечит домену D'D3 возможность предос­
тавлять большую защиту D'D3, чем это делает менее оптимальная конструкция линкера. Это предполо­
жение можно проверить путем проведения гидродинамической инъекции конструкций ДНК Ф VIII/ФВ 
ДГН мышам. Более оптимальная конструкция приведет к более стабильной экспрессии гетеродимера 
Ф VIIIFc/D'D3.

Для того чтобы выбрать оптимальный линкер было создано три разных гетеродимера 
Ф VIIIFc/D'D3 (фиг. 3, пример 3). Возможные линкеры между доменами D'D3 и Fc-областью перечисле­
ны в табл. 13. Данные конструкции ДНК вводили Ф VIII/ФВ ДГН мышам при помощи гидродинамиче­
ской инъекции (ГДИ) в расчете 100 мкг/мышь, образцы плазмы брали через 48 ч после ГДИ. Активность 
циркулирующего гетеродимера Ф VIIIFc/D'D3 анализировали при помощи хромогенного анализа Ф VIII.

Результаты исследований показаны на фиг. 13. Через 48 ч после ГДИ наблюдали одинаковый уро­
вень экспрессии, достигаемый Ф VIII-064 и Ф VIII-159, что указывает на то, что 20 ак линкер и 35 ак 
линкер обеспечивают одинаковый уровень взаимодействия Ф VIII/D'D3. С другой стороны, Ф VIII-160 
продемонстрировал значительно более высоку экспрессию, чем Ф VIII-064, что указывает на то, что 48 
ак линкер обеспечивает возможность лучшего связывания Ф VIII/D'D3 по сравнению с 20 ак и 35 ак лин­
керами.

Оптимальный линкер между фрагментом ФВ и Fc-областью является одним из ключевых элемен­
тов в гетеродимере Ф VIIIFc/ФВ. Нахождение лучшего линкера позволит получить оптимальное взаимо­
действие между Ф VIII и фрагментом ФВ, предотвратит связывание Ф VIII с эндогенным ФВ, даст воз­
можность Ф VIII избежать процесса выведения ФВ и продлит время полужизни Ф VIII за пределы вре­
мени полужизни плазменного ФВ.

Таблица 13
Различные линкеры между D'D3 и фрагментом Fc

Конструкция
ДНК

Линкер между D’D3 и Fc

FVIII-064
(SEQID NO:

92)
20aa=IDGGGGSGGGGSLVPRGSGG

FVIII-159 
(SEQ ID NO: 

93)

35 aa= I SGGGGS GGGGS GGGG SGGGG SGGGGS L VPR 
GSGG

FVIII-160 
(SEQ ID NO: 

94)

48aa = ISGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGG 
GSLVPRGSGGGGSGGGGS

Пример 13. Стабильность одноцепочечного Ф VIII.
Одноцепочечный белок Ф VIII должен быть более стабильным, чем его изоформа с двойной цепью. 

Для проверки этой гипотезы были созданы две конструкции ДНК: Ф VIII-136 (процессируемый Ф VIIIFc 
с доменом D'D3) и Ф VIII-148 (одноцепочечный (ОЦ) Ф VIIIFc с доменом D'D3, который содержит мута­
цию R1645A/R1648A, чтобы предотвратить расщепление между тяжелой цепью и легкой цепью Ф VIII).

Обе плазмиды вводили Ф VIII/ФВ ДГН мышам при помощи гидродинамической инъекции. Образ­
цы плазмы брали через 24 и 48 ч после инъекций для того, чтобы измерить уровень экспрессии двух 
изоформ Ф VIIIFc/D'D3. Как показано на фиг. 14, для обеих временных точек лучшую экспрессию на­
блюдали для конструкции ОЦ-Ф VIIIFc/D'D3 (Ф VIII-148) (р=0,12, р=0,19), что указывает на то, что од­
ноцепочечный Ф VIII может являться более стабильным или лучше экспрессируемым, чем его двухцепо­
чечная изоформа (Ф VIII-136). ФК профиль двух изоформ Ф VIII и уровни их экспрессии в клеточной 
культуре будут дополнительно исследованы. Одноцепочечную изоформу Ф VIII потенциально можно 
использовать для замещения традиционной двухцепочечной изоформы для достижения лучшей выра­
ботки белка и лучшего in vivo времени полужизни Ф VIII.

Пример 14. ПЭГилирование.
Одну или более молекул полиэтиленгликоля (ПЭГ) можно присоединить к любой области белка 

Ф VIII, фрагмента ФВ или их обоих. Так как согласно данным по кристаллической структуре Ф VIII не 
содержит на своей поверхности свободного цистеина (PDB:2R7E, Shen et al., Blood 111:1240 (2008); 
PDB:3CDZ, Ngo, Structure, 16:597-606 (2008)), одним из подходов является либо вставка цистеин­
содержащего пептида (например, GGGSGCGGGS) (SEQ ID NO: 107), либо его присоединение к белку 
Ф VIII, фрагменту ФВ или им обоим. Затем молекулы ПЭГ, содержащие малеимид, могут быть специфи­
чески конъюгированы с цистеином, внедренным в рекомбинантный белок Ф VIII. Вкратце, рекомби­
нантный белок Ф VIII, содержащий Cys-вставку, можно сконструировать при помощи стандартной мо­
лекулярной технологии, а экспрессируемый в экспрессионной системе млекопитающего рекомбинант­
ный белок Ф VIII (например, в клетках HEK293, CHO, BHK21, PER.C6 и CAP) можно очистить при по-
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мощи аффинной и ионообменной хроматографии. Очищенный рекомбинантный белок Ф VIII восстанав­
ливают Трис-(2-карбоксиэтил)фосфином (ТКЭФ) для того, чтобы открыть тиоловую группу внедренного
цистеина, а затем проводят реакцию с содержащим малеимид ПЭГ. Полученный рекомбинантный белок
Ф VIII исследуют на предмет прокоагулирующей активности и продления времени полужизни.

ПЭГ присоединяют в одной из позиций, раскрытых в патентной заявке US № 61670,553, которая в 
полном объеме включена в данный текст посредством ссылки, либо в других подходящих для вставки 
позициях. Активность циркулирующего гетеродимера Ф VIII-активность ПЭГилированного рекомби­
нантного белка Ф VIII анализировали при помощи хромогенного анализа Ф VIII. ФК ПЭГилированного 
рекомбинантного белка Ф VIII анализировали для мышей с гемофилией A и Ф VIII-ФВ ДГН мышей как 
описано выше.

Пример 15. Стабильность Ф VIII в плазме крови мышей с гемофилией A и мышей с двойным Ф 
VIII/ФВ генным нокаутом (ДГН).

Плазменную стабильность разных слитых белков Ф VIIIFc исследовали в плазме крови мышей с 
гемофилией А и мышей с двойным Ф VIII/ФВ генным нокаутом (ДГН). Для анализа стабильности 5 
МЕ/мл разных белков Ф VIIIFc инкубировали вместе с с плазмой крови мышей с гемофилией A или ДГН 
мышей при 37°C. Аликвоты брали для разных временных точек, чтобы измерить активность при помощи 
хромогенного анализа Ф VIII. Активность для каждой временной точки измеряли дважды, а среднюю 
активность наносили на график как функцию времени.

Для анализа иммунопреципитации Ф VIIIFc 5 мкг Ф VIIIFc инкубировали с 250 мкл ФСБ или плаз­
мой крови ДГН мыши на протяжении 24 ч при 37°C. Ф VIIIFc иммунопреципитировали путем добавле­
ния 5 мкг овечьего поликлонального антитела к Ф VIII (ab61370) на протяжении 1 ч при комнатной тем­
пературе и 100 мкл гранул протеина A. После 4х 1 мл ФСБ отмывок гранулы пересуспендировали в 50 мл 
1х восстановительного ДСН-ПААГ буфера. После кипячения 20 мкл (т.е. ~ 1 мкг Ф VIIIFc) загружали в 
4-15% не содержащий красителей Bio-Rad гель. Гель визуализировали при помощи установки Bio-Rad и 
после этого проводили вестерн-блоттинг с антителом к тяжелой цепи Ф VIII (GMA012).

Активность Ф VIIIFc (двухцепочечной молекулы Ф VIII, которая содержит отдельные тяжелую и 
легкую цепи Ф VIII, удерживающиеся посредством нековалентных взаимодействий) уменьшается со 
временем в плазме крови как мышей с гемофилией А, так и ДГН мышей (фиг. 18А). Из-за отсутствия 
опосредованной ФВ защиты уменыпение активности Ф VIIIFc более четко выражено в плазме крови 
ДГН мышей. Это уменьшение активности Ф VIII происходит, главным образом, из-за диссоциации или 
деградации тяжелой цепи (ТЦ) Ф VIII. После 24-часовой инкубации в плазме крови ДГН мышей наблю­
дали около 75% уменьшение тяжелой цепи Ф VIIIFc (фиг. 18Б). Для легкой цепи (ЛЦ) (данные не приве­
дены) или непроцессированного/одноцепочечного Ф VIIIFc (т.е. молекулы Ф VIII, в которой легкая цепь 
и тяжелая цепь удерживаются вместе посредством ковалентной связи - верхняя полоса в гель- 
изображении) не наблюдали значительного уменьшения (фиг. 18Б).

Так как предполагается, что ФВ повышает стабильность Ф VIII in vivo, проводили исследования, 
чтобы выяснить, будет ли химерный белок гетеродимера Ф VIII-ФВ (Ф У1П155:ФВ31, который содержит 
D'D3 ФВ, ковалентно присоединенный к Ф VIII через Fc) более стабильным в плазме крови мышей с ге­
мофилией A и ДГН мышей. Согласно приведенным на фиг. 19 данным по плазменной стабильности, на­
личие D'D3 повышает стабильность Ф VIIIFc в плазме крови как мышей с гемофилией A, так и ДГН мы­
шей. Одноцепочечный Ф VIIIFc без D'D3 использовали в этих экспериментах в качестве контроля (оцФ 
VIII). Согласно фиг. 19, одноцепочечный Ф VIII оказался более стабильным, чем двухцепочечный Ф VII- 
IFc; при этом наличие D'D3 значительно повышает плазменную стабильность одноцепочечной молекулы 
Ф VIIIFc. На основе этого можно предположить, что D'D3 стабилизирует Ф VIII не только путем удер­
жания вместе тяжелой и легкой цепей, но также при помощи других неизвестных механизмов.

Пример 16. Применение фурина/PACE для процессинга ФВ.
ФВ является уникальным белком в том смысле, что он содержит очень большой пропептид (т.е. до­

мен D1D2 ФВ, ~85 кДа). Пропептид ФВ исполняет роль внутреннего шаперона для правильного фолдин­
га молекулы ФВ. Два фермента - PC5 и фурин (PACE) исследовали на предмет процессинга ФВ. Конст­
рукцией ФВ-031 (D1D2D'D3Fc) временно трансфицировали клетки HEK293 у применения разных кон­
центраций PC5 или PACE. Через четыре дня культуральную тканевую среду собирали и подвергали по­
нижению протеина A. Даже при более низкой концентрации (2,5%) фурин (PACE) был более эффектив­
ным, чем 10% PC5, в удалении пропептида (D1D2) из D'D3Fc (фиг. 20). Удаление D1D2 является важ­
ным, так как известно, что D1D2 приводит к предотвращению взаимодействия D'D3 с Ф VIII.

Пример 17. Фрагмент ФВ в гетеродимере Ф VIII-ФВ предотвращает взаимодействие Ф VIII с пол­
норазмерным ФВ.

Для исследования связывания гетеродимерной конструкции Ф УШ-155/ФВ-31 с полноразмерным 
ФВ использовали октетную установку ForteBio (фиг. 21А). Для проведения анализа связывания полно­
размерный ФВ иммобилизовали при помощи АФС-сенсора, после чего блокировали 1% БСА. После 
блокирования исследовали разные конструкции Ф VIII на предмет связывания с ФВ. Как и предполага­
лось, Ф VIII дикого типа и Ф VIIIFc прочно связываются с сенсорами ФВ. Ф VIII-мутант Y1680F, для
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которого, как известно, характерна низкая аффинность или отсутствие аффинности к ФВ, демонстриро­
вал в значительной степени сниженное связывание ФВ. Гетеродимер Ф УШ-155/ФВ-31 вообще не связы­
вался с полноразмерным ФВ, что подтверждает экранирование Ф VIII D'D3 в гетеродимере Ф VIII-ФВ.

Тот же самый эксперимент проводили наоборот, чтобы определить, может ли часть D'D3 гетероди­
мера Ф VIII-ФВ взаимодействовать с другими молекулами Ф VIII, которые не являются ковалентно при­
соединенными к D'D3. Как показано на фиг. 21Б, конструкция ФВ-31 (D'D3Fc), иммобилизованная на 
сенсоре из протеина G, сама может прочно связываться с Ф VIII, при этом D'D3 в гетеродимере 
Ф VIII-155:ФВ31 не проявляет связывания с Ф VIII. Протеин G вместе с Ф VIII использовали в качестве 
контроля. Эти эксперименты по связыванию подтвердили, что D'D3 в гетеродимере может взаимодейст­
вовать только с молекулой Ф VIII, которая ковалентно присоединена к нему, и предотвращать взаимо­
действие Ф VIII с полноразмерными молекулами ФВ дикого типа.

Для определения точного значения аффинности связывания D'D3 ФВ с молекулой Ф VIII для ФВ- 
031 проводили эксперимент по поверхностному плазмонному резонансу (фиг. 22). Конструкцию ФВ-031 
(D'D3Fc) иммобилидовали при помощи анти-человеческого IgG, а Ф VIII с удаленным B-доменом прово­
дили через чип, содержащий D'D3Fc. Для Ф VIII наблюдали KD, составляющую около 10 нМ. Такая аф­
финность приблизительно в 25 раз ниже по сравнению молекулой ФВ дикого типа и соответствует той 
величине, о которой ранее сообщалось в литературе.

Пример 18. Влияние разной длины линкеров между D'D3 и Fc на активность и ФК гетеродимера.
Чтобы проверить, оказывает ли влияние на ФК и активность гетеродимера Ф VIII-ФВ изменение 

длины тромбин-отщепляемого линкера между D'D3 и Fc, разные конструкции ФВ экспрессировали со­
вместно с Ф VIII-155. Исследовали конструкции линкеров трех разных длин, перечисленных в табл. 14А 
(ФВ-031, ФВ-035 и ФВ-036). Каждую плазмиду смешивали с плазмидой Ф VIII-155 (пример 5) и транс­
фицировали клетки HEK293. На четвертый день после трансфекции культуральную клеточную среду 
собирали и концентрировали до 10 МЕ/мл хромогенной активности Ф VIII.

Затем концентрированную клеточную среду вводили 8-12-недельным Ф VIII/ФВ ДГН мышам в до­
зировке 100 МЕ/10 мл/кг. Образцы плазмы крови брали через 5 мин, 8 ч, 16 ч, 24 ч, 32 ч и 48 ч после до­
зирования. Ф VIII-активность образцов плазмы анализировали при помощи хромогенного анализа 
Ф VIII, а время полужизни рассчитывали при помощи программы WinNonlin-Phoenix.

Как показано на фиг. 23, когда длину линкера между D'D3 и Fc-фрагментом увеличили от 48 ак до 
73 ак или 98 ак, время полужизни соответствующего гетеродимера Ф VIIIFc/ФВ увеличилось и достигло 
12,2 ч и 13,3 ч соответственно. Это отвечает от 1,5-1,6-кратному увеличению по сравнению с вариантом 
длиной в 48 ак. На сегодняшний день 98 ак линкер является наиболее оптимальным линкером при ис­
пользовании Ф VIII-защитной активности фрагмента D'D3, и именно его включают в состав гетеродиме­
ра Ф VIIIFc/ФВ для дополнительного увеличения его времени полужизни.

Для сравнения влияния линкера на активность Ф VIII проводили хромогенный анализ Ф VIII и 
АЧТВ-анализ культуральной тканевой среды из клеток, экспрессирующих разные гетеродимеры Ф VIII- 
ФВ. Хотя для гетеродимерных конструкций АЧТВ-активность оказалась в 2 раза меньшей по сравнению 
с хромогенной активностью, не наблюдали значительных различий между разными линкерами, за ис­
ключением случая, когда линкер содержит сайт PAR1 рядом с сайтом тромбина (табл. 14Б).

Таблица 14А
Последовательность разных линкеров между D'D3 ФВ и Fc

Конструкция

ДНК
Линкер между D’D3 и Fc

VWF031
48aa = ISGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSLVP

RG S GG GG S G GG G S (SEQ ID NO: 95)

VWF035

73aa= ISGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGG

GSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSLVPRGSGGGGSGGGGS

(SEQ ID NO: 96)

VWF036

98aa=I SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGG

GSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS

GGGGSGGGGSLVPRGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 97)
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Таблица 14Б
Активность гетеродимеров, содержащих линкеры разной длины

ID

образца

Описание образца

Длина линкера 

между D’D3 

и Fc (ак)

Хромогенный

МЕ/мЛ АЧТВ МЕ/мЛ

Хромогенный/

АЧТВ

1 FVIIIFc 155+VWF15 20 1,81 0,85 2,14

2 FVIIIFc 155+VWF31 48 2,32 1,05 2,21

3 FVIII Fc 155+VWF33 35 2,21 1,02 2,16

4 FVIII Fc 155+VWF35 73 2,65 1,24 2,14

5 FVIII Fc 155+VWF36 98 2,75 1,И 2,47

6
FVIII Fc 155+VWF39

26

(тромбин+PAR 1)
1,85 1,21 1,53

Пример 19. Связывание Ф VIII с фрагментом ФВ при помощи фермента сортазы.
В другом аспекте реализации изобретения фрагмент ФВ (например, домен D1D2D'D3 или D'D3) 

присоединяют к Ф VIII при помощи опосредованного сортазой метода in vitro белкового лигирования. В 
одном примере распознающий сортазу A (LPXTG) мотив Staphylococcus aureus вносили в C-конец фраг­
мента ФВ, а остаток Gly(n) - в N-конец Ф VIII (где количество остатков глицина может меняться). При­
меняемая молекула Ф VIII может являться как одноцепочечной, так и двухцепочечной. Катализирован­
ная сортазой реакция транспептидации ковалентно присоединяет фрагмент ФВ к Ф VIII. Обратную ори­
ентацию распознающего мотива также можно применять для того, чтобы связать эти два белка, при этом 
Ф VIII будет находиться на N-конце с мотивом LPXTG, а фрагмент ФВ - на C-конце с Gly(n) (см. фиг. 24 
пример сортазного лигирования для ссылки). Мотив LPXTG и остатки глицина можно заменить другими 
распознающими сортазу последовательностями.

Также создали фрагмент ФВ, содержащий распознающую сортазу А последовательность слитого 
Fc-белка. Для конструкций слияния Fc, D1D2D'D3-фрагмент ФВ сшивали с Fc-областью IgG посредст­
вом GS-линкера, который содержит распознающую сортазу последовательность и сайт расщепления 
тромбином (табл. 15 и 16). После того как белок экспрессируют и очищают на протеин A-колонке, Fc- 
область можно отделить при помощи расщепления тромбином. Полученный фрагмент ФВ с распознаю­
щим сортазу участком можно затем использовать для лигирования с молекулой Ф VIII (фиг. 24 пример 
сортазного лигирования для ссылки - ряд Д).

pSYN-ФВ-051 содержит 54-аминокислотный линкер с сортазным и тромбиновым сайтами между 
фрагментом ФВ и Fc-областью. Проводили синтез фрагмента ДНК, кодирующего 54-аминокислотный
линкер

(ISGGGGSGGG
GSGGGGSGGG GSGGGGSGGG GSLPETGALR PRVVGGGGSG GGGS) (SEq id NO: 98) и

часть Fc-области (Genewiz - последовательность №-10-210746313, показана ниже). Фрагмент конструк­
ции Genewiz субклонировали в расщепляемый EcoRV/RsRII pSYN-ФВ-031.

Genewiz - последовательность №-10-210746313 (SEQ ID NO: 99)
AGGAGCCGATATCTGGCGGTGGAGGTTCCGGTGGCGGGGGATCCGGCGGTGGAGGTTCCGGCG

GTGGAGGTTCCGGTGGCGGGGGATCCGGTGGCGGGGGATCCTTACCTGAAACTGGAGCCCTGCGGCCCC  
GGGTCGTCGGCGGTGGAGGTTCCGGTGGCGGGGGATCCGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAG 
CTCCAGAACTCCTGGGCGGACCGTCAGTCTT

Последовательность одноцепочечного Ф VIII, содержащего N-концевой пентаглицин, приведена в 
табл. 17 и 18.

Таблица 15 
Нуклеотидная последовательность pSYN-ФВ-051 (D1D2D'D3Fc ФВ с распознающим сортазу A мо­

тивом и тромбин-отщепляемым линкером между фрагментом ФВ и Fc) (SEQ ID NO: 100)
1 ATGATTCCTGCCAGATTTGCCGGGGTGCTGCTTGCTCTGGCCCTCATTTT

51 GCCAGGGACCCTTTGTGCAGAAGGAACTCGCGGCAGGTCATCCACGGCCC
101 GATGCAGCCTTTTCGGAAGTGACTTCGTCAACACCTTTGATGGGAGCATG
151 TACAGCTTTGCGGGATACTGCAGTTACCTCCTGGCAGGGGGCTGCCAGAA
201 ACGCTCCTTCTCGATTATTGGGGACTTCCAGAATGGCAAGAGAGTGAGCC
251 TCTCCGTGTATCTTGGGGAATTTTTTGACATCCATTTGTTTGTCAATGGT
301 ACCGTGACACAGGGGGACCAAAGAGTCTCCATGCCCTATGCCTCCAAAGG
351 GCTGTATCTAGAAACTGAGGCTGGGTACTACAAGCTGTCCGGTGAGGCCT
401 ATGGCTTTGTGGCCAGGATCGATGGCAGCGGCAACTTTCAAGTCCTGCTG
4 51 TCAGACAGATACTTCAACAAGACCTGCGGGCTGTGTGGCAACTTTAACAT
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501 CTTTGCTGAAGATGACTTTATGACCCAAGAAGGGACCTTGACCTCGGACC
551 CTTATGACTTTGCCAACTCATGGGCTCTGAGCAGTGGAGAACAGTGGTGT
601 GAACGGGCATCTCCTCCCAGCAGCTCATGCAACATCTCCTCTGGGGAAAT
651 GCAGAAGGGCCTGTGGGAGCAGTGCCAGCTTCTGAAGAGCACCTCGGTGT
701 TTGCCCGCTGCCACCCTCTGGTGGACCCCGAGCCTTTTGTGGCCCTGTGT
751 GAGAAGACTTTGTGTGAGTGTGCTGGGGGGCTGGAGTGCGCCTGCCCTGC
801 CCTCCTGGAGTACGCCCGGACCTGTGCCCAGGAGGGAATGGTGCTGTACG
851 GCTGGACCGACCACAGCGCGTGCAGCCCAGTGTGCCCTGCTGGTATGGAG
901 TATAGGCAGTGTGTGTCCCCTTGCGCCAGGACCTGCCAGAGCCTGCACAT
951 CAATGAAATGTGTCAGGAGCGATGCGTGGATGGCTGCAGCTGCCCTGAGG

1001 GACAGCTCCTGGATGAAGGCCTCTGCGTGGAGAGCACCGAGTGTCCCTGC
1051 GTGCATTCCGGAAAGCGCTACCCTCCCGGCACCTCCCTCTCTCGAGACTG
1101 CAACACCTGCATTTGCCGAAACAGCCAGTGGATCTGCAGCAATGAAGAAT
1151 GTCCAGGGGAGTGCCTTGTCACTGGTCAATCCCACTTCAAGAGCTTTGAC
1201 AACAGATACTTCACCTTCAGTGGGATCTGCCAGTACCTGCTGGCCCGGGA
1251 TTGCCAGGACCACTCCTTCTCCATTGTCATTGAGACTGTCCAGTGTGCTG
1301 ATGACCGCGACGCTGTGTGCACCCGCTCCGTCACCGTCCGGCTGCCTGGC
1351 CTGCACAACAGCCTTGTGAAACTGAAGCATGGGGCAGGAGTTGCCATGGA
1401 TGGCCAGGACATCCAGCTCCCCCTCCTGAAAGGTGACCTCCGCATCCAGC
1451 ATACAGTGACGGCCTCCGTGCGCCTCAGCTACGGGGAGGACCTGCAGATG
1501 GACTGGGATGGCCGCGGGAGGCTGCTGGTGAAGCTGTCCCCCGTCTATGC
1551 CGGGAAGACCTGCGGCCTGTGTGGGAATTACAATGGCAACCAGGGCGACG
1601 ACTTCCTTACCCCCTCTGGGCTGGCGGAGCCCCGGGTGGAGGACTTCGGG
1651 AACGCCTGGAAGCTGCACGGGGACTGCCAGGACCTGCAGAAGCAGCACAG
1701 CGATCCCTGCGCCCTCAACCCGCGCATGACCAGGTTCTCCGAGGAGGCGT
1751 GCGCGGTCCTGACGTCCCCCACATTCGAGGCCTGCCATCGTGCCGTCAGC
1801 CCGCTGCCCTACCTGCGGAACTGCCGCTACGACGTGTGCTCCTGCTCGGA
1851 CGGCCGCGAGTGCCTGTGCGGCGCCCTGGCCAGCTATGCCGCGGCCTGCG
1901 CGGGGAGAGGCGTGCGCGTCGCGTGGCGCGAGCCAGGCCGCTGTGAGCTG
1951 AACTGCCCGAAAGGCCAGGTGTACCTGCAGTGCGGGACCCCCTGCAACCT
2001 GACCTGCCGCTCTCTCTCTTACCCGGATGAGGAATGCAATGAGGCCTGCC
2051 TGGAGGGCTGCTTCTGCCCCCCAGGGCTCTACATGGATGAGAGGGGGGAC
2101 TGCGTGCCCAAGGCCCAGTGCCCCTGTTACTATGACGGTGAGATCTTCCA
2151 GCCAGAAGACATCTTCTCAGACCATCACACCATGTGCTACTGTGAGGATG
2201 GCTTCATGCACTGTACCATGAGTGGAGTCCCCGGAAGCTTGCTGCCTGAC
2251 GCTGTCCTCAGCAGTCCCCTGTCTCATCGCAGCAAAAGGAGCCTATCCTG
2301 TCGGCCCCCCATGGTCAAGCTGGTGTGTCCCGCTGACAACCTGCGGGCTG
2351 AAGGGCTCGAGTGTACCAAAACGTGCCAGAACTATGACCTGGAGTGCATG
2401 AGCATGGGCTGTGTCTCTGGCTGCCTCTGCCCCCCGGGCATGGTCCGGCA
2451 TGAGAACAGATGTGTGGCCCTGGAAAGGTGTCCCTGCTTCCATCAGGGCA
2501 AGGAGTATGCCCCTGGAGAAACAGTGAAGATTGGCTGCAACACTTGTGTC
2551 TGTCGGGACCGGAAGTGGAACTGCACAGACCATGTGTGTGATGCCACGTG
2601 CTCCACGATCGGCATGGCCCACTACCTCACCTTCGACGGGCTCAAATACC
2651 TGTTCCCCGGGGAGTGCCAGTACGTTCTGGTGCAGGATTACTGCGGCAGT
2701 AACCCTGGGACCTTTCGGATCCTAGTGGGGAATAAGGGATGCAGCCACCC
2751 CTCAGTGAAATGCAAGAAACGGGTCACCATCCTGGTGGAGGGAGGAGAGA
2801 TTGAGCTGTTTGACGGGGAGGTGAATGTGAAGAGGCCCATGAAGGATGAG
2851 ACTCACTTTGAGGTGGTGGAGTCTGGCCGGTACATCATTCTGCTGCTGGG
2901 CAAAGCCCTCTCCGTGGTCTGGGACCGCCACCTGAGCATCTCCGTGGTCC
2951 TGAAGCAGACATACCAGGAGAAAGTGTGTGGCCTGTGTGGGAATTTTGAT
3001 GGCATCCAGAACAATGACCTCACCAGCAGCAACCTCCAAGTGGAGGAAGA
3051 CCCTGTGGACTTTGGGAACTCCTGGAAAGTGAGCTCGCAGTGTGCTGACA
3101 CCAGAAAAGTGCCTCTGGACTCATCCCCTGCCACCTGCCATAACAACATC
3151 ATGAAGCAGACGATGGTGGATTCCTCCTGTAGAATCCTTACCAGTGACGT
3201 CTTCCAGGACTGCAACAAGCTGGTGGACCCCGAGCCATATCTGGATGTCT
3251 GCATTTACGACACCTGCTCCTGTGAGTCCATTGGGGACTGCGCCGCATTC
3301 TGCGACACCATTGCTGCCTATGCCCACGTGTGTGCCCAGCATGGCAAGGT
3351 GGTGACCTGGAGGACGGCCACATTGTGCCCCCAGAGCTGCGAGGAGAGGA
3401 ATCTCCGGGAGAACGGGTATGAGGCTGAGTGGCGCTATAACAGCTGTGCA
3451 CCTGCCTGTCAAGTCACGTGTCAGCACCCTGAGCCACTGGCCTGCCCTGT
3501 GCAGTGTGTGGAGGGCTGCCATGCCCACTGCCCTCCAGGGAAAATCCTGG
3551 ATGAGCTTTTGCAGACCTGCGTTGACCCTGAAGACTGTCCAGTGTGTGAG
3601 GTGGCTGGCCGGCGTTTTGCCTCAGGAAAGAAAGTCACCTTGAATCCCAG
3651 TGACCCTGAGCACTGCCAGATTTGCCACTGTGATGTTGTCAACCTCACCT
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3701 GTGAAGCCTGCCAGGAGCCGATATCTGGCGGTGGAGGTTCCGGTGGCGGG
3751 GGATCCGGCGGTGGAGGTTCCGGCGGTGGAGGTTCCGGTGGCGGGGGATC
3801 CGGTGGCGGGGGATCCTTACCTGAAACTGGAGCCCTGCGGCCCCGGGTCG
3851 TCGGCGGTGGAGGTTCCGGTGGCGGGGGATCCGACAAAACTCACACATGC
3901 CCACCGTGCCCAGCTCCAGAACTCCTGGGCGGACCGTCAGTCTTCCTCTT
3951 CCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCA
4001 CATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAAC
4051 TGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGA
4101 GGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGC
4151 ACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAA
4201 GCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCC
4251 CCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCA
4301 AGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGAC
4351 ATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGAC
4401 CACGCCTCCCGTGTTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGC
4451 TCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCC
4501 GTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCT
4551 GTCTCCGGGTAAATGA

Таблица 16
Белковая последовательность ФВ-051 ((D1D2D'D3Fc ФВ с распознающим сортазу A мотивом и 

тромбин-отщепляемым линкером между фрагментом ФВ и Fc; сайт сортазы A выделен жирным) 
(SEQ ID NO: 101)

1 MIPARFAGVLLALALILPGTLCAEGTRGRSSTARCSLFGSDFVNTFDGSM
51 YSFAGYCSYLLAGGCQKRSFSIIGDFQNGKRVSLSVYLGEFFDIHLFVNG

101 TVTQGDQRVSMPYASKGLYLETEAGYYKLSGEAYGFVARIDGSGNFQVLL
151 SDRYFNKTCGLCGNFNIFAEDDFMTQEGTLTSDPYDFANSWALSSGEQWC
201 ERASPPSSSCNISSGEMQKGLWEQCQLLKSTSVFARCHPLVDPEPFVALC
251 EKTLCECAGGLECACPALLEYARTCAQEGMVLYGWTDHSACSPVCPAGME
301 YRQCVSPCARTCQSLHINEMCQERCVDGCSCPEGQLLDEGLCVESTECPC
351 VHSGKRYPPGTSLSRDCNTCICRNSQWICSNEECPGECLVTGQSHFKSFD
401 NRYFTFSGICQYLLARDCQDHSFSIVIETVQCADDRDAVCTRSVTVRLPG
451 LHNSLVKLKHGAGVAMDGQDIQLPLLKGDLRIQHTVTASVRLSYGEDLQM
501 DWDGRGRLLVKLSPVYAGKTCGLCGNYNGNQGDDFLTPSGLAEPRVEDFG
551 NAWKLHGDCQDLQKQHSDPCALNPRMTRFSEEACAVLTSPTFEACHRAVS
601 PLPYLRNCRYDVCSCSDGRECLCGALASYAAACAGRGVRVAWREPGRCEL
651 NCPKGQVYLQCGTPCNLTCRSLSYPDEECNEACLEGCFCPPGLYMDERGD
701 CVPKAQCPCYYDGEIFQPEDIFSDHHTMCYCEDGFMHCTMSGVPGSLLPD
751 AVLSSPLSHRSKRSLSCRPPMVKLVCPADNLRAEGLECTKTCQNYDLECM
801 SMGCVSGCLCPPGMVRHENRCVALERCPCFHQGKEYAPGETVKIGCNTCV
851 CRDRKWNCTDHVCDATCSTIGMAHYLTFDGLKYLFPGECQYVLVQDYCGS
901 NPGTFRILVGNKGCSHPSVKCKKRVTILVEGGEIELFDGEVNVKRPMKDE
951 THFEWESGRYIILLLGKALSWWDRHLSISWLKQTYQEKVCGLCGNFD

1001 GIQNNDLTSSNLQVEEDPVDFGNSWKVSSQCADTRKVPLDSSPATCHNNI
1051 MKQTMVDSSCRILTSDVFQDCNKLVDPEPYLDVCIYDTCSCESIGDCAAF
1101 CDTIAAYAHVCAQHGKWTWRTATLCPQSCEERNLRENGYEAEWRYNSCA
1151 PACQVTCQHPEPLACPVQCVEGCHAHCPPGKILDELLQTCVDPEDCPVCE
1201 VAGRRFASGKKVTLNPSDPEHCQICHCDWNLTCEACQEPISGGGGSGGG
1251 GSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSLPETGALRPRWGGGGSGGGGSDKTHTC
13 01 PPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVWDVSHEDPEVKFN
1351 WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRWSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
1401 ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSD
1451 IAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCS
1501 VMHEALHNHYTQKSLSLSPGK*

Таблица 17 
Нуклеотидная последовательность Ф VIII-265 (одноцепочечной молекулы Ф VIII с пентаглицином 

на N-конце) (SEQ ID NO: 102)
1 ATGCAAATAGAGCTCTCCACCTGCTTCTTTCTGTGCCTTTTGCGATTCTG

51 CTTTAGTGGAGGAGGAGGAGGAGCCACCAGAAGATACTACCTGGGTGCAG
101 TGGAACTGTCATGGGACTATATGCAAAGTGATCTCGGTGAGCTGCCTGTG
151 GACGCAAGATTTCCTCCTAGAGTGCCAAAATCTTTTCCATTCAACACCTC
201 AGTCGTGTACAAAAAGACTCTGTTTGTAGAATTCACGGATCACCTTTTCA
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251 ACATCGCTAAGCCAAGGCCACCCTGGATGGGTCTGCTAGGTCCTACCATC
301 CAGGCTGAGGTTTATGATACAGTGGTCATTACACTTAAGAACATGGCTTC
351 CCATCCTGTCAGTCTTCATGCTGTTGGTGTATCCTACTGGAAAGCTTCTG
401 AGGGAGCTGAATATGATGATCAGACCAGTCAAAGGGAGAAAGAAGATGAT
451 AAAGTCTTCCCTGGTGGAAGCCATACATATGTCTGGCAGGTCCTGAAAGA
501 GAATGGTCCAATGGCCTCTGACCCACTGTGCCTTACCTACTCATATCTTT
551 CTCATGTGGACCTGGTAAAAGACTTGAATTCAGGCCTCATTGGAGCCCTA
601 CTAGTATGTAGAGAAGGGAGTCTGGCCAAGGAAAAGACACAGACCTTGCA
651 CAAATTTATACTACTTTTTGCTGTATTTGATGAAGGGAAAAGTTGGCACT
701 CAGAAACAAAGAACTCCTTGATGCAGGATAGGGATGCTGCATCTGCTCGG
751 GCCTGGCCTAAAATGCACACAGTCAATGGTTATGTAAACAGGTCTCTGCC
801 AGGTCTGATTGGATGCCACAGGAAATCAGTCTATTGGCATGTGATTGGAA
851 TGGGCACCACTCCTGAAGTGCACTCAATATTCCTCGAAGGTCACACATTT
901 CTTGTGAGGAACCATCGCCAGGCGTCCTTGGAAATCTCGCCAATAACTTT
951 CCTTACTGCTCAAACACTCTTGATGGACCTTGGACAGTTTCTACTGTTTT
1001 GTCATATCTCTTCCCACCAACATGATGGCATGGAAGCTTATGTCAAAGTA
1051 GACAGCTGTCCAGAGGAACCCCAACTACGAATGAAAAATAATGAAGAAGC
1101 GGAAGACTATGATGATGATCTTACTGATTCTGAAATGGATGTGGTCAGGT
1151 TTGATGATGACAACTCTCCTTCCTTTATCCAAATTCGCTCAGTTGCCAAG
1201 AAGCATCCTAAAACTTGGGTACATTACATTGCTGCTGAAGAGGAGGACTG
1251 GGACTATGCTCCCTTAGTCCTCGCCCCCGATGACAGAAGTTATAAAAGTC
1301 AATATTTGAACAATGGCCCTCAGCGGATTGGTAGGAAGTACAAAAAAGTC
1351 CGATTTATGGCATACACAGATGAAACCTTTAAGACTCGTGAAGCTATTCA
1401 GCATGAATCAGGAATCTTGGGACCTTTACTTTATGGGGAAGTTGGAGACA
1451 CACTGTTGATTATATTTAAGAATCAAGCAAGCAGACCATATAACATCTAC
1501 CCTCACGGAATCACTGATGTCCGTCCTTTGTATTCAAGGAGATTACCAAA
1551 AGGTGTAAAACATTTGAAGGATTTTCCAATTCTGCCAGGAGAAATATTCA
1601 AATATAAAT GGACAGT GAGT GTAGAAGAT GGGCCAACTAAAT CAGAT CCT
1651 CGGTGCCTGACCCGCTATTACTCTAGTTTCGTTAATATGGAGAGAGATCT
1701 AGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAG
1751 ATCAAAGAGGAAACCAGATAATGTCAGACAAGAGGAATGTCATCCTGTTT
1801 TCTGTATTTGATGAGAACCGAAGCTGGTACCTCACAGAGAATATACAACG
1851 CTTTCTCCCCAATCCAGCTGGAGTGCAGCTTGAGGATCCAGAGTTCCAAG
1901 CCTCCAACATCATGCACAGCATCAATGGCTATGTTTTTGATAGTTTGCAG
1951 TTGTCAGTTTGTTTGCATGAGGTGGCATACTGGTACATTCTAAGCATTGG
2001 AGCACAGACTGACTTCCTTTCTGTCTTCTTCTCTGGATATACCTTCAAAC
2051 ACAAAATGGTCTATGAAGACACACTCACCCTATTCCCATTCTCAGGAGAA
2101 ACTGTCTTCATGTCGATGGAAAACCCAGGTCTATGGATTCTGGGGTGCCA
2151 CAACTCAGACTTTCGGAACAGAGGCATGACCGCCTTACTGAAGGTTTCTA
2201 GTTGTGACAAGAACACTGGTGATTATTACGAGGACAGTTATGAAGATATT
2251 TCAGCATACTTGCTGAGTAAAAACAATGCCATTGAACCAAGAAGCTTCTC
2301 TCAAAACCCACCAGTCTTGAAGGCCCATCAGGCCGAAATAACTCGTACTA
2351 CTCTT GAGT CAGAT CAAGAGGAAAT T GAGTAT GAT GATAC CATAT GAGT T
2401 GAAATGAAGAAGGAAGATTTTGACATTTATGATGAGGATGAAAATCAGAG
2451 CCCCCGCAGCTTTCAAAAGAAAACACGACACTATTTTATTGCTGCAGTGG
2501 AGAGGCTCTGGGATTATGGGATGAGTAGCTCCCCACATGTTCTAAGAAAC
2551 AGGGCTCAGAGTGGCAGTGTCCCTCAGTTCAAGAAAGTTGTTTTCCAGGA
2601 ATTTACTGATGGCTCCTTTACTCAGCCCTTATACCGTGGAGAACTAAATG
2651 AACATTTGGGCCTCCTCGGCCCATATATAAGAGCAGAAGTTGAAGATAAT
2701 ATCATGGTAACTTTCAGAAATCAGGCCTCTCGTCCCTATTCCTTCTATTC
2751 TAGCCTTATTTCTTATGAGGAAGATCAGAGGCAAGGAGCAGAACCTAGAA
2801 AAAACTTTGTCAAGCCTAATGAAACCAAAACTTACTTTTGGAAAGTGCAA
2851 CATCATATGGCACCCACTAAAGATGAGTTTGACTGCAAAGCCTGGGCTTA
2901 TTTCTCTGATGTTGACCTGGAAAAAGATGTGCACTCAGGCCTGATTGGAC
2951 CCCTTCTGGTCTGCCACACTAACACACTGAACCCTGCTCATGGGAGACAA
3001 GTGACAGTACAGGAATTTGCTCTGTTTTTCACCATCTTTGATGAGACCAA
3051 AAGCTGGTACTTCACTGAAAATATGGAAAGAAACTGCAGGGCTCCCTGCA
3101 ATATCCAGATGGAAGATCCCACTTTTAAAGAGAATTATCGCTTCCATGCA
3151 ATCAATGGCTACATAATGGATACACTACCTGGCTTAGTAATGGCTCAGGA
32 01 T CAAAGGATT CGAT GGTAT CT GCT CAGCAT GGGCAGCAAT GAAAACAT GC
3251 ATTCTATTCATTTCAGTGGACATGTGTTCACTGTACGAAAAAAAGAGGAG
3301 TATAAAATGGCACTGTACAATCTCTATCCAGGTGTTTTTGAGACAGTGGA
3351 AATGTTACCATCCAAAGCTGGAATTTGGCGGGTGGAATGCCTTATTGGCG
34 01 AGCATCTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTACAGCAATAAG
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3451 TGTCAGACTCCCCTGGGAATGGCTTCTGGACACATTAGAGATTTTCAGAT
3501 TACAGCTTCAGGACAATATGGACAGTGGGCCCCAAAGCTGGCCAGACTTC
3551 ATTATTCCGGATCAATCAATGCCTGGAGCACCAAGGAGCCCTTTTCTTGG
3601 ATCAAGGTGGATCTGTTGGCACCAATGATTATTCACGGCATCAAGACCCA
3651 GGGTGCCCGTCAGAAGTTCTCCAGCCTCTACATCTCTCAGTTTATCATCA
3701 TGTATAGTCTTGATGGGAAGAAGTGGCAGACTTATCGAGGAAATTCCACT
3751 GGAACCTTAATGGTCTTCTTTGGCAATGTGGATTCATCTGGGATAAAACA
3801 CAATATTTTTAACCCTCCAATTATTGCTCGATACATCCGTTTGCACCCAA
3851 CTCATTATAGCATTCGCAGCACTCTTCGCATGGAGTTGATGGGCTGTGAT
3901 TTAAATAGTTGCAGCATGCCATTGGGAATGGAGAGTAAAGCAATATCAGA
3951 TGCACAGATTACTGCTTCATCCTACTTTACCAATATGTTTGCCACCTGGT
4001 CTCCTTCAAAAGCTCGACTTCACCTCCAAGGGAGGAGTAATGCCTGGAGA
4051 CCTCAGGTGAATAATCCAAAAGAGTGGCTGCAAGTGGACTTCCAGAAGAC
4101 AATGAAAGTCACAGGAGTAACTACTCAGGGAGTAAAATCTCTGCTTACCA
4151 GCAT GTAT GT GAAGGAGTT GGT CAT CT CCAGCAGT CAAGAT GGCCAT GAG
4201 TGGACTCTCTTTTTTCAGAATGGCAAAGTAAAGGTTTTTCAGGGAAATCA
4251 AGACTCCTTCACACCTGTGGTGAACTCTCTAGACCCACCGTTACTGACTC
4301 GCTACCTTCGAATTCACCCCCAGAGTTGGGTGCACCAGATTGCCCTGAGG
4351 ATGGAGGTTCTGGGCTGCGAGGCACAGGACCTCTACTGA

Т аблица18
Белковая последовательность Ф VIII-265 (одноцепочечной молекулы Ф VIII с пентаглицином 

на N-конце: пентаглицин выделен жирным) (SEQ ID NO: 103)
1 MQIELSTCFFLCLLRFCFSGGGGGATRRYYLGAVELSWDYMQSDLGELPV

51 DARFPPRVPKSFPFNTSWYKKTLFVEFTDHLFNIAKPRPPWMGLLGPTI
101 QAEVYDTWITLKNMASHPVSLHAVGVSYWKASEGAEYDDQTSQREKEDD
151 KVFPGGSHTYVWQVLKENGPMASDPLCLTYSYLSHVDLVKDLNSGLIGAL
201 LVCREGSLAKEKTQTLHKFILLFAVFDEGKSWHSETKNSLMQDRDAASAR
251 AWPKMHTVNGYVNRSLPGLIGCHRKSVYWHVIGMGTTPEVHSIFLEGHTF
301 LVRNHRQASLEISPITFLTAQTLLMDLGQFLLFCHISSHQHDGMEAYVKV
351 DSCPEEPQLRMKNNEEAEDYDDDLTDSEMDWRFDDDNSPSFIQIRSVAK
401 KHPKTWVHYIAAEEEDWDYAPLVLAPDDRSYKSQYLNNGPQRIGRKYKKV
451 RFMAYTDETFKTREAIQHESGILGPLLYGEVGDTLLIIFKNQASRPYNIY
501 PHGITDVRPLYSRRLPKGVKHLKDFPILPGEIFKYKWTVTVEDGPTKSDP
551 RCLTRYYSSFVNMERDLASGLIGPLLICYKESVDQRGNQIMSDKRNVILF
601 SVFDENRSWYLTENIQRFLPNPAGVQLEDPEFQASNIMHSINGYVFDSLQ
651 LSVCLHEVAYWYILSIGAQTDFLSVFFSGYTFKHKMVYEDTLTLFPFSGE
701 TVFMSMENPGLWILGCHNSDFRNRGMTALLKVSSCDKNTGDYYEDSYEDI
751 SAYLLSKNNAIEPRSFSQNPPVLKAHQAEITRTTLQSDQEEIDYDDTISV
801 EMKKEDFDIYDEDENQSPRSFQKKTRHYFIAAVERLWDYGMSSSPHVLRN
851 RAQSGSVPQFKKWFQEFTDGSFTQPLYRGELNEHLGLLGPYIRAEVEDN
901 IMVTFRNQASRPYSFYSSLISYEEDQRQGAEPRKNFVKPNETKTYFWKVQ
951 HHMAPTKDEFDCKAWAYFSDVDLEKDVHSGLIGPLLVCHTNTLNPAHGRQ

1001 VTVQEFALFFTIFDETKSWYFTENMERNCRAPCNIQMEDPTFKENYRFHA
1051 INGYIMDTLPGLVMAQDQRIRWYLLSMGSNENIHSIHFSGHVFTVRKKEE
1101 YKMALYNLYPGVFETVEMLPSKAGIWRVECLIGEHLHAGMSTLFLVYSNK
1151 CQTPLGMASGHIRDFQITASGQYGQWAPKLARLHYSGSINAWSTKEPFSW
1201 IKVDLLAPMIIHGIKTQGARQKFSSLYISQFIIMYSLDGKKWQTYRGNST
1251 GTLMVFFGNVDSSGIKHNIFNPPIIARYIRLHPTHYSIRSTLRMELMGCD
1301 LNSCSMPLGMESKAISDAQITASSYFTNMFATWSPSKARLHLQGRSNAWR
1351 PQVNNPKEWLQVDFQKTMKVTGVTTQGVKSLLTSMYVKEFLISSSQDGHQ
1401 WTLFFQNGKVKVFQGNQDSFTPWNSLDPPLLTRYLRIHPQSWVHQIALR
1451 MEVLGCEAQDLY*

Пример 20. Плазменная стабильность и ФК Ф VIII-198 в плазме крови мышей с гемофилией A и 
мышей с двойным Ф VIII/ФВ генным нокаутом (ДГН).

Плазменную стабильность Ф VIII-198 (которая является одноцепочечной Ф VIIIFc-226N6- 
молекулой, частично содержащей B-домен; где 226 представляет 226 N-концевых аминокислот B-домена 
Ф VIII, а N6 представляет шесть участков N-гликозилирования в B-домене) сравнивали с Ф VIIIFc (Ф VIII 
155/Fc) в в плазме крови мышей с двойным Ф VIII/ФВ генным нокаутом (ДГН). Схематическое изобра­
жение Ф VIII-155 и Ф VIII-198 представлено на фиг. 25.

Для анализа стабильности 5 МЕ/мл белков Ф VIII-198 или Ф VIIIFc с мышиной или ДГН плазмой 
при 37°C. Аликвоты брали для разных временных точек, чтобы измерить активность при помощи хромо­
генного анализа Ф VIII. Активность для каждой временной точки измеряли дважды, а среднюю актив­
ность наносили на график как функцию времени. Анализ стабильности показал, что наличие частичного 
B-домена повышает стабильность одноцепочечного Ф VIIIFc (фиг. 26А).
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Время полужизни Ф VIII-198 (одноцепочечная B226N6) также сравнивали с Ф VIII-155 (одноцепо­
чечный Ф VIII с удаленным B-доменом) для ДГН мышей. Ф VIII-198 имеет по меньшей мере приблизи­
тельно в 1,5 раз большее время полужизни по сравнению с Ф VIII-155 (фиг. 26Б). Эти эксперименты по­
зволяют предположить, что возможно существование взаимосвязи между стабильностью Ф VIII и его in
vivo временем полужизни.

Нуклеотидная последовательность белка Ф VIII-198 (Ф VIIIFc с частичным B-доменом 226N6) 
(SEQ ID NO: 104)

1 ATGCAAATAGAGCTCTCCACCTGCTTCTTTCTGTGCCTTTTGCGATTCTG
51 CTTTAGTGCCACCAGAAGATACTACCTGGGTGCAGTGGAACTGTCATGGG

101 ACTATATGCAAAGTGATCTCGGTGAGCTGCCTGTGGACGCAAGATTTCCT
151 CCTAGAGTGCCAAAATCTTTTCCATTCAACACCTCAGTCGTGTACAAAAA
201 GACTCTGTTTGTAGAATTCACGGATCACCTTTTCAACATCGCTAAGCCAA
251 GGCCACCCTGGATGGGTCTGCTAGGTCCTACCATCCAGGCTGAGGTTTAT
301 GATACAGTGGTCATTACACTTAAGAACATGGCTTCCCATCCTGTCAGTCT
351 TCATGCTGTTGGTGTATCCTACTGGAAAGCTTCTGAGGGAGCTGAATATG
401 ATGATCAGACCAGTCAAAGGGAGAAAGAAGATGATAAAGTCTTCCCTGGT
451 GGAAGCCATACATATGTCTGGCAGGTCCTGAAAGAGAATGGTCCAATGGC
501 CTCTGACCCACTGTGCCTTACCTACTCATATCTTTCTCATGTGGACCTGG
551 TAAAAGACTTGAATTCAGGCCTCATTGGAGCCCTACTAGTATGTAGAGAA
601 GGGAGTCTGGCCAAGGAAAAGACACAGACCTTGCACAAATTTATACTACT
651 TTTTGCTGTATTTGATGAAGGGAAAAGTTGGCACTCAGAAACAAAGAACT
701 CCTTGATGCAGGATAGGGATGCTGCATCTGCTCGGGCCTGGCCTAAAATG
751 CACACAGTCAATGGTTATGTAAACAGGTCTCTGCCAGGTCTGATTGGATG
801 CCACAGGAAATCAGTCTATTGGCATGTGATTGGAATGGGCACCACTCCTG
8 51 AAGT GCACT CAATAT T С CT C GAAG GT CACACAT T T CT T GT GAGGAAC CAT
901 CGCCAGGCGTCCTTGGAAATCTCGCCAATAACTTTCCTTACTGCTCAAAC
951 ACTCTTGATGGACCTTGGACAGTTTCTACTGTTTTGTCATATCTCTTCCC

1001 ACCAACATGATGGCATGGAAGCTTATGTCAAAGTAGACAGCTGTCCAGAG
1051 GAAG С С СAAC TAG GAAT GAAAAATAAT GAAGAAG C G GAAGAC TAT GAT GA
1101 TGATCTTACTGATTCTGAAATGGATGTGGTCAGGTTTGATGATGACAACT
1151 CTCCTTCCTTTATCCAAATTCGCTCAGTTGCCAAGAAGCATCCTAAAACT
1201 TGGGTACATTACATTGCTGCTGAAGAGGAGGACTGGGACTATGCTCCCTT
1251 AGTCCTCGCCCCC GAT GACAGAAGT TATAAAAGT CAATAT T T GAACAAT G
1301 GCCCTCAGCGGATTGGTAGGAAGTACAAAAAAGTCCGATTTATGGCATAC
1351 ACAGATGAAACCTTTAAGACTCGTGAAGCTATTCAGCATGAATCAGGAAT
1401 CTTGGGACCTTTACTTTATGGGGAAGTTGGAGACACACTGTTGATTATAT
1451 TTAAGAATCAAGCAAGCAGACCATATAACATCTACCCTCACGGAATCACT
15 01 GAT GTCCGTCCTTT GTAT T CAAGGAGAT TAG CAAAAGGT GTAAAACAT TT
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1551 GAAG GAT T T T C GAAT T С T G С CAG GAGAAATAT T СAAATATAAAT G GACAG 
1601 TGACTGTAGAAGATGGGCCAACTAAATCAGATCCTCGGTGCCTGACCCGC 
1651 TATTACTCTAGTTTCGTTAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCAT 
1701 TGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCAAAGAGGAAACC 
17 51 AGATAAT GT CAGACAAGAGGAAT GT CAT GGT GTTTT CT GTAT TT GAT GAG 
1801 AACCGAAGCTGGTACCTCACAGAGAATATACAACGCTTTCTCCCCAATCC 
1851 AGCTGGAGTGCAGCTTGAGGATCCAGAGTTCCAAGCCTCCAACATCATGC 
1901 ACAGCATCAATGGCTATGTTTTTGATAGTTTGCAGTTGTCAGTTTGTTTG 
1951 CATGAGGTGGCATACTGGTACATTCTAAGCATTGGAGCACAGACTGACTT 
2001 CCTTTCTGTCTTCTTCTCTGGATATACCTTCAAACACAAAATGGTCTATG 
2051 AAGACACACTCACCCTATTCCCATTCTCAGGAGAAACTGTCTTCATGTCG 
2101 ATGGAAAACCCAGGTCTATGGATTCTGGGGTGCCACAACTCAGACTTTCG 
2151 GAACAGAGGCATGACCGCCTTACTGAAGGTTTCTAGTTGTGACAAGAACA 
2201 CTGGTGATTATTACGAGGACAGTTATGAAGATATTTCAGCATACTTGCTG 
2251 AGTAAAAACAATGCCATTGAACCAAGAAGCTTCTCTCAGAATTCAAGACA 
2301 CCCTAGCACTAGGCAAAAGCAATTTAATGCCACCACAATTCCAGAAAATG 
2351 ACATAGAGAAGACTGACCCTTGGTTTGCACACAGAACACCTATGCCTAAA 
2401 ATACAAAATGTCTCCTCTAGTGATTTGTTGATGCTCTTGCGACAGAGTCC 
2451 TACTCCACATGGGCTATCCTTATCTGATCTCCAAGAAGCCAAATATGAGA 
2501 CTTTTTCTGATGATCCATCACCTGGAGCAATAGACAGTAATAACAGCCTG 
2551 TCTGAAATGACACACTTCAGGCCACAGCTCCATCACAGTGGGGACATGGT 
2601 ATTTACCCCTGAGTCAGGCCTCCAATTAAGATTAAATGAGAAACTGGGGA 
2651 CAACTGCAGCAACAGAGTTGAAGAAACTTGATTTCAAAGTTTCTAGTACA 
2701 TCAAATAATCTGATTTCAACAATTCCATCAGACAATTTGGCAGCAGGTAC 
2751 TGATAATACAAGTTCCTTAGGACCCCCAAGTATGCCAGTTCATTATGATA 
2801 GTCAATTAGATACCACTCTATTTGGCAAAAAGTCATCTCCCCTTACTGAG 
2851 TCTGGTGGACCTCTGAGCTTGAGTGAAGAAAATAATGATTCAAAGTTGTT 
2901 AGAATCAGGTTTAATGAATAGCCAAGAAAGTTCATGGGGAAAAAATGTAT 
2 951 GGT CAGAAATAACT CGTACTACT CTT CAGT CAGAT CAAGAGGAAATT GAC 
3001 TATGATGATACCATATCAGTTGAAATGAAGAAGGAAGATTTTGACATTTA 
3051 TGATGAGGATGAAAATCAGAGCCCCCGCAGCTTTCAAAAGAAAACACGAC 
3101 ACTATTTTATTGCTGCAGTGGAGAGGCTCTGGGATTATGGGATGAGTAGC 
3151 TCCCCACATGTTCTAAGAAACAGGGCTCAGAGTGGCAGTGTCCCTCAGTT 
3201 CAAGAAAGTTGTTTTCCAGGAATTTACTGATGGCTCCTTTACTCAGCCCT 
3251 TATACCGTGGAGAACTAAATGAACATTTGGGACTCCTGGGGCCATATATA 
33 01 AGAGCAGAAGTT GAAGATAATAT CAT GGTAACTTT GAGAAAT CAGGCСT C 
3351 TCGTCCCTATTCCTTCTATTCTAGCCTTATTTCTTATGAGGAAGATCAGA 
3401 GGCAAGGAGCAGAACCTAGAAAAAACTTTGTCAAGCCTAATGAAACCAAA 
3451 ACTTACTTTTGGAAAGTGCAACATCATATGGCACCCACTAAAGATGAGTT 
3501 TGACTGCAAAGCCTGGGCTTATTTCTCTGATGTTGACCTGGAAAAAGATG 
3551 TGCACTCAGGCCTGATTGGACCCCTTCTGGTCTGCCACACTAACACACTG 
3601 AACCCTGCTCATGGGAGACAAGTGACAGTACAGGAATTTGCTCTGTTTTT 
3651 CACCATCTTTGATGAGACCAAAAGCTGGTACTTCACTGAAAATATGGAAA 
3701 GAAACTGCAGGGCTCCCTGCAATATCCAGATGGAAGATCCCACTTTTAAA 
3751 GAGAATTATCGCTTCCATGCAATCAATGGCTACATAATGGATACACTACC 
3801 TGGCTTAGTAATGGCTCAGGATCAAAGGATTCGATGGTATCTGCTCAGCA 
3851 TGGGCAGCAATGAAAACATCCATTCTATTCATTTCAGTGGACATGTGTTC 
3901 ACTGTACGAAAAAAAGAGGAGTATAAAATGGCACTGTACAATCTCTATCC 
3951 AGGTGTTTTTGAGACAGTGGAAATGTTACCATCCAAAGCTGGAATTTGGC 
4001 GGGTGGAATGCCTTATTGGCGAGCATCTACATGCTGGGATGAGCACACTT 
4051 TTTCTGGTGTACAGCAATAAGTGTCAGACTCCCCTGGGAATGGCTTCTGG 
4101 ACACATTAGAGATTTTCAGATTACAGCTTCAGGACAATATGGACAGTGGG 
4151 CCCCAAAGCTGGCCAGACTTCATTATTCCGGATCAATCAATGCCTGGAGC 
4201 ACCAAGGAGCCCTTTTCTTGGATCAAGGTGGATCTGTTGGCACCAATGAT 
4251 TATTCACGGCATCAAGACCCAGGGTGCCCGTCAGAAGTTCTCCAGCCTCT 
4301 ACATCTCTCAGTTTATCATCATGTATAGTCTTGATGGGAAGAAGTGGCAG 
4351 ACTTATCGAGGAAATTCCACTGGAACCTTAATGGTCTTCTTTGGCAATGT 
4401 GGATTCATCTGGGATAAAACACAATATTTTTAACCCTCCAATTATTGCTC 
4451 GATACATCCGTTTGCACCCAACTCATTATAGCATTCGCAGCACTCTTCGC 
4501 ATGGAGTTGATGGGCTGTGATTTAAATAGTTGCAGCATGCCATTGGGAAT 
4 551 GGAGAGTAAAGCAATAT CAGAT GCACAGATTACT GGTT CAT С CTACTTTA 
4601 CCAATATGTTTGCCACCTGGTCTCCTTCAAAAGCTCGACTTCACCTCCAA 
4651 GGGAGGAGTAATGCCTGGAGACCTCAGGTGAATAATCCAAAAGAGTGGCT 
4701 GCAAGTGGACTTCCAGAAGACAATGAAAGTCACAGGAGTAACTACTCAGG
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4751 GAGTAAAATCTCTGCTTACCAGCATGTATGTGAAGGAGTTCCTCATCTCC
4801 AGCAGTCAAGATGGCCATCAGTGGACTCTCTTTTTTCAGAATGGCAAAGT
4851 AAAGGTTTTTCAGGGAAATCAAGACTCCTTCACACCTGTGGTGAACTCTC
4901 TAGACCCACCGTTACTGACTCGCTACCTTCGAATTCACCCCCAGAGTTGG
4951 GTGCACCAGATTGCCCTGAGGATGGAGGTTCTGGGCTGCGAGGCACAGGA
5001 CCTCTACGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCTCCAGAACTCC
5051 TGGGCGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTC
5101 ATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCA
5151 CGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGC
5201 ATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGT
5251 GTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGA
5301 GTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAA
5351 CCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTG
5401 CCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCT
5451 GGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATG
5501 GGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGTTGGACTCCGAC
5551 GGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCA
5601 GCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACC
5651 ACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA

Последовательность белка Ф VIII-198 (SEQ ID NO: 105)
1 MQIELSTCFFLCLLRFCFSATRRYYLGAVELSWDYMQSDLGELPVDARFP

51 PRVPKSFPFNTSWYKKTLFVEFTDHLFNIAKPRPPWMGLLGPTIQAEVY
101 DTWITLKNMASHPVSLHAVGVSYWKASEGAEYDDQTSQREKEDDKVFPG
151 GSHTYVWQVLKENGPMASDPLCLTYSYLSHVDLVKDLNSGLIGALLVCRE
201 GSLAKEKTQTLHKFILLFAVFDEGKSWHSETKNSLMQDRDAASARAWPKM
251 HTVNGYVNRSLPGLIGCHRKSVYWHVIGMGTTPEVHSIFLEGHTFLVRNH
301 RQASLEISPITFLTAQTLLMDLGQFLLFCHISSHQHDGMEAYVKVDSCPE
351 EPQLRMKNNEEAEDYDDDLTDSEMDWRFDDDNSPSFIQIRSVAKKHPKT
401 WVHYIAAEEEDWDYAPLVLAPDDRSYKSQYLNNGPQRIGRKYKKVRFMAY
451 TDETFKTREAIQHESGILGPLLYGEVGDTLLIIFKNQASRPYNIYPHGIT
501 DVRPLYSRRLPKGVKHLKDFPILPGEIFKYKWTVTVEDGPTKSDPRCLTR
551 YYSSFVNMERDLASGLIGPLLICYKESVDQRGNQIMSDKRNVILFSVFDE
601 NRSWYLTENIQRFLPNPAGVQLEDPEFQASNIMHSINGYVFDSLQLSVCL
651 HEVAYWYILSIGAQTDFLSVFFSGYTFKHKMVYEDTLTLFPFSGETVFMS
701 MENPGLWILGCHNSDFRNRGMTALLKVSSCDKNTGDYYEDSYEDISAYLL
751 SKNNAIEPRSFSQNSRHPSTRQKQFNATTIPENDIEKTDPWFAHRTPMPK
801 IQNVSSSDLLMLLRQSPTPHGLSLSDLQEAKYETFSDDPSPGAIDSNNSL
851 SEMTHFRPQLHHSGDMVFTPESGLQLRLNEKLGTTAATELKKLDFKVSST
901 SNNLISTIPSDNLAAGTDNTSSLGPPSMPVHYDSQLDTTLFGKKSSPLTE
951 SGGPLSLSEENNDSKLLESGLMNSQESSWGKNVSSEITRTTLQSDQEEID

1001 YDDTISVEMKKEDFDIYDEDENQSPRSFQKKTRHYFIAAVERLWDYGMSS
1051 SPHVLRNRAQSGSVPQFKKWFQEFTDGSFTQPLYRGELNEHLGLLGPYI
1101 RAEVEDNIMVTFRNQASRPYSFYSSLISYEEDQRQGAEPRKNFVKPNETK
1151 TYFWKVQHHMAPTKDEFDCKAWAYFSDVDLEKDVHSGLIGPLLVCHTNTL
1201 NPAHGRQVTVQEFALFFTIFDETKSWYFTENMERNCRAPCNIQMEDPTFK
1251 ENYRFHAINGYIMDTLPGLVMAQDQRIRWYLLSMGSNENIHSIHFSGHVF
1301 TVRKKEEYKMALYNLYPGVFETVEMLPSKAGIWRVECLIGEHLHAGMSTL
1351 FLVYSNKCQTPLGMASGHIRDFQITASGQYGQWAPKLARLHYSGSINAWS
1401 TKEPFSWIKVDLLAPMIIHGIKTQGARQKFSSLYISQFIIMYSLDGKKWQ
1451 TYRGNSTGTLMVFFGNVDSSGIKHNIFNPPIIARYIRLHPTHYSIRSTLR
1501 MELMGCDLNSCSMPLGMESKAISDAQITASSYFTNMFATWSPSKARLHLQ
1551 GRSNAWRPQVNNPKEWLQVDFQKTMKVTGVTTQGVKSLLTSMYVKEFLIS
1601 SSQDGHQWTLFFQNGKVKVFQGNQDSFTPWNSLDPPLLTRYLRIHPQSW
1651 VHQIALRMEVLGCEAQDLYDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTL
1701 MISRTPEVT C VWD VS Η E D P E VK FNW YVD GVE VHNAKT К P RE EQ YN S T YR
1751 WSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTL
1801 PPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
1851 GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK*

Пример 21. Экспрессия белка D1D2 ФВ.
Правильный фолдинг домена D'D3 важен для его связывания с Ф VIII.
Пропептид ФВ (D1D2 - аминокислоты 1-763) необходим для эффективного образования дисуль­

фидной связи и фолдинга D'D3. Он действует как внутренний шаперон для фолдинга D'D3. Конструкции 
ФВ, создающие фрагменты ФВ, также могут экспрессироваться там, где пропептид ФВ (т.е. домен 
D1D2) напрямую связан с доменом D'D3, и удаляться во время регулярного внутриклеточного процес­
синга D'D3 (т.е. в цис-форме), или же он может экспрессироваться с другой плазмиды, т.е. в транс-
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форме. Гетеродимер Ф VIII-ФВ был сконструирован таким образом, чтобы D1D2 мог экспрессироваться
как в цис-, так и в транс-форме.

Клонирование ФВ-053: клон ФВ-053 экспрессирует пропептид ФВ (домен D1D2) для экспрессии
D1D2 в транс-форме. Пропептид ФВ амплифицировали ПЦР из полноразмерной формы при помощи
ESC54 и ESC124. ESC54^ прямая с сайтом BsiW1 (SEQ ID NO: 111)

ESC124 - D1D2 клонирующий олиго с сайтом Not1 - обратная (SEQ ID NO: 112)

Продукт ПЦР расщепляли BsiW1 и Not1 лигировали в BsiW1/Not1-расщепленный пЦДНК 4. 
Нуклеотидная последовательность ФВ-053 (пропептид D1D2 ФВ) (SEQ ID NO: 113)

1 ATGATTCCTGCCAGATTTGCCGGGGTGCTGCTTGCTCTGGCCCTCATTTT
51 GCCAGGGACCCTTTGTGCAGAAGGAACTCGCGGCAGGTCATCCACGGCCC

101 GATGCAGCCTTTTCGGAAGTGACTTCGTCAACACCTTTGATGGGAGCATG
151 TACAGCTTTGCGGGATACTGCAGTTACCTCCTGGCAGGGGGCTGCCAGAA
201 ACGCTCCTTCTCGATTATTGGGGACTTCCAGAATGGCAAGAGAGTGAGCC
251 TCTCCGTGTATCTTGGGGAATTTTTTGACATCCATTTGTTTGTCAATGGT
301 ACCGTGACACAGGGGGACCAAAGAGTCTCCATGCCCTATGCCTCCAAAGG
351 GCTGTATCTAGAAACTGAGGCTGGGTACTACAAGCTGTCCGGTGAGGCCT
401 ATGGCTTTGTGGCCAGGATCGATGGCAGCGGCAACTTTCAAGTCCTGCTG
451 TCAGACAGATACTTCAACAAGACCTGCGGGCTGTGTGGCAACTTTAACAT
501 CTTTGCTGAAGATGACTTTATGACCCAAGAAGGGACCTTGACCTCGGACC
551 CTTATGACTTTGCCAACTCATGGGCTCTGAGCAGTGGAGAACAGTGGTGT
601 GAACGGGCATCTCCTCCCAGCAGCTCATGCAACATCTCCTCTGGGGAAAT
651 GCAGAAGGGCCTGTGGGAGCAGTGCCAGCTTCTGAAGAGCACCTCGGTGT
701 TTGCCCGCTGCCACCCTCTGGTGGACCCCGAGCCTTTTGTGGCCCTGTGT
751 GAGAAGACTTTGTGTGAGTGTGCTGGGGGGCTGGAGTGCGCCTGCCCTGC
801 CCTCCTGGAGTACGCCCGGACCTGTGCCCAGGAGGGAATGGTGCTGTACG
851 GCTGGACCGACCACAGCGCGTGCAGCCCAGTGTGCCCTGCTGGTATGGAG
901 TATAGGCAGTGTGTGTCCCCTTGCGCCAGGACCTGCCAGAGCCTGCACAT
951 CAATGAAATGTGTCAGGAGCGATGCGTGGATGGCTGCAGCTGCCCTGAGG

1001 GACAGCTCCTGGATGAAGGCCTCTGCGTGGAGAGCACCGAGTGTCCCTGC
1051 GTGCATTCCGGAAAGCGCTACCCTCCCGGCACCTCCCTCTCTCGAGACTG
1101 CAACACCTGCATTTGCCGAAACAGCCAGTGGATCTGCAGCAATGAAGAAT
1151 GTCCAGGGGAGTGCCTTGTCACTGGTCAATCCCACTTCAAGAGCTTTGAC
1201 AACAGATACTTCACCTTCAGTGGGATCTGCCAGTACCTGCTGGCCCGGGA
1251 TTGCCAGGACCACTCCTTCTCCATTGTCATTGAGACTGTCCAGTGTGCTG
1301 ATGACCGCGACGCTGTGTGCACCCGCTCCGTCACCGTCCGGCTGCCTGGC
1351 CTGCACAACAGCCTTGTGAAACTGAAGCATGGGGCAGGAGTTGCCATGGA
1401 TGGCCAGGACATCCAGCTCCCCCTCCTGAAAGGTGACCTCCGCATCCAGC
1451 ATACAGTGACGGCCTCCGTGCGCCTCAGCTACGGGGAGGACCTGCAGATG
1501 GACTGGGATGGCCGCGGGAGGCTGCTGGTGAAGCTGTCCCCCGTCTATGC
1551 CGGGAAGACCTGCGGCCTGTGTGGGAATTACAATGGCAACCAGGGCGACG
1601 ACTTCCTTACCCCCTCTGGGCTGGCGGAGCCCCGGGTGGAGGACTTCGGG
1651 AACGCCTGGAAGCTGCACGGGGACTGCCAGGACCTGCAGAAGCAGCACAG
1701 CGATCCCTGCGCCCTCAACCCGCGCATGACCAGGTTCTCCGAGGAGGCGT
1751 GCGCGGTCCTGACGTCCCCCACATTCGAGGCCTGCCATCGTGCCGTCAGC
1801 CCGCTGCCCTACCTGCGGAACTGCCGCTACGACGTGTGCTCCTGCTCGGA
1851 CGGCCGCGAGTGCCTGTGCGGCGCCCTGGCCAGCTATGCCGCGGCCTGCG
1901 CGGGGAGAGGCGTGCGCGTCGCGTGGCGCGAGCCAGGCCGCTGTGAGCTG
1951 AACTGCCCGAAAGGCCAGGTGTACCTGCAGTGCGGGACCCCCTGCAACCT
2001 GACCTGCCGCTCTCTCTCTTACCCGGATGAGGAATGCAATGAGGCCTGCC
2051 TGGAGGGCTGCTTCTGCCCCCCAGGGCTCTACATGGATGAGAGGGGGGAC
2101 TGCGTGCCCAAGGCCCAGTGCCCCTGTTACTATGACGGTGAGATCTTCCA
2151 GCCAGAAGACATCTTCTCAGACCATCACACCATGTGCTACTGTGAGGATG
2201 GCTTCATGCACTGTACCATGAGTGGAGTCCCCGGAAGCTTGCTGCCTGAC
2251 GCTGTCCTCAGCAGTCCCCTGTCTCATCGCAGCAAAAGG
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Белковая последовательность ФВ-053 (пропептид D1D2 ФВ) (SEQ ID NO: 114)
1 MIPARFAGVLLALALILPGTLCAEGTRGRSSTARCSLFGSDFVNTFDGSM

51 YSFAGYCSYLLAGGCQKRSFSIIGDFQNGKRVSLSVYLGEFFDIHLFVNG
101 TVTQGDQRVSMPYASKGLYLETEAGYYKLSGEAYGFVARIDGSGNFQVLL
151 SDRYFNKTCGLCGNFNIFAEDDFMTQEGTLTSDPYDFANSWALSSGEQWC
201 ERASPPSSSCNISSGEMQKGLWEQCQLLKSTSVFARCHPLVDPEPFVALC
251 EKTLCECAGGLECACPALLEYARTCAQEGMVLYGWTDHSACSPVCPAGME
301 YRQCVSPCARTCQSLHINEMCQERCVDGCSCPEGQLLDEGLCVESTECPC
351 VHSGKRYPPGTSLSRDCNTCICRNSQWICSNEECPGECLVTGQSHFKSFD
401 NRYFTFSGICQYLLARDCQDHSFSIVIETVQCADDRDAVCTRSVTVRLPG
451 LHNSLVKLKHGAGVAMDGQDIQLPLLKGDLRIQHTVTASVRLSYGEDLQM
501 DWDGRGRLLVKLSPVYAGKTCGLCGNYNGNQGDDFLTPSGLAEPRVEDFG
551 NAWKLHGDCQDLQKQHSDPCALNPRMTRFSEEACAVLTSPTFEACHRAVS
601 PLPYLRNCRYDVCSCSDGRECLCGALASYAAACAGRGVRVAWREPGRCEL
651 NCPKGQVYLQCGTPCNLTCRSLSYPDEECNEACLEGCFCPPGLYMDERGD
701 CVPKAQCPCYYDGEIFQPEDIFSDHHTMCYCEDGFMHCTMSGVPGSLLPD
751 AVLSSPLSHRSKR

Вышеприведенное описание характерных вариантов реализации раскрывает общий характер данно­
го изобретения в настолько полном объеме, что другие специалисты могут, применяя знания в данной 
области техники, с легкостью модифицировать и/или адаптировать эти характерные варианты реализа­
ции для различных применений, без проведения лишних экспериментов и без отступления от общей 
концепции настоящего изобретения. Следовательно, такие адаптации и модификации находятся в преде­
лах содержания и серии эквивалентов раскрытых вариантов реализации на основе представленных в 
данном тексте идеи и методологических принципов. Стоит понимать, что употребляемая в данном тексте 
фразеология и терминология имеет цель описания, но не ограничения, поэтому специалистам в данной 
области техники следует интерпретировать терминологию или фразеологию описания настоящего изо­
бретения в свете его идеи и методологических принципов.

Существование других вариантов реализации изобретения будет очевидным для специалистов в 
данной области техники из приведенных в тексте обсуждения и реализации изобретения. Описание изо­
бретения и примеры стоит рассматривать как иллюстративные, а подлинные суть и объем данного изо­
бретения определены прилагающейся формулой изобретения.

Все перечисленные в данном тексте патентные публикации в полном объеме включены в текст по­
средством ссылки.

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ

1. Химерный белок, содержащий белок фактора VIII (Ф VIII) и фрагмент фактора Виллебранда 
(ФВ), содержащий домен D' и домен D3 ФВ, при этом указанный фрагмент ФВ и указанный белок Ф VIII 
соединены друг с другом посредством взаимодействия, которое является достаточно сильным для пре­
дотвращения диссоциации указанного фрагмента ФВ от указанного белка Ф VIII в присутствии эндоген­
ного ФВ.

2. Химерный белок по п.1, отличающийся тем, что указанное взаимодействие между указанным 
фрагментом ФВ и указанным белком Ф VIII является более сильным, чем природное нековалентное вза­
имодействие между белком Ф VIII и фрагментом ФВ.

3. Химерный белок по любому из пп.1, 2, отличающийся тем, что указанный фрагмент ФВ модифи­
цирован с целью усиления взаимодействия между указанным фрагментом ФВ и указанным белком 
Ф VIII.

4. Химерный белок по любому из пп.1-3, отличающийся тем, что указанный фрагмент ФВ модифи­
цирован с целью усиления аффинности связывания указанного фрагмента ФВ с указанным белком 
Ф VIII.

5. Химерный белок по любому из пп.1-4, отличающийся тем, что указанный фрагмент ФВ содержит 
мутацию, при этом указанная мутация включает мутацию одной или более аминокислоты, которая влия­
ет на аффинность связывания указанного фрагмента ФВ с указанным белком Ф VIII.

6. Химерный белок по любому из пп.1-5, отличающийся тем, что указанный фрагмент ФВ содержит 
мутацию аминокислоты, соответствующей аминокислоте в положении 764 последовательности SEQ ID 
NO: 2, мутацию аминокислоты, соответствующей аминокислоте в положении 773 последовательности 
SEQ ID NO: 2, или обе указанные мутации.

7. Химерный белок по любому из пп.1-6, отличающийся тем, что указанный фрагмент ФВ содержит 
остаток серина в положении, соответствующем положению 764 последовательности SEQ ID NO: 2.

8. Химерный белок по любому из пп.1-7, отличающийся тем, что указанный фрагмент ФВ содержит 
остаток лизина в положении, соответствующем положению 773 последовательности SEQ ID NO: 2.

9. Химерный белок по любому из пп.1-8, отличающийся тем, что указанный фрагмент ФВ модифи­
цирован с целью усиления аффинности связывания указанного фрагмента ФВ с указанным белком
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Ф VIII, при этом указанный фрагмент ФВ содержит модификацию, выбранную из группы, состоящей из
пэгилирования, гликозилирования, гэкилирования, полисиалилирования и любой их комбинации.

10. Химерный белок по любому из пп.1-8, отличающийся тем, что домен D' содержит аминокислот­
ную последовательность, которая является по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 95% или по 
меньшей мере на 99% идентичной аминокислотам от 764 до 866 из SEQ ID NO: 2, и/или отличающийся 
тем, что домен D3 содержит аминокислотную последовательность, которая является по меньшей мере на 
90% идентичной аминокислотам от 867 до 1240 из SEQ ID NO: 2.

11. Химерный белок по любому из пп.1-5 и 9, отличающийся тем, что домен D' содержит амино­
кислоты с 764 до 866 из SEQ ID NO: 2, и/или при этом домен D3 содержит аминокислоты от 867 до 1240 
из SEQ ID NO: 2.

12. Химерный белок по любому из пп.1-11, отличающийся тем, что указанный белок Ф VIII содер­
жит аминокислотную последовательность, по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 95%, по мень­
шей мере на 99% или на 100% идентичную последовательности SEQ ID NO: 18, при этом указанный бе­
лок Ф VIII обладает активностью Ф VIII.

13. Химерный белок по любому из пп.1-12, отличающийся тем, что указанный белок Ф VIII содер­
жит тяжелую цепь фактора VIII и легкую цепь фактора VIII, при этом указанная тяжелая цепь фактора 
VIII содержит аминокислоты от 1 до 740 последовательности SEQ ID NO: 16, и при этом указанная лег­
кая цепь фактора VIII содержит аминокислоты от 1649 до 2332 последовательности SEQ ID NO: 16.

14. Химерный белок по любому из пп.1-13, отличающийся тем, что время полужизни белка Ф VIII 
продлевается за пределы ограничения времени полужизни белка Ф VIII в присутствии эндогенного ФВ.

15. Химерный белок по любому из пп.1-14, отличающийся тем, что указанный фрагмент ФВ содер­
жит по меньшей мере один гетерологичный компонент (H1).

16. Химерный белок по п.15, отличающийся тем, что указанный гетерологичный компонент (H1) 
содержит константную область иммуноглобулина или ее часть, альбумин или его фрагмент, альбумин- 
связывающее вещество, последовательность PAS, последовательность HAP, трансферрин или его фраг­
мент, полиэтиленгликоль (ПЭГ), полисиаловую кислоту, гидроксиэтиловый крахмал (ГЭК), их произ­
водные или любые комбинации этих компонентов.

17. Химерный белок по п.15 или 16, отличающийся тем, что указанный гетерологичный компонент 
содержит альбумин или его фрагмент.

18. Химерный белок по любому из пп.15-17, отличающийся тем, что указанный химерный белок 
содержит линкер между фрагментом ФВ и гетерологичным компонентом (H1), который является отщеп­
ляемым линкером.

19. Химерный белок по любому из пп.1-18, отличающийся тем, что указанный белок Ф VIII содер­
жит Ф VIII и по меньшей мере один гетерологичный компонент (H2).

20. Химерный белок по п.19, отличающийся тем, что указанный гетерологичный компонент (H2) 
содержит константную область иммуноглобулина или ее часть, альбумин или его фрагмент, полиэти­
ленгликоль (ПЭГ), полисиаловую кислоту, гидроксиэтиловый крахмал (ГЭК), его производное, альбу- 
минсвязывающее вещество, последовательность PAS, последовательность HAP, трансферрин или его 
фрагмент или любые комбинации этих компонентов.

21. Химерный белок по п.19 или 20, отличающийся тем, что указанный гетерологичный компонент 
(H2) содержит Fc-область.

22. Химерный белок по любому из пп.1-21, отличающийся тем, что указанный белок Ф VIII содер­
жит одноцепочечный Ф VIII.

23. Полинуклеотид или набор полинуклеотидов, кодирующих химерный белок по любому из пп.1- 
22.

24. Вектор или набор векторов, содержащие полинуклеотид или набор полинуклеотидов по п.23 и 
один или более промоторов, функционально связанных с полинуклеотидом или набором полинуклеоти­
дов.

25. Клетка-хозяин, содержащая полинуклеотид или набор полинуклеотидов по п.24.
26. Фармацевтическая композиция, содержащая химерный белок по любому из пп.1-22 и фармацев­

тически приемлемый носитель.
27. Способ лечения заболевания или состояния, связанного с кровотечением, у нуждающегося в 

этом пациента, включающий введение эффективного количества белка Ф VIII и введение эффективного 
количества химерного белка, содержащего фрагмент фактора Виллебранда (ФВ), содержащий домен D' и 
домен D3 ФВ, при этом указанный фрагмент ФВ и указанный белок Ф VIII соединены друг с другом по­
средством взаимодействия, которое является достаточно сильным для предотвращения диссоциации ука­
занного фрагмента ФВ от указанного белка Ф VIII в присутствии эндогенного ФВ.

28. Способ по п.27, отличающийся тем, что указанное взаимодействие между указанным фрагмен­
том ФВ и указанным белком Ф VIII является более сильным, чем природное нековалентное взаимодей­
ствие между белком Ф VIII и фрагментом ФВ.

29. Способ по любому из пп.27, 28, отличающийся тем, что указанный фрагмент ФВ модифициро­
ван с целью усиления взаимодействия между указанным фрагментом ФВ и указанным белком Ф VIII.
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30. Способ по любому из пп.27-29, отличающийся тем, что указанный фрагмент ФВ модифициро­
ван с целью усиления аффинности связывания указанного фрагмента ФВ с указанным белком Ф VIII.

31. Способ по любому из пп.27-30, отличающийся тем, что указанный фрагмент ФВ содержит му­
тацию, при этом указанная мутация включает мутацию одной или более аминокислоты, которая влияет 
на аффинность связывания указанного фрагмента ФВ с указанным белком Ф VIII.

32. Способ по любому из пп.27-31, отличающийся тем, что указанный фрагмент ФВ содержит му­
тацию аминокислоты, соответствующей аминокислоте в положении 764 последовательности SEQ ID NO: 2, 
мутацию аминокислоты, соответствующей аминокислоте в положении 773 последовательности SEQ ID 
NO: 2, или обе указанные мутации.

33. Способ по любому из пп.27-32, отличающийся тем, что указанный фрагмент ФВ содержит оста­
ток серина в положении, соответствующем положению 764 последовательности SEQ ID NO: 2.

34. Способ по любому из пп.27-33, отличающийся тем, что указанный фрагмент ФВ содержит оста­
ток лизина в положении, соответствующем положению 773 последовательности SEQ ID NO: 2.

35. Способ по любому из пп.27-34, отличающийся тем, что указанный фрагмент ФВ модифициро­
ван с целью усиления аффинности связывания указанного фрагмента ФВ с указанным белком Ф VIII, 
при этом указанный фрагмент ФВ содержит модификацию, выбранную из группы, состоящей из пэгили- 
рования, гликозилирования, гэкилирования, полисиалилирования и любой их комбинации.

36. Способ по любому из пп.27-35, отличающийся тем, что указанное заболевание или состояние, 
связанное с кровотечением, выбрано из группы, состоящей из нарушения свертываемости крови, гемар­
троза, мышечного кровотечения, кровотечения в полости рта, кровоизлияния, кровоизлияния в мышцы, 
кровоизлияния в полость рта, травмы, травмы головы, желудочно-кишечного кровотечения, внутриче­
репного кровоизлияния, кровоизлияния в брюшную полость, внутригрудного кровоизлияния, перелома 
костей, кровотечения в центральной нервной системе, кровотечения в заглоточном пространстве, крово­
течения в забрюшинном пространстве, кровотечения во влагалище подвздошно-поясничной мышцы и 
любых их комбинаций.

37. Способ по любому из пп.27-36, отличающийся тем, что указанный фрагмент ФВ содержит по 
меньшей мере один гетерологичный компонент (H1).

38. Способ по п.37, отличающийся тем, что указанный гетерологичный компонент (H1) содержит 
константную область иммуноглобулина или ее часть, альбумин или его фрагмент, альбуминсвязываю- 
щее вещество, последовательность PAS, последовательность HAP, трансферрин или его фрагмент, поли­
этиленгликоль (ПЭГ), полисиаловую кислоту, гидроксиэтиловый крахмал (ГЭК), их производные или 
любые комбинации этих компонентов.

39. Способ по п.37 или 38, отличающийся тем, что указанный гетерологичный компонент (H1) со­
держит альбумин.

40. Способ по любому из пп.27-39, отличающийся тем, что указанный белок Ф VIII содержит 
Ф VIII и по меньшей мере один гетерологичный компонент (H2).

41. Способ по п.40, отличающийся тем, что указанный гетерологичный компонент (H2) содержит 
константную область иммуноглобулина или ее часть, альбумин или его фрагмент, полиэтиленгликоль 
(ПЭГ), полисиаловую кислоту, гидроксиэтиловый крахмал (ГЭК), его производное, альбуминсвязываю- 
щее вещество, последовательность PAS, последовательность HAP, трансферрин или его фрагмент или 
любые комбинации этих компонентов.

42. Способ по любому из пп.37-41, отличающийся тем, что указанный по меньшей мере один гете­
рологичный компонент (H1), указанный по меньшей мере один гетерологичный компонент (H2) или оба 
указанных компонента содержат партнер по связыванию FcRn.

43. Способ по п.42, отличающийся тем, что указанный партнер по связыванию FcRn содержит Fc- 
область.

44. Способ по любому из пп.37-43, отличающийся тем, что указанный химерный белок содержит 
линкер между фрагментом ФВ и указанным гетерологичным компонентом (H1), который является отще­
пляемым линкером.

45. Способ по любому из пп.27-44, отличающийся тем, что указанный белок Ф VIII содержит одно­
цепочечный Ф VIII.

- 107 -



035323

Фиг. 1(А-Д) 
Разные конструкции ФВ

Пропептид Зрелая субъединица
ADAMTS 13 в

D1 .02 О" ОЗ 04
Д-->S... л...

1 23 7641 Т .VI I/III.
«VIII I

Мультимер
L I 2S13

«ньРз|
Димер
S— S

> Белок - 250 кДа. образует мулыимсры (> 20 МДа) путем дисульфидного связывания

Объединяется с ΦΧ'ΊΠ (95-98%) в нсковалсвтный комплекс
- Защищает ФУШ от протеазного расщепленпя/актпвацип

Стабилизирует тяжелую и легкую цепи
. Предотвращает выведение ФУШ фагоцитарными рецепторами

Выведение комплекса ФУШ-ФВ посредством ФВ-рецепторов ] Ограничивает 
Предотвращает ппиоцптоз и рециклинг рФУППс? Г время полужизни

Фиг. 1Е 
Фактор Виллебранда

Продлевает 
время полужизни

Произвольный линкер

_ Отщепляемый линкерI Е>еременной длины (с сайтом 
расщепления Х1з, тромбином. Ха и г.д.)

К ФУПГсвязывающий доменЖ ФВ переменной длины

ФХ 111 -064: ( одержит ФВ D'D3 1-477 як ( 336 V( 379А
ФУ 111 065: ( одержит ФВ D’D3 1-276 ак
ФУ 111-136: ФУ 111-064 в остове пЦ,1НК
ФУ 111-148: Двухцепочечная молекула ФХ III в ФХ 11136 была превращена в однонепочечный 

ФХ 111 путем внесения мутании R1645A R1648A в ген ФХ Ill

Фиг. 2
Конструкции Ф VIII (гетеродимер Ф VIII/ФВ)
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Variable linker

Φ\Ί 11-064, 159, 160. Π8, 179

4 hl упопроцссенруемын линкер

Конструкция 
ДНК

Линкер между ФВ и Fc

ФУШ-064 2Овк = ID {2X(GGGGS»LVPRGSGG

ФУШ-159 35 ак = IS(5X(GGGGS)}LVPRGSGG

ФУНМбО 
и его производные

ФУ11Ы60: 48ак = IS{5X{GGGGS)}LVPRGSGGGG5GGGGS

ФУШ-180: ФУШ-160 с мутацией К2092А в С1-домене ФУШ

ФУШ-181; ФУШ-160 с мутацией К2093А в С1-домене ФУШ

ФУ111-182: ФУШ-160 с мутацией K2092A/F2093A в С1-домене ФУШ

ФУПМ78 73ак =· IS{nX(GGGGS}} (VPRG5GG6GSGGGGS

ФУШ-179 98 вк = !S{1GX[GGGG5)} LVPflGSGGGGSGGGGS

ФВ= D'D3 (1-477 ан с С336А/С379А)

Фиг. 3
Конструкции Ф VIII (разные линкеры)

Фиг. 4

И - гетерологичный компонент
1йпкер(в некоторых случаях
тшепляемыи)

т In апо 1нкще1Ч'нруемьш линкер

ФВ - RIltt-DW

И ~ 1 етерн.ιοί очным komiiohvhi
Лии кер (в пеки 1 иных с.пчйил
ui те 11ляечь!я)

* In мха процесснруемыи .линкер

X - ll )f плн i Ж

Конструкции Ф VIII
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е
g

48 ак тромбин- 
„12 отщепляемый ли

ФУН1-155 ФВ-031

Внутриклеточный
процессинг

■48 я s. тромбии-
пляемый пинмр

ФУНГ
155

Одноцепочечный (ОЦ) - ФУН! R1645A/R1S48A, напрямую 
связанный с одиночной Fc

ФВ
031

Фрагмент D1D2DO3 (1 -477 ак с С336А/С379А), связанный 
с одиночной Fc 48 ак тромбин-отщепляемым линкером

Фиг. 5
Конструкции Ф VIII (система котрансфекции)

Невосстановительный Восстановительный

швда

Очищенный ФВ 009 существует в виде мономера

WW *
·■···.....

да *"* — •S
- W- ■

Непроцессированный

- Непроцессированный

D*D3

Фиг. 6
Очистка ФВ-009 (О1О2О'О31-276ак х 6 his)

Непроцессированный ФВ010

Димер DO3

D'D3(477 ак)

Невосс j амови гсльный

11¾^¾¾¾¾¾¾¾¾¾¾¾¾¾¾¾¾¾¾

ВОССП1НОВИ1СЛЬНЫИ

64Ш ■ ■ ■ i·
МИДа ) η <wt _ ___ ί 1

·■■” ΦΒ <02 ΦΙΪ013

Дублет в районе 60 кДа указывает на разную форму гликозилирования
1- ФВ -002 АХИМ Фракция 1 АЗ
2- ФВ -002 АХИМ Фракция 1В1
3- ФВ -010 АХИМ Фракция 1ВЗ
4- ФВ -010 АХИМ Фракция 2А1
5- ФВ -010 АХИМ Фракция 2А2

Фиг. 7
Очищенный ФВ-002 и 010 (О'О31-477ак х 6 his)
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1-Маркер

2 рФУШБс

3- рФУШРс + Тромбин

4- Пустой

5- ФУШГс-ФВ

6- ФУШРс-ФВ + Тромбин

А1 = домен А1 ФУШ

А2 - домен А2 ФУШ

ЛаЗ ЛЦ * Легкая цепь ФУШГс
; lovjcif фв

к

А1

■* ДомеиФНЛ-с

Фиг. 8
Расщепление тромбином белка Ф VIIIFc-ФВ

БА

ФК рФVIIIFc у мышеи с гемофилией А

» ρΦΜΙίΙ 
рФУШРс

Тш « 7,6 ч
Tia = 13,7 ч

ФК рФУ1НРс у ΦνΐΙΙίΦΒ ДНГ мышеи

рФVIII ТШ = 0,25 ч 
pOVIHFc Т1й = 1,2ч

Й ’300
Е 
=
I

Θ
£

500

15

Фиг. 9
Взаимодействие Ф VIII-ФВ является ограничивающим фактором для продления времени полужизни VIII

Ш 1000­

s :

Плазменный уровень эндогенного Ф\/Ш 
через 48 ч после инъекции плазмид

Дй

оа

5 
о
6

100-
О

.. .„ХР-?вень плазменного 
ФУШ до инъекции

о

Ф
10-

я # (F

Фиг. 10А
Полноразмерный димер D'D3 обеспечивает такую же защиту Ф VIII, как и полноразмерная молекула ФВ
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Фиг. 10Б
Полноразмерный димер D'D3 обеспечивает такую же защиту Ф VIII, как и полноразмерная молекула ФВ

Плазменная активность УВД-ФУШ Плазменный уровень ФВ

10000^

G
5

шS
10

1000

100

2

рУВД-Ф»НФВ-010
-а· рУВД-ФУШ+ФВ-002 

рУВД-ФУШ

...........-----------------
3 4 5 6

£-1000001

Σ 1

а
1

10000X

iooq

рУВД-ФУЖ+ФВ-01О
рУВД-Ф¥Ш+ФВ-002

Время (часы) Время (часы)

Фиг. 11
ФК УВД-Ф VIII у Ф VIII-ФВ ДГН мышей при совместной инъекции ФВ-010 или ФВ-002

Фиг. 12

• Димер 1УШ и его мономер, еишечироынный вместе с доменом DSD2 обсеиечивае! ана.101 нчную ашигу Ф¥Ш
• Циркуляция фрш ченюв D’DJ ФВ обусшшшвает дополниаельное Н-кршнос продление времени гюлужишн
• Век-становление рФУШК- шнрекли οι 40% до 70%

ФК рФ VIIIFc у-мышей, экспрессирующих D'D3 ФВ
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ГДИ D’D3-Fc линкерных конструкций ФУ1ШФВ ДГН мышам 

{48 часов после инъекции)

ФУ111-064: ρΦνίΙΙΕο-ΦΒ с 22 ак линкером 
ФУ11М59: рФУШЕс-ФВ с 35 ак линкером 
Ф\Л1М SO: ρΦνίΙΙΓοΦΒ с 48 ак линкером

Фиг. 13
Отбор D'D3-Fc линкеров путем ГДИ у Ф VIII/ФВ ДГН мышей

Фиг. 14
ГДИ одноцепочечного и двухцепочечного гетеродимера Ф VIIIFc/D'D3 у Ф VIII/ФВ ДГИ мышей

. Выбранный этап: ассоциация {информация с сенсора) Г;

■ 0.60 ! . ■ | Г
i t

Одо; I I
: 0 30! - ' I (

2 .. _ i . I ■ . ·
1 } ■' J ■ :

Й1П ! ' . * i.
t ' ..... ■ ■ t '··. ■ 7 \ ■■ ·’.

' Г'··· ! ·. t
I i .. f,

<10 » * j
■ 440 480 4W 500 520 5< 580 500 SCO L,

■ Время (c)

OVIH-155/AD-O31 ФУШЕс Г

WHI IgG ··

Фиг. 15
Октетный анализ Ф VIII-155/ФВ-031 связывания с иммобилизованным ФВ
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1001

рФУНИ55/ФВ^1
hr2: 9,9 ч

0 Ji---------;------ 1--------------------------- 1--------------------------- *

• 5 10 15 20 35

Время (часы)
Фиг. 18А

Хромогенный анализ снижения активности Ф VIIIFc у гемА и Ф VIII/ФВ ДГН мышей

О 20 40 00

Время (часы)
Фиг. 16

ФК Ф УШ-155/ФВ-031 и Ф VIIIFc у Ф VIII/ФВ ДГН мышей

Конструкции ФВ
Фиг. 17

•0
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Дирижка 1 - неокрашенный маркер
Внт-raJ

Дорожка 2 - Ф\ !Ш e ФСБ
Дорожка 3 - Ф\ И11-е - Д1 Н плигма
Дорожки 4 -1К о гая
Дорожки J - только овечье

нчликлопи-гьине аютс.ю

2Stl

ы»

...Λ «»

.N

L
: .

I к-пршнчепры· линии

я П1

Дорожка 1 - неокрашенный маркер
Bio-rad

Дорожка 2 - Ф\ 1Ше - ФСБ
Дорожка 3 - Ф\ lllfi - Д1 Н гыатма
Дорожки -3 - только овечье

ио.шклшш. ibttoe лиг нт е. ю

Веонщи-дСЛ^

Кхв - 5 чк,- ф\ ПН с инкупироязли с 2311 мкл ФСБ или плазмой Д! 11 мышей на протяжении 24 ч при З7 грид ФХ'ПНе иммунопрсципитнроязли. 
лооавляя 5 мкт овечьего поликлотшьного антитела к Ф\'!Н (аЬй 137!)) на протяжении 1 ч при КТ и КЮ мкл грану л протеина А Пекле 
отмывки tv! ыл ФСБ гранулы рсеуепендировали в шкктлповитс.чьнпм ДСН-ПААГ 6y<|iepe 20 мкл загружали в 4-15"г. гель (л е. 1 мкг Ф\’Ш1-‘с1

Фиг. 18Б
Снижение активности Ф VIII вследствие диссоциации/деградации тяжелой цепи (ТЦ)

Фиг. 19
Измерение активности Ф VIIIFc хромогенным методом

РС? вда-

Фиг. 20

Дорожка! - один ΦΒ0Ι1 
Дорожка 2- один РС5
Дорожка 3- типи РАСЕ
Дорожка 4- ФВОЗ ί Ре 5-2.5% 
Дорожка.5- Ф.В1Ш ' РС'5-5% 
Дорожка 6-ФВП31 · РС5-7.5% 
Дорожм 7- ΦΒυ3Ι ■ РС5-!СДЛ 
Дорожка 8-ФВ031 : РА СЕ-2.5% 
Дорожка о- ФВЩ! ■ РАСЕ-5% 
Дорожка Ιϋ-ФВ031 > РАСЕ-7,5% 
Дорожка 11-ФВУ31 - РАСЕ-ЮЧ

Процессинг ФВ-031 (D1D2D'D3Fc) PC5 или PACE
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■JK-

.·%
Блокирование

) 1% БСА j

'. ... N ,
Бремя fc)

, фуш :· ■
! -вариант ι /

# -: V .,V

щ· :

4½ :
1 - ! Г' .

Сенсор:.
APS

А,',· «ЯФВ ■.■■.·. - ■ % JB -%-;r Г Φβ '.■■■'

„ it i-i·^ '" . ?t:vi \

гм кэдя !₽κ»ημ дащн λΦλλιλ^ . αχ-ΰκ*  .1

• 1000 КЕ иммобилизованного козлиного античеловеского IgG
• 100 КЕФВ-031
• ΦνΐΙΙ (с удаленным В-доменом) применяли в одноцикловом кинетическом режиме 
•1:1 соотношение; η = 4

!ί 4>VtliFc^ [ /
5-% ΦνΐΗ -4 ; χ'

- и /’’ г- ’ ‘ Р. , |

v о л’ гг Ί, г ---;ι fz
Еремч N \

-«z-ta - ii*. - -««s- ·μ- -ъа·1 /
- .· j ,.:f к ■:■-■'-> -■ ■<■-! ■

■ -a-I3W!:Fc ■««■w,|

- ·, ■■ it

Выбранный гм.. .- Ύ16ξ0Ρ ;
_ ’ A ’■' · J

i’···'---4 . / ί-.·
■ 155.031 IgG ' ..

cm : ; ' .....
■'- -. : 4'. i< ·.■■ ?■ ·■■>-

ί.-.·

w ,s, и ϊλ «w fj. ¢1 ...

Г.' < I- ί !3 ! ■><

• -' j.: ■,-

Фиг. 21А
Отсутствие связывания Ф УШ-155/ФВ-031 с ФВ

Л' ·.- ·.'■■ ■■■ -:-44)4 -- .- < : :.): ■ -.-/4.:иаздныйданн^(н^риа4да-е-шнсадг-.;.-'':0·. 4 Τ%:.)":'А·; -.-'■ ■ т4)/./4./ /)

■ : 155,031' : i ..........
·■ ·/ ■ ; . .. ··· : ■ ■ V ■’■■...... I..........................

; * - - - : i . !
031 \ . ........ ... - " '4...... ϊι ■ ί

. ФУШ ί
βΟ0 . ■ ■ »

Η Ν· N .A .Nh J.4J % iA 5;д- XT to ■·%

ВржШ-

-ФШ «*!ГЛ.<Ж1  -■ -Гр.ФШ

Сенсор: Протеин G

Фиг. 21Б
Ф УШ-155/ФВ-031 не связывается с Ф VIII

KD- 10± 1нМ
(В 25 раз слабее, чем с FL-ФВ в качестве лиганда)

Фиг. 22
Взаимодействие Ф VIII с ФВ-031
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Фиг. 23
Влияние различной длины линкеров гетеродимеров Ф VIIIFc/ФВ на ФК у Ф VIII/ФВ ДГН мышей

С айв растепления нрогсанш
(например. тромбином)

Фиг. 24
Пример литрования сортазой

Φνπΐ 155:Fc ΦνΐΠ 198:1с
(одноцепочечный ΦνΐΙIFc) (одноцепочечный ФХЛНГс

C226N6)
Фиг. 25

Схематическое сравнение одноцепочечного Ф VIIIFc (Ф VIII-155) и частичного B-домена, 
содержащего одноцепочечный Ф VIIIFc (Ф VIII-198)
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Фиг. 26
Частичный B-домен увеличивает время полужизни Ф VIII-198 в 1,5 раз по сравнению с Ф VIII-155

Евразийская патентная организация, ЕАПВ
Россия, 109012, Москва, Малый Черкасский пер., 2
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