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Перекрестные ссылки на родственные заявки 

Настоящая заявка испрашивает приоритет предварительной патентной заявки США с серийным № 

61/407402, поданной 27 октября 2010 г., предварительной патентной заявки США с серийным № 

61/467894, поданной 25 марта 2011 г., и предварительной патентной заявки США с серийным № 

61/502476, поданной 29 июня 2011 г., описание которых полностью включено в настоящее описание по-

средством ссылок для всех целей.  

Справка о правах на изобретения, полученная в ходе НИР или ОКР,  

финансируемой из федерального бюджета 

Неприменима. 

Ссылка на список последовательностей, таблицу или листинг компьютерной программы, 

прилагаемые на компакт-диске 

Неприменима. 

Уровень техники 

Фактором VIII (FVIII) является белок, находящийся в плазме крови, который действует как кофак-

тор в каскаде реакций, ведущих к свертыванию крови. Гемофилия А вызывается снижением или недос-

таточностью функционального белка FVIII и является одним из наиболее распространенных нарушений 

свертываемости крови, которое затрагивает приблизительно 1 из 5000-10000 мужчин. Клинические сим-

птомы при гемофилии являются частыми мышечными и суставными кровотечениями, и травма может 

даже привести к опасным для жизни ситуациям. В настоящее время эффективные способы лечения ге-

мофилии включают замещение отсутствующего белка фактора VIII с использованием внутривенного 

введения продуктов FVIII, полученных рекомбинантным путем или из плазмы крови. Такие препараты 

обычно вводят либо в ответ на кровотечение (терапия по требованию), либо через небольшие регулярные 

промежутки времени для предотвращения неконтролируемого кровотечения (профилактика). К сожале-

нию, появление нейтрализующих антител против FVIII (ингибиторов FVIII) является основным ослож-

нением при заместительной терапии продуктами FVIII. Примерно у 25% пациентов, получающих лече-

ние, развивается этот иммунитет к белку FVIII, что сильно затрудняет дальнейший контроль кровотече-

ния. 

Причина этого иммунного ответа на белок фактора VIII не до конца ясна, однако специфические 

особенности иммунной системы пациентов могут влиять на их реакцию на лечение. Обычно у иммунной 

системы развивается толерантность к определенным антигенам, например "собственным" антигенам. Эта 

особенность является важной, так как в противном случае, если собственный антиген распознается как 

чужеродный антиген, это приводит к аутоиммунному заболеванию. Пациенты с гемофилией А, в частно-

сти, обладают генетическим дефектом в гене фактора VIII, что приводит к тому, что иммунная система 

не распознает введенный белок FVIII как "собственный" антиген. Таким образом, при введении белка 

FVIII во время заместительной терапии фактором свертывания иммунная система пациента распознает 

белок фактора VIII как чужеродный антиген или модифицированный собственный белок и, соответст-

венно, вырабатывает антитела против FVIII. 

Ингибиторы фактора VIII, т.е. антитела против FVIII, продуцируются плазмоцитами, полученными 

из В-клеток, специфичных к FVIII. Для пролиферации и дифференцировки в плазмоциты продуцирую-

щие антитела против FVIII, В-клетки нуждаются в помощи активированных CD4
+
 Т-клеток. Например, 

белок фактора VIII распознается В- и Т-лимфоцитами по-разному. Индукция антител против фактора 

VIII зависит от Т-хелперов. В-клетки распознают эпитопы цельного белка через специфический В-

клеточный рецептор. Т-клетки, с другой стороны, распознают белки в виде переработанных пептидов, 

находящихся в комплексе с молекулой MHC II класса, представленной на поверхности антиген-

представляющей клетки. Каждый клон CD4
+
 Т-клеток распознает только один специфический комплекс 

пептид-MHC. Для представления пептидов Т-клеткам, MHC класса II молекулы имеют открытую связы-

вающую бороздку, дающую возможность встраивания и представления на поверхности клетки пептидов 

различной длины. Кроме того, белок MHC II класса содержит четыре связывающих кармана, которые 

отличаются у различных гаплотипов (Jones et al., Nature Rev. Immunol. 6:271-282 (2006)). Только опреде-

ленные аминокислоты встраиваются в эти связывающие карманы, а минимальный размер связывающих 

пептидов составляет девять аминокислот. Примечательно, что различные гаплотипы MHC II класса мо-

гут представлять различные пептиды. Таким образом, гаплотип MHC II класса пациента, вероятно, влия-

ет на риск образования антител против фактора VIII. Действительно, некоторые исследования показали, 

что существует корреляция гаплотипа MHC II класса человека HLA-DRB1*1501 с повышенным риском 

образования антител против фактора VIII (Pavlova et al., J. Thromb. Haemost. 7:2006-2015 (2009); Olden-

burg et al., Thromb. Haemost. 77:238-242 (1997); Hay et al., Thromb. Haemost. 77:234-237 (1997)). 

Для решения проблем, связанных с лечением гемофилии путем введения белка фактора VIII, иссле-

дованы некоторые подходы. Например, в WO 03/087161 раскрыты модифицированные белки FVIII, в 

которых иммунные характеристики белка FVIII модифицированы путем снижения или удаления ряда 

потенциальных эпитопов для Т-клеток, присутствующих в составе белка. Идентифицирован ряд облас-

тей, включающих эпитопы для Т-клеток в составе белка фактора VIII, включая, например, FVIII
2030-2044

. 

Согласно настоящему раскрытию удаление таких областей может использоваться для получения функ-
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ционального белка фактора VIII, не индуцирующего продукцию антител против фактора VIII. В WO 

09/071886 также описаны специфические области белка фактора VIII, которые, согласно прогнозам, при-

водят к образованию HLA-DR2-связывающих пептидов, участвующих в иммунном ответе пациента, та-

ких как, например, FVIII
475-495

, FVIII
542-562

, FVIII
1785-1805

 и FVIII
2158-2178

. Указанные пептиды были иденти-

фицированы с целью их возможного использования при индукции иммунной толерантности у пациента. 

Несмотря на достижения в области определения областей белка FVIII, вовлеченных в иммунный 

ответ, по-прежнему существует необходимость выявления других областей белка FVIII, которые можно 

использовать для разработки других терапевтических пептидов и способов которые можно, например, 

использовать для лечения пациентов с гемофилией А. 

Краткое описание изобретения 

Настоящее изобретение основано на идентификации областей белка фактора VIII, связанных с им-

мунным ответом против молекул фактора VIII. Конкретнее, пептид фактора VIII, включающий область 

белка фактора VIII, можно использовать для индукции толерантности к фактору VIII человека у пациен-

тов, например, с гемофилией А. Кроме того, указанный пептид FVIII можно использовать в целях имму-

нодиагностики для мониторинга пациентов с гемофилией А во время заместительной терапии и во время 

индукции иммунной толерантности. 

В одном аспекте настоящее изобретение обеспечивает пептид, состоящий из аминокислотной по-

следовательности SEQ ID NO: 344. 

В одном аспекте настоящее изобретение обеспечивает способ получения вышеуказанного пептида 

FVIII, включающий стадии: а) обеспечение культуры клеток, содержащей полинуклеотид, кодирующий 

указанный пептид фактора VIII, и б) экспрессия указанного пептида в культуре клеток. 

В одном аспекте настоящее изобретение относится к способу идентификации Т-клетки, специфич-

ной к пептиду фактора VIII, включающему: а) объединение множества CD4+ Т-клеток с вышеуказанным 

пептидом в комплексе с мультимером MHC II класса, и б) идентификацию по меньшей мере одного из 

членов множества CD4+ Т-клеток, специфичного к указанному пептиду, образующему комплекс с муль-

тимером MHC II класса. 

В одном варианте воплощения вышеприведенных способов мультимер MHC II класса является тет-

рамером MHC II класса. 

В одном варианте воплощения вышеприведенных способов пептид или мультимер MHC II класса 

дополнительно включают обнаруживаемую группу. 

В одном варианте воплощения вышеприведенных способов указанный способ дополнительно 

включает выделение по меньшей мере одной CD4+ Т-клетки, специфической к указанному пептиду. 

В одном варианте воплощения вышеприведенных способов CD4+ Т-клетки выделяют с использо-

ванием проточной цитометрии. 

В одном аспекте настоящее изобретение обеспечивает слитый белок, включающий вышеуказанный 

пептид фактора VIII и второй пептид. 

В одном варианте воплощения вышеприведенных способов указанный второй пептид является ре-

портерным пептидом. 

В одном варианте воплощения вышеприведенных способов слитый белок кодируется нуклеиновой 

кислотой. 

В одном варианте воплощения вышеприведенных способов пептид FVIII химически связан со вто-

рым пептидом. 

В одном аспекте вышеуказанный пептид FVIII используют для индукции иммунной толерантности 

к фактору VIII человека для профилактики образования ингибиторов FVIII. 

В одном аспекте вышеуказанный пептид FVIII используют для индукции иммунной толерантности 

к фактору VIII человека для лечения пациентов с сформировавшимися ингибиторами фактора VIII. 

В одном аспекте вышеуказанный пептид FVIII используют для идентификации антиген-

специфических Т-клеток. 

Краткое описание чертежей 

Неприменимо. 

Подробное описание изобретения 

I. Введение. 

Настоящее изобретение относится к пептидам фактора VIII (FVIII), которые можно использовать 

для индукции толерантности к белку FVIII, например, у пациентов с гемофилией А. Кроме того, указан-

ные пептиды можно использовать в целях иммунодиагностики для мониторинга FVIII-специфических Т-

клеток пациентов с гемофилией А во время заместительной терапии и во время терапии индукции им-

мунной толерантности. 

Настоящее изобретение частично основано на открытии, заключающемся в том, что несколько об-

ластей FVIII, в частности FVIII
102-122

, FVIII
246-266

 и FVIII
1401-1424

, вовлечены в иммунный ответ против бел-

ка FVIII, развивающийся при заместительной терапии фактором VIII или связанный с приобретенной 

гемофилией. 

Идентифицированные аминокислотные последовательности указанных областей являются 
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TVVITLKNMASHPVSLHAVGV (SEQ ID NO: 740), AWPKMHTVNGYVNRSLPGLIG (SEQ ID NO: 68) и 

QANRSPLPIAKVSSFPSIRPIYLT (SEQ ID NO: 344) соответственно. Считается, что настоящее изобрете-

ние впервые обеспечивает идентификацию указанных областей белка фактора VIII и их отношение к 

иммунному ответу на белок фактора VIII. 

Пептиды по настоящему изобретению включают пептиды, содержащие по меньшей мере часть об-

ластей FVIII
102-122

, FVIII
246-266

 и FVIII
1401-1424

, образующих комплексы с молекулой MHC II класса, форми-

руя Т-клеточный эпитоп, который может распознаваться Т-клетками, участвующими в иммунном ответе 

пациента. В некоторых вариантах воплощения пептиды включают по меньшей мере девять смежных 

аминокислот, соответствующих девяти смежным аминокислотам в FVIII
102-122

, FVIII
246-266

 или  

FVIII
1401-1424

. Как далее описано ниже, пептиды, представленные здесь, также включают пептиды, длина 

которых превышает девять аминокислот, а также варианты последовательностей FVIII
102-122

, FVIII
246-266

, 

и FVIII
1401-1424

. Такая идентификация пептидов по настоящему изобретению может иметь значение для 

усовершенствованных и перспективных терапевтических стратегий, предназначенных для лечения забо-

леваний, связанных с свертыванием крови, например гемофилии А. 

II. Определения. 

Термин "белок фактора VIII" или "белок FVIII" относится к любой молекуле FVIII, содержащей, по 

меньшей мере, фрагмент интактного домена В и обладающей биологической активностью, ассоцииро-

ванной с нативным белком фактора VIII человека. Молекула фактора VIII может быть полноразмерным 

фактором VIII. Молекула фактора VIII также может быть консервативно модифицированным вариантом 

нативного фактора VIII. Белок FVIII можно получить из плазмы человека или продуцировать с помощью 

способов рекомбинантной инженерии. Дополнительное описание характеристик белка фактора VIII 

можно, например, найти в абзацах заявки US 2010/0168018, включенной в настоящий документ посред-

ством ссылки. 

Термин "пептид фактора VIII" или "пептид FVIII" относится к пептидам, описанным здесь, вклю-

чающим аминокислотную последовательность, соответствующую области белка фактора VIII, которая, 

как обнаружено, играет важную роль в иммунном ответе против FVIII. Пептид фактора VIII включает по 

меньшей мере девять аминокислот, образующих комплекс с белком MHC II класса для представления Т-

клеткам, участвующим в иммунном ответе. На любом конце указанных по меньшей мере девяти сердце-

винных аминокислот пептида могут присутствовать дополнительные аминокислоты. В некоторых вари-

антах воплощения пептид фактора VIII может включать последовательность, идентичную определенной 

области нативного белка фактора VIII человека. В других вариантах воплощения пептид фактора VIII 

может быть консервативно модифицированным вариантом области белка фактора VIII. Как описано да-

лее, пептид фактора VIII может характеризоваться определенным процентом идентичности, например 

85% идентичностью, по отношению к последовательности области нативного белка фактора VIII челове-

ка. 

Термин "аминокислота" относится к природным и неприродным аминокислотам, в том числе ана-

логам аминокислот и имитаторам аминокислот, функционирующим аналогично природным аминокисло-

там. Природные аминокислоты включают аминокислоты, кодируемые генетическим кодом, а также ами-

нокислоты, подвергающиеся последующим изменениям, например, гидроксипролин, γ-карбоксиглутамат 

и О-фосфосерин. Природные аминокислоты могут включать, например, D- и L-аминокислоты. Амино-

кислоты, используемые здесь, могут также включать неприродные аминокислоты. Аналоги аминокислот 

относятся к соединениям, которые имеют основную химическую структуру, аналогичную природной 

аминокислоте, т.е. любой атом углерода, связанный с атомом водорода, карбоксильную группу, амино-

группу и R-группу, например гомосерин, норлейцин, метионинсульфоксид или метионинметилсульфо-

ний. Такие аналоги содержат модифицированные R-группы (например, норлейцин) или модифицирован-

ные пептидные каркасы, но сохраняют ту же основную химическую структуру, что и природная амино-

кислота. Имитаторы аминокислот относятся к химическим соединениям, обладающим структурой, отли-

чающейся от общей химической структуры аминокислоты, но функционирующим аналогично природ-

ной аминокислоте. Аминокислоты могут упоминаться здесь либо с помощью общеизвестных трехбук-

венных обозначений, либо с помощью однобуквенных обозначений, рекомендованных комиссией по 

биохимической номенклатуре Международного союза теоретической и прикладной химии Международ-

ного биохимического союза (IUPAC-IUB). Аналогичным образом, нуклеотиды могут упоминаться с по-

мощью их общепринятых однобуквенных кодов. 

"Консервативно модифицированные варианты" относятся как к аминокислотным, так и к нуклео-

тидным последовательностям. По отношению к определенным нуклеотидным последовательностям кон-

сервативно модифицированные варианты относятся к нуклеиновым кислотам, кодирующим идентичные 

или практически идентичные аминокислотные последовательности, либо, если нуклеиновая кислота не 

кодирует аминокислотную последовательность, к практически идентичным последовательностям. Из-за 

вырожденности генетического кода большое количество функционально идентичных нуклеиновых ки-

слот кодируют любой заданный пептид. Например, все из кодонов GCA, GCC, GCG и GCU кодируют 

аминокислоту аланин. Таким образом, в каждом положении, где аланин задан кодоном, указанный кодон 

может быть заменен на любой из описанных соответствующих кодонов без изменения кодируемого по-
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липептида. Такая изменчивость нуклеиновой кислоты является "молчащей изменчивостью", которая яв-

ляется одним из видов консервативной изменчивости. В настоящем документе каждая нуклеотидная по-

следовательность, кодирующая полипептид, также описывает каждую возможную молчащую модифика-

цию указанной нуклеиновой кислоты. Специалист в данной области техники должен понимать, что каж-

дый кодон в нуклеиновой кислоте (за исключением AUG, который обычно является единственным кодо-

ном для метионина, и TGG, который обычно является единственным кодоном для триптофана) можно 

модифицировать, получая функционально идентичную молекулу. Соответственно, каждая молчащая 

модификация нуклеиновой кислоты, кодирующей полипептид, подразумевается в каждой описанной 

последовательности по отношению к продукту экспрессии, но не по отношению к фактической последо-

вательности зонда. 

По отношению к аминокислотным последовательностям специалист в данной области техники 

должен понимать, что отдельные замены, делеции или добавления в составе нуклеотидной или пептид-

ной последовательности, заменяющие, добавляющие или удаляющие одиночную аминокислоту или не-

большой процент аминокислот в кодируемой последовательности, являются "консервативно модифици-

рованным вариантом", при этом модификация приводит к замене аминокислоты химически сходной 

аминокислотой. Таблицы консервативных замен, представляющие функционально сходные аминокисло-

ты, хорошо известны в данной области техники. Такие консервативно модифицированные варианты до-

полняют и не исключают полиморфные варианты, межвидовые гомологи и аллели по изобретению. 

Каждая из следующих восьми групп содержит аминокислоты, являющиеся консервативными заме-

нами друг для друга: 1) аланин (A), глицин (G); 2) аспарагиновая кислота (D), глутаминовая кислота (E); 

3) аспарагин (N), глутамин (Q); 4) аргинин (R), лизин (K); 5) изолейцин (I), лейцин (L), метионин (М), 

валин (V); 6) фенилаланин (F), тирозин (Y), триптофан (W); 7) серин(S), треонин (T) и 8) цистеин (C), 

метионин (M). См., например, Creighton, Proteins (1984). 

Термины "идентичный" или процент "идентичности" в контексте двух или более нуклеотидных ки-

слот или пептидных последовательностей относятся к двум или более последовательностям или подпос-

ледовательностям, которые являются одинаковыми или содержат определенный процент одинаковых 

аминокислотных остатков или нуклеотидов (т.е. характеризуются приблизительно 60% идентичностью, 

предпочтительно 65, 70, 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% или более высокой идентично-

стью по заданной области при сравнении и выравнивании для максимального соответствия в окне срав-

нения или заданной области) согласно измерению с использованием алгоритмов сравнения последова-

тельностей BLAST или BLAST 2.0 с параметрами по умолчанию, описанными ниже, или ручном вырав-

нивании и визуальном осмотре. 

Под "терапевтически эффективным количеством или дозой" или "достаточным количеством или 

дозой" здесь подразумевают дозу, производящую действие, для которого ее вводят. Точная доза зависит 

от цели лечения и устанавливается специалистом в данной области техники с помощью известных спо-

собов (см., например, Augsburger & Hoag, Pharmaceutical Dosage Forms (vols. 1-3, 3rd Ed. 2008); Lloyd, 

The Art, Science and Technology of Pharmaceutical Compounding (3rd Ed., 2008); Pickar, Dosage Calculations 

(8th Ed., 2007); и Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 21st Ed., 2005, Gennaro, Ed., Lippincott, 

Williams & Wilkins). 

III. Пептиды фактора VIII. 

Настоящее изобретение относится к пептидам FVIII, соответствующим областям белка FVIII, уча-

ствующим в иммунном ответе против FVIII. В одном аспекте настоящее изобретение обеспечивает пеп-

тид FVIII, состоящий из непрерывной последовательности из девяти аминокислот, по меньшей мере на 

85% идентичной девяти смежным аминокислотам одной из следующих аминокислотных последователь-

ностей: AWPKMHTVNGYVNRSLPGLIG (SEQ ID NO: 68); QANRSPLPIAKVSSFPSIRPIYLT (SEQ ID 

NO: 344) или TVVITLKNMASHPVSLHAVGV (SEQ ID NO: 740), причем указанный пептид состоит из 9-

180 аминокислот. 

В конкретном варианте воплощения пептид FVIII обладает последовательностью: (R
1
)x-P-(R

2
)y, где 

P является аминокислотной последовательностью, обладающей, по меньшей мере 85% идентичностью 

последовательности по меньшей мере из девяти смежных аминокислот последовательности, выбранной 

из SEQ ID NOs: 68, 344 и 740; R
1
 является аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-80 

аминокислот; R
2
 является аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-80 аминокислот; а ка-

ждый из x и y независимо друг от друга равен нулю или единице. В одном варианте воплощения R
1
 явля-

ется аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-40 аминокислот, a R
2
 является аминокислот-

ной последовательностью, состоящей из 1-40 аминокислот. 

В одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными 

последовательностями, состоящими из 1-80 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по 

отдельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-70 

аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются амино-

кислотными последовательностями, состоящими из 1-60 аминокислот. В еще одном варианте воплоще-

ния R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоя-

щими из 1-50 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно 
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являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-40 аминокислот. В еще одном ва-

рианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными последовательно-

стями, состоящими из 1-30 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или 

совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-20 аминокислот. В еще 

одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными после-

довательностями, состоящими из 1-10 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по от-

дельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-5 амино-

кислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 в отдельности или совместно являются аминокислот-

ными последовательностями, состоящими из от 1 до 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 

19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 

49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 

79 или 80 аминокислот. 

В одном варианте воплощения пептид FVIII состоит из 9-150 аминокислот. В еще одном варианте 

воплощения пептид FVIII состоит из 9-100 аминокислот. В еще одном варианте воплощения пептид 

FVIII состоит из 9-50 аминокислот. В еще одном варианте воплощения пептид FVIII состоит из 9-25 

аминокислот. В других вариантах воплощения пептид FVIII состоит из от 9 до 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 

17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 

47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 

77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 105, 110, 115, 120, 

125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175 или 180 аминокислот. 

Как правило, пептиды FVIII по настоящему изобретению могут включать любую последователь-

ность аминокислот, присутствующих в идентифицированной области FVIII
102-122

, FVIII
246-266

 или  

FVIII
1401-1424

, или модифицированный вариант, который может, например, сохранять функцию, аналогич-

ную или идентичную FVIII
102-122

, FVIII
246-266

 или FVIII
1401-1424

. В частности, пептиды FVIII по настоящему 

изобретению включают аминокислотную последовательность, включающую Т-клеточный эпитоп. Пеп-

тиды FVIII включают последовательность по меньшей мере из девяти аминокислот, которые могут варь-

ироваться по процентной идентичности по отношению к аминокислотной последовательности 

AWPKMHTVNGYVNRSLPGLIG (SEQ ID NO: 68); QANRSPLPIAKVSSFPSIRPIYLT (SEQ ID NO: 344) 

или TVVITLKNMASHPVSLHAVGV (SEQ ID NO: 740). Например, пептиды FVIII могут содержать де-

вять аминокислот, идентичных или по меньшей мере на 50, 60, 70, 80 или 85% процентов идентичных 

любой последовательности из девяти смежных аминокислот в составе FVIII
102-122

, FVIII
246-266

 или 

FVIII
1401-1424

. 

В еще одной группе вариантов воплощения пептиды FVIII могут содержать аминокислотные по-

следовательности длиной более девяти аминокислот, причем указанные аминокислотные последователь-

ности включают область, которая может быть идентична или по меньшей мере на 50, 55, 60, 65, 70, 75, 

80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична последовательности смежных аминокислот в 

FVIII
102-122

, FVIII
246-266

 или FVIII
1401-1424

. Специалист в данной области техники должен иметь в виду, что 

для идентификации модифицированных вариантов, сохраняющих функцию области FVIII
102-122

,  

FVIII
246-266

 или FVIII
1401-1424

 можно использовать известные способы мутагенеза, например замену на ала-

нин. 

Кроме того, пептиды FVIII могут включать дополнительные аминокислотные последовательности 

на каждом конце сердцевинной последовательности пептидов FVIII, обсуждавшихся выше. Указанные 

дополнительные последовательности обозначены (R
1
)x и (R

2
)y. В некоторых вариантах воплощения длина 

R
1
 и R

2
 может находиться в диапазоне от 1 до приблизительно 80 аминокислот. В качестве альтернативы 

длина R
1
 и R

2
 может находиться в диапазоне от 1 до приблизительно 40 аминокислот. В некоторых вари-

антах воплощения каждый из индексов x и y независимо равен нулю или единице. В некоторых вариан-

тах воплощения как x, так и y могут быть равны нулю. В других вариантах воплощения x может быть 

равен единице, а y может быть равен нулю. В других вариантах воплощения x может быть равен нулю, а 

y может быть равен единице. В еще одном варианте воплощения как x, так и y равны единице. Дополни-

тельные аминокислоты на каждом конце могут быть добавлены по различным причинам, включая по-

вышенную стабильность пептидов, улучшенное связывание с молекулами MHC II класса и/или Т-

клетками, а также другие аспекты, которые должен учитывать специалист в данной области техники. 

В одном варианте воплощения настоящее изобретение обеспечивает полипептид, обладающий по-

следовательностью (R
1
)x-P-(R

2
)y, где P является аминокислотной последовательностью, обладающей по 

меньшей мере 85% идентичностью последовательности по меньшей мере из девяти смежных аминокис-

лот области фактора VIII, определенной в табл. 1, R
1 

является аминокислотной последовательностью, 

состоящей из 1-80 аминокислот; a R
2
 является аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-80 

аминокислот, где x и y независимо друг от друга равны нулю или единице. В качестве альтернативы 

длина R
1 

и R
2
 может находиться в диапазоне от 1 до приблизительно 40 аминокислот. В одном варианте 

воплощения P является аминокислотной последовательностью, обладающей по меньшей мере 90% иден-

тичностью последовательности по меньшей мере из девяти смежных аминокислот области фактора VIII, 

определенной в табл. 1. В еще одном варианте воплощения P является аминокислотной последователь-
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ностью, обладающей по меньшей мере 95% идентичностью последовательности по меньшей мере из де-

вяти смежных аминокислот области фактора VIII, определенной в табл. 1. В некоторых вариантах во-

площения как x, так и y могут быть равны нулю. В других вариантах воплощения x может быть равен 

единице, а y может быть равен нулю. В других вариантах воплощения x может быть равен нулю, а y мо-

жет быть равен единице. В еще одном варианте воплощения как x, так и y равны единице. В одном вари-

анте воплощения пептид FVIII состоит из 9-150 аминокислот. В еще одном варианте воплощения пептид 

FVIII состоит из 9-100 аминокислот. В еще одном варианте воплощения пептид FVIII состоит из 9-50 

аминокислот. В еще одном варианте воплощения пептид FVIII состоит из 9-25 аминокислот. 

Таблица 1 

Области фактора VIII, включающие Т-клеточные эпитопы 

 

 
Как описано выше, пептиды FVIII по настоящему изобретению могут включать любую аминокис-

лотную последовательность, присутствующую в идентифицированной области FVIII
1401-1424

, или моди-

фицированный вариант, который может, например, сохранять функцию, аналогичную или идентичную 

FVIII
1401-1424

. В некоторых вариантах воплощения пептиды могут охватывать весь В-домен белка фактора 

VIII человека. Настоящее изобретение также может включать другие пептиды фактора VIII, которые 

включают пептид, обладающий последовательностью по меньшей мере из девяти аминокислот, которые 

могут варьироваться по процентной идентичности по отношению к любой из следующих аминокислот-

ных последовательностей: 

 
Например, пептиды FVIII, содержащие девять аминокислот, которые идентичны или по меньшей 

мере на 50, 60, 70, 80 или 85% идентичны любой последовательности из девяти смежных аминокислот в 

составе FVIII
474-494

, FVIII
540-560

, FVIII
1785-1805

, FVIII
2025-2045

, FVIII
2160-2180

, FVIII
102-119

, FVIII
246-266

 или  

FVIII
102-122

. В еще одной группе вариантов воплощения пептиды FVIII могут содержать аминокислотные 

последовательности длиной более девяти аминокислот, причем указанные аминокислотные последова-

тельности могут быть идентичны или по меньшей мере на 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 

95, 96, 97, 98 или 99% идентичны любой последовательности из девяти смежных аминокислот в составе 

FVIII
474-494

, FVIII
540-560

, FVIII
1785-1805

, FVIII
2025-2045

, FVIII
2160-2180

, FVIII
102-119

, FVIII
246-266

 или FVIII
102-122

. Спе-

циалист в данной области техники должен иметь в виду, что для идентификации модифицированных 

вариантов, которые сохраняют функцию областей FVIII
474-494

, FVIII
540-560

, FVIII
1785-1805

, FVIII
2025-2045

, 
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FVIII
2160-2180

, FVIII
102-119

, FVIII
246-266

 или FVIII
102-122

, можно использовать известные способы мутагенеза, 

например замену на аланин. Пептиды FVIII, раскрытые здесь, можно получить, используя способы, опи-

санные выше по отношению к пептидам FVIII, связанным с FVIII
1401-1424

. 

А. Пептиды фактора VIII
102-119

. 

В одном варианте воплощения настоящее изобретение относится к полипептиду, обладающему по-

следовательностью (R
1
)x-P-(R

2
)y, где P является аминокислотной последовательностью, обладающей по 

меньшей мере 85% идентичностью последовательности по меньшей мере из девяти смежных аминокис-

лот пептида фактора VIII
102-119

, обладающего последовательностью TVVITLKNMASHPVSLHA (SEQ ID 

NO: 10), R
1 

является аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-80 аминокислот, a R
2
 являет-

ся аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-80 аминокислот, причем каждый из индексов x 

и y независимо равен нулю или единице. 

В одном варианте воплощения P является аминокислотной последовательностью, обладающей по 

меньшей мере 90% идентичностью последовательности по меньшей мере из девяти смежных аминокис-

лот пептида фактора VIII
102-119

, обладающего последовательностью: TVVITLKNMASHPVSLHA (SEQ ID 

NO: 10). В одном варианте воплощения P является аминокислотной последовательностью, обладающей 

по меньшей мере 85% идентичностью последовательности, выбранной из SEQ ID NOs: 1-55 (SEQ ID NO: 

10). В одном варианте воплощения P является аминокислотной последовательностью, обладающей по 

меньшей мере 90% идентичностью последовательности, выбранной из SEQ ID NOs: 1-55. В одном вари-

анте воплощения P является аминокислотной последовательностью, состоящей из SEQ ID NO: 1-55. В 

некоторых вариантах воплощения как x, так и y могут быть равны нулю. В других вариантах воплощения 

x может быть равен единице, а y может быть равен нулю. В других вариантах воплощения x может быть 

равен нулю, а y может быть равен единице. В еще одном варианте воплощения как x, так и y могут быть 

равны единице. 

В одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными 

последовательностями, состоящими из 1-80 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по 

отдельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-70 

аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются амино-

кислотными последовательностями, состоящими из 1-60 аминокислот. В еще одном варианте воплоще-

ния R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоя-

щими из 1-50 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно 

являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-40 аминокислот. В еще одном ва-

рианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными последовательно-

стями, состоящими из 1-30 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или 

совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-20 аминокислот. В еще 

одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными после-

довательностями, состоящими из 1-10 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по от-

дельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-5 амино-

кислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокис-

лотными последовательностями, состоящими из от 1 до 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 

18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 

48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 

78, 79 или 80 аминокислот. 

В некоторых вариантах воплощения R
1
 является аминокислотной последовательностью, состоящей 

из 1-40 аминокислот, a R
2
 является аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-40 аминокис-

лот. В одном варианте воплощения пептид FVIII состоит из 9-150 аминокислот. В еще одном варианте 

воплощения пептид FVIII состоит из 9-100 аминокислот. В еще одном варианте воплощения пептид 

FVIII состоит из 9-50 аминокислот. В еще одном варианте воплощения пептид FVIII состоит из 9-25 

аминокислот. В других вариантах воплощения пептид FVIII состоит из от 9 до 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 

17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 

47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 

77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 105, 110, 115, 120, 

125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175 или 180 аминокислот. 
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Таблица 2 

Типичные пептиды FVIII
102-119
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В. Пептиды фактора VIII
246-266

. 

В одном варианте воплощения настоящее изобретение относится к полипептиду, обладающему по-

следовательностью (R
1
)x-P-(R

2
)y, где P является аминокислотной последовательностью, обладающей по 

меньшей мере 85% идентичностью последовательности по меньшей мере из девяти смежных аминокис-

лот пептида фактора VIII
246-266

, обладающего последовательностью AWPKMHTVNGYVNRSLPGLIG 

(SEQ ID NO: 68), R
1 

является аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-80 аминокислот, a 

R
2
 является аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-80 аминокислот, причем каждый из 

индексов x и y независимо равен нулю или единице. 

В одном варианте воплощения P является аминокислотной последовательностью, обладающей по 

меньшей мере 90% идентичностью последовательности по меньшей мере из девяти смежных аминокис-

лот пептида фактора VIII
246-266

, обладающего последовательностью AWPKMHTVNGYVNRSLPGLIG 

(SEQ ID NO: 68). В одном варианте воплощения P является аминокислотной последовательностью, об-

ладающей по меньшей мере 95% идентичностью последовательности по меньшей мере из девяти смеж-

ных аминокислот пептида фактора VIII
246-266

, обладающего последовательностью AWPKMHTVNGYV-

NRSLPGLIG (SEQ ID NO: 68). В одном варианте воплощения P является аминокислотной последова-

тельностью, обладающей по меньшей мере 85% идентичностью последовательности, выбранной из SEQ 

ID NOs: 56-146. В одном варианте воплощения P является аминокислотной последовательностью, обла-

дающей, по меньшей мере, 90% идентичностью последовательности, выбранной из SEQ ID NOs: 56-146. 

В одном варианте воплощения P является аминокислотной последовательностью, обладающей по мень-

шей мере 95% идентичностью последовательности, выбранной из SEQ ID NOs: 56-146. В одном варианте 

воплощения P является аминокислотной последовательностью, состоящей из SEQ ID NOs: 56-146. В не-

которых вариантах воплощения как x, так и y могут быть равны нулю. В других вариантах воплощения x 

может быть равен единице, а y может быть равен нулю. В других вариантах воплощения x может быть 

равен нулю, а y может быть равен единице. В еще одном варианте воплощения как x, так и y могут быть 

равны единице. 

В одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными 

последовательностями, состоящими из 1-80 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по 

отдельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-70 

аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются амино-

кислотными последовательностями, состоящими из 1-60 аминокислот. В еще одном варианте воплоще-

ния R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоя-

щими из 1-50 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно 

являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-40 аминокислот. В еще одном ва-

рианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными последовательно-

стями, состоящими из 1-30 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или 

совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-20 аминокислот. В еще 

одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными после-

довательностями, состоящими из 1-10 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по от-

дельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-5 амино-

кислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокис-

лотными последовательностями, состоящими из от 1 до 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 

18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 

48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 

78, 79 или 80 аминокислот. 

В одном варианте воплощения пептид FVIII состоит из 9-150 аминокислот. В еще одном варианте 

воплощения пептид FVIII состоит из 9-100 аминокислот. В еще одном варианте воплощения пептид 

FVIII состоит из 9-50 аминокислот. В еще одном варианте воплощения пептид FVIII состоит из 9-25 

аминокислот. В других вариантах воплощения пептид FVIII состоит из от 9 до 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 

17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 

47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 

77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 105, 110, 115, 120, 

125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175 или 180 аминокислот. 
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Таблица 3 

Типичные пептиды FVIII
246-266
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С. Пептиды фактора VIII

474-494
. 

В одном варианте воплощения настоящее изобретение относится к полипептиду, обладающему по-

следовательностью (R
1
)x-P-(R

2
)y, где P является аминокислотной последовательностью, обладающей по 

меньшей мере 85% идентичностью последовательности по меньшей мер, из девяти смежных аминокис-

лот пептида фактора VIII
474-494

, обладающего последовательностью GEVGDTLLIIFKNQASRPYNI (SEQ 

ID NO: 159), R
1 

является аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-80 аминокислот, a R
2
 

является аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-80 аминокислот, причем каждый из ин-

дексов x и y независимо равен нулю или единице. 

В одном варианте воплощения P является аминокислотной последовательностью, обладающей по 

меньшей мере 90% идентичностью последовательности по меньшей мере из девяти смежных аминокис-

лот пептида фактора VIII
474-494

, обладающего последовательностью GEVGDTLLIIFKNQASRPYNI (SEQ 

ID NO: 159). В одном варианте воплощения P является аминокислотной последовательностью, обладаю-

щей по меньшей мере 95% идентичностью последовательности по меньшей мере из девяти смежных 

аминокислот пептида фактора VIII
474-494

, обладающего последовательностью: GEVGDTLLIIFKN-

QASRPYNI (SEQ ID NO: 159). В одном варианте воплощения P является аминокислотной последова-

тельностью, обладающей по меньшей мере 85% идентичностью последовательности, выбранной из SEQ 

ID NO: 147-237. В одном варианте воплощения P является аминокислотной последовательностью, обла-

дающей по меньшей мере 90% идентичностью последовательности, выбранной из SEQ ID NO: 147-237. 

В одном варианте воплощения P является аминокислотной последовательностью, обладающей по мень-

шей мере 95% идентичностью последовательности, выбранной из SEQ ID NO: 147-237. В одном вариан-

те воплощения P является аминокислотной последовательностью, состоящей из SEQ ID NO: 147-237. В 

некоторых вариантах воплощения как x, так и y могут быть равны нулю. В других вариантах воплощения 

x может быть равен единице, а y может быть равен нулю. В других вариантах воплощения x может быть 
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равен нулю, а y может быть равен единице. В еще одном варианте воплощения как x, так и y могут быть 

равны единице. 

В некоторых вариантах воплощения R
1
 является аминокислотной последовательностью, состоящей 

из 1-40 аминокислот, a R
2
 является аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-40 аминокис-

лот. В одном варианте воплощения пептид FVIII состоит из 9-150 аминокислот. В еще одном варианте 

воплощения пептид FVIII состоит из 9-100 аминокислот. В еще одном варианте воплощения пептид 

FVIII состоит из 9-50 аминокислот. В еще одном варианте воплощения пептид FVIII состоит из 9-25 

аминокислот. В других вариантах воплощения пептид FVIII состоит из от 9 до 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 

17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 

47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 

77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 105, 110, 115, 120, 

125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175 или 180 аминокислот. 

Таблица 4 

Типичные пептиды FVIII
474-494
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D. Пептиды фактора VIII

540-560
. 

В одном варианте воплощения настоящее изобретение относится к полипептиду, обладающему по-

следовательностью (R
1
)x-P-(R

2
)y, где P является аминокислотной последовательностью, обладающей по 

меньшей мере 85% идентичностью последовательности по меньшей мере из девяти смежных аминокис-

лот пептида фактора VIII
540-560

, обладающего последовательностью PTKSDPRCLTRYYSSFVNMER (SEQ 

ID NO: 250), R
1 

является аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-80 аминокислот, a R
2
 

является аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-80 аминокислот, причем каждый из ин-

дексов x и y независимо равен нулю или единице. 

В одном варианте воплощения P является аминокислотной последовательностью, обладающей по 

меньшей мере 90% идентичностью последовательности по меньшей мере из девяти смежных аминокис-

лот пептида фактора VIII
540-560

, обладающего последовательностью: PTKSDPRCLTRYYSSFVNMER 

(SEQ ID NO: 250). В одном варианте воплощения P является аминокислотной последовательностью, об-

ладающей по меньшей мере 95% идентичностью последовательности по меньшей мере из девяти смеж-

ных аминокислот пептида фактора VIII
540-560

, обладающего последовательностью: PTKSDPRCLTRY-

YSSFVNMER (SEQ ID NO: 250). В одном варианте воплощения P является аминокислотной последова-

тельностью, обладающей по меньшей мере 85% идентичностью последовательности, выбранной из SEQ 

ID NO: 238-328. В одном варианте воплощения P является аминокислотной последовательностью, обла-

дающей по меньшей мере 90% идентичностью последовательности, выбранной из SEQ ID NO: 238-328. 

В одном варианте воплощения P является аминокислотной последовательностью, обладающей по мень-

шей мере 95% идентичностью последовательности, выбранной из SEQ ID NO: 238-328. В одном вариан-

те воплощения P является аминокислотной последовательностью, состоящей из SEQ ID NO: 238-328. В 

некоторых вариантах воплощения как x, так и y могут быть равны нулю. В других вариантах воплощения 

x может быть равен единице, а y может быть равен нулю. В других вариантах воплощения x может быть 

равен нулю, а y может быть равен единице. В еще одном варианте воплощения как x, так и y могут быть 

равны единице. 

В одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными 

последовательностями, состоящими из 1-80 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по 

отдельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-70 

аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются амино-

кислотными последовательностями, состоящими из 1-60 аминокислот. В еще одном варианте воплоще-

ния R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоя-

щими из 1-50 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно 

являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-40 аминокислот. В еще одном ва-

рианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными последовательно-

стями, состоящими из 1-30 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или 

совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-20 аминокислот. В еще 

одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными после-

довательностями, состоящими из 1-10 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по от-

дельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-5 амино-
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кислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 в отдельности или совместно являются аминокислот-

ными последовательностями, состоящими из от 1 до 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 

19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 

49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 

79 или 80 аминокислот. 

В одном варианте воплощения пептид FVIII состоит из 9-150 аминокислот. В еще одном варианте 

воплощения пептид FVIII состоит из 9-100 аминокислот. В еще одном варианте воплощения пептид 

FVIII состоит из 9-50 аминокислот. В еще одном варианте воплощения пептид FVIII состоит из 9-25 

аминокислот. В других вариантах воплощения пептид FVIII состоит из от 9 до 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 

17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 

47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 

77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 105, 110, 115, 120, 

125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175 или 180 аминокислот. 

Таблица 5 

Типичные пептиды FVIII
540-560
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Е. Пептиды фактора VIII

1401-1424
. 

В одном варианте воплощения настоящее изобретение относится к полипептиду, обладающему по-

следовательностью (R
1
)x-P-(R

2
)y, где P является аминокислотной последовательностью, обладающей по 

меньшей мере 85% идентичностью последовательности по меньшей мере из девяти смежных аминокис-

лот пептида фактора VIII
1401-1424

, обладающего последовательностью QANRSPLPIAKVSSFPSIRPIYLT 

(SEQ ID NO: 344), R
1
 является аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-80 аминокислот, a 

R
2
 является аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-80 аминокислот, причем каждый из 

индексов x и y независимо равен нулю или единице. 

В одном варианте воплощения P является аминокислотной последовательностью, обладающей по 

меньшей мере 90% идентичностью последовательности по меньшей мере из девяти смежных аминокис-

лот пептида фактора VIII
1401-1424

, обладающего последовательностью QANRSPLPIAKVSSFPSIRPIYLT 

(SEQ ID NO: 344). В одном варианте воплощения P является аминокислотной последовательностью, об-

ладающей по меньшей мере 95% идентичностью последовательности по меньшей мере из девяти смеж-

ных аминокислот пептида фактора VIII
1401-1424

, обладающего последовательностью QANRSPLPI-

AKVSSFPSIRPIYLT (SEQ ID NO: 344). В одном варианте воплощения P является аминокислотной по-

следовательностью, обладающей по меньшей мере 85% идентичностью последовательности, выбранной 

из SEQ ID NOs: 329-464. В одном варианте воплощения P является аминокислотной последовательно-

стью, обладающей по меньшей мере 90% идентичностью последовательности, выбранной из SEQ ID 

NOs: 329-464. В одном варианте воплощения P является аминокислотной последовательностью, обла-

дающей по меньшей мере 95% идентичностью последовательности, выбранной из SEQ ID NO: 329-464. 

В одном варианте воплощения P является аминокислотной последовательностью, состоящей из SEQ ID 

NO: 329-464. В некоторых вариантах воплощения как x, так и y могут быть равны нулю. В других вари-

антах воплощения x может быть равен единице, а y может быть равен нулю. В других вариантах вопло-

щения x может быть равен нулю, а y может быть равен единице. В еще одном варианте воплощения как 

x, так и y могут быть равны единице. 

В одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными 

последовательностями, состоящими из 1-80 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по 

отдельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-70 

аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются амино-

кислотными последовательностями, состоящими из 1-60 аминокислот. В еще одном варианте воплоще-

ния R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоя-

щими из 1-50 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно 

являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-40 аминокислот. В еще одном ва-

рианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными последовательно-

стями, состоящими из 1-30 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или 

совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-20 аминокислот. В еще 

одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными после-

довательностями, состоящими из 1-10 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по от-
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дельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-5 амино-

кислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 в отдельности или совместно являются аминокислот-

ными последовательностями, состоящими из от 1 до 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 

19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 

49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 

79 или 80 аминокислот. 

В одном варианте воплощения пептид FVIII состоит из 9-150 аминокислот. В еще одном варианте 

воплощения пептид FVIII состоит из 9-100 аминокислот. В еще одном варианте воплощения пептид 

FVIII состоит из 9-50 аминокислот. В еще одном варианте воплощения пептид FVIII состоит из 9-25 

аминокислот. В других вариантах воплощения пептид FVIII состоит из от 9 до 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 

17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 

47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 

77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 105, 110, 115, 120, 

125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175 или 180 аминокислот. 

Таблица 6 

Типичные пептиды FVIII
1401-1424
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F. Пептиды фактора VIII

1785-1805
. 

В одном варианте воплощения настоящее изобретение относится к полипептиду, обладающему по-

следовательностью (R
1
)x-P-(R

2
)y, где P является аминокислотной последовательностью, обладающей по 

меньшей мере 85% идентичностью последовательности по меньшей мере из девяти смежных аминокис-

лот пептида фактора VIII
1785-1805

, обладающего последовательностью EVEDNIMVTFRNQASRPYSFY 

(SEQ ID NO: 477), R
1 

является аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-80 аминокислот, a 

R
2
 является аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-80 аминокислот, причем каждый из 

индексов x и y независимо равен нулю или единице. В одном варианте воплощения P является амино-

кислотной последовательностью, обладающей по меньшей мере 90% идентичностью последовательно-

сти по меньшей мере из девяти смежных аминокислот пептида фактора VIII
1785-1805

, обладающего после-

довательностью EVEDNIMVTFRNQASRPYSFY (SEQ ID NO: 477). 

В одном варианте воплощения P является аминокислотной последовательностью, обладающей по 

меньшей мере 95% идентичностью последовательности по меньшей мере из девяти смежных аминокис-

лот пептида фактора VIII
1785-1805

, обладающего последовательностью EVEDNIMVTFRNQASRPYSFY 

(SEQ ID NO: 477). В одном варианте воплощения P является аминокислотной последовательностью, об-

ладающей по меньшей мере 85% идентичностью последовательности, выбранной из SEQ ID NO: 465-

555. В одном варианте воплощения P является аминокислотной последовательностью, обладающей по 

меньшей мере 90% идентичностью последовательности, выбранной из SEQ ID NO: 465-555. В одном 

варианте воплощения P является аминокислотной последовательностью, обладающей по меньшей мере 

95% идентичностью последовательности, выбранной из SEQ ID NOs: 465-555. В одном варианте вопло-

щения P является аминокислотной последовательностью, состоящей из SEQ ID NO: 465-555. В некото-
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рых вариантах воплощения как x, так и y могут быть равны нулю. В других вариантах воплощения x мо-

жет быть равен единице, а y может быть равен нулю. В других вариантах воплощения x может быть ра-

вен нулю, а y может быть равен единице. В еще одном варианте воплощения как x, так и y могут быть 

равны единице. 

В одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными 

последовательностями, состоящими из 1-80 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по 

отдельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-70 

аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются амино-

кислотными последовательностями, состоящими из 1-60 аминокислот. В еще одном варианте воплоще-

ния R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоя-

щими из 1-50 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно 

являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-40 аминокислот. В еще одном ва-

рианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными последовательно-

стями, состоящими из 1-30 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или 

совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-20 аминокислот. В еще 

одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными после-

довательностями, состоящими из 1-10 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по от-

дельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-5 амино-

кислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокис-

лотными последовательностями, состоящими из от 1 до 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 

18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 

48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 

78, 79 или 80 аминокислот. 

В одном варианте воплощения пептид FVIII состоит из 9-150 аминокислот. В еще одном варианте 

воплощения пептид FVIII состоит из 9-100 аминокислот. В еще одном варианте воплощения пептид 

FVIII состоит из 9-50 аминокислот. В еще одном варианте воплощения пептид FVIII состоит из 9-25 

аминокислот. В других вариантах воплощения пептид FVIII состоит из от 9 до 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 

17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 

47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 

77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 105, 110, 115, 120, 

125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175 или 180 аминокислот. 

Таблица 7 

Типичные пептиды FVIII
1785-1805
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G. Пептиды фактора VIII

2025-2045
. 

В одном варианте воплощения настоящее изобретение относится к полипептиду, обладающему по-

следовательностью (R
1
)x-P-(R

2
)y, где P является аминокислотной последовательностью, обладающей по 

меньшей мере 85% идентичностью последовательности по меньшей мере из девяти смежных аминокис-

лот пептида фактора VIII
2025-2045

, обладающего последовательностью LHAGMSTLFLVYSNKCQTPLG 

(SEQ ID NO: 568), R
1 

является аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-80 аминокислот, a 

R
2
 является аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-80 аминокислот, причем каждый из 

индексов x и y независимо равен нулю или единице. 

В одном варианте воплощения P является аминокислотной последовательностью, обладающей по 

меньшей мере 90% идентичностью последовательности по меньшей мере из девяти смежных аминокис-

лот пептида фактора VIII
2025-2045

, обладающего последовательностью LHAGMSTLFLVYSNKCQTPLG 

(SEQ ID NO: 568). В одном варианте воплощения P является аминокислотной последовательностью, об-

ладающей по меньшей мере 95% идентичностью последовательности по меньшей мере из девяти смеж-

ных аминокислот пептида фактора VIII
2025-2045

, обладающего последовательностью 

LHAGMSTLFLVYSNKCQTPLG (SEQ ID NO: 568). В одном варианте воплощения P является аминокис-

лотной последовательностью, обладающей по меньшей мере 85% идентичностью последовательности, 

выбранной из SEQ ID NOs: 556-646. В одном варианте воплощения P является аминокислотной последо-

вательностью, обладающей по меньшей мере 90% идентичностью последовательности, выбранной из 

SEQ ID NO: 556-646. В одном варианте воплощения P является аминокислотной последовательностью, 

обладающей по меньшей мере 95% идентичностью последовательности, выбранной из SEQ ID NO: 556-

646. В одном варианте воплощения P является аминокислотной последовательностью, состоящей из SEQ 

ID NO: 556-646. В некоторых вариантах воплощения как x, так и y могут быть равны нулю. В других ва-

риантах воплощения x может быть равен единице, а y может быть равен нулю. В других вариантах во-

площения x может быть равен нулю, а y может быть равен единице. В еще одном варианте воплощения 
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как x, так и y могут быть равны единице. 

В одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными 

последовательностями, состоящими из 1-80 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по 

отдельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-70 

аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются амино-

кислотными последовательностями, состоящими из 1-60 аминокислот. В еще одном варианте воплоще-

ния R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоя-

щими из 1-50 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно 

являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-40 аминокислот. В еще одном ва-

рианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными последовательно-

стями, состоящими из 1-30 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или 

совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-20 аминокислот. В еще 

одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными после-

довательностями, состоящими из 1-10 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по от-

дельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-5 амино-

кислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 в отдельности или совместно являются аминокислот-

ными последовательностями, состоящими из от 1 до 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 

19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 

49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 

79 или 80 аминокислот. 

В одном варианте воплощения пептид FVIII состоит из 9-150 аминокислот. В еще одном варианте 

воплощения пептид FVIII состоит из 9-100 аминокислот. В еще одном варианте воплощения пептид 

FVIII состоит из 9-50 аминокислот. В еще одном варианте воплощения пептид FVIII состоит из 9-25 

аминокислот. В других вариантах воплощения пептид FVIII состоит из от 9 до 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 

17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 

47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 

77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 105, 110, 115, 120, 

125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175 или 180 аминокислот. 

Таблица 8 

Типичные пептиды FVIII
2025-2045
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H. Пептиды фактора VIII

2160-2180
. 

В одном варианте воплощения настоящее изобретение относится к полипептиду, обладающему по-

следовательностью (R
1
)x-P-(R

2
)y, где P является аминокислотной последовательностью, обладающей по 

меньшей мере 85% идентичностью последовательности по меньшей мере из девяти смежных аминокис-

лот пептида фактора VIII
2160-2180

, обладающего последовательностью NPPIIARYIRLHPTHYSIRST (SEQ 

ID NO: 659), R
1 

является аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-80 аминокислот, a R
2
 

является аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-80 аминокислот, причем каждый из ин-

дексов x и y независимо равен нулю или единице. 

В одном варианте воплощения P является аминокислотной последовательностью, обладающей по 

меньшей мере 90% идентичностью последовательности по меньшей мере из девяти смежных аминокис-

лот пептида фактора VIII
2160-2180

, обладающего последовательностью NPPIIARYIRLHPTHYSIRST (SEQ 

ID NO: 659). В одном варианте воплощения P является аминокислотной последовательностью, обладаю-

щей по меньшей мере 95% идентичностью последовательности по меньшей мере из девяти смежных 

аминокислот пептида фактора VIII
2160-2180

, обладающего последовательностью: NPPIIARY-

IRLHPTHYSIRST (SEQ ID NO: 659). В одном варианте воплощения P является аминокислотной после-

довательностью, обладающей по меньшей мере 85% идентичностью последовательности, выбранной из 

SEQ ID NO: 647-737. В одном варианте воплощения P является аминокислотной последовательностью, 

обладающей по меньшей мере 90% идентичностью последовательности, выбранной из SEQ ID NO: 647-

737. В одном варианте воплощения P является аминокислотной последовательностью, обладающей по 

меньшей мере 95% идентичностью последовательности, выбранной из SEQ ID NO: 647-737. В одном 

варианте воплощения P является аминокислотной последовательностью, состоящей из SEQ ID NO: 647-
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737. В некоторых вариантах воплощения как x, так и y могут быть равны нулю. В других вариантах во-

площения x может быть равен единице, а y может быть равен нулю. В других вариантах воплощения x 

может быть равен нулю, а y может быть равен единице. В еще одном варианте воплощения как x, так и y 

могут быть равны единице. 

В одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными 

последовательностями, состоящими из 1-80 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по 

отдельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-70 

аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются амино-

кислотными последовательностями, состоящими из 1-60 аминокислот. В еще одном варианте воплоще-

ния R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоя-

щими из 1-50 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно 

являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-40 аминокислот. В еще одном ва-

рианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными последовательно-

стями, состоящими из 1-30 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или 

совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-20 аминокислот. В еще 

одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными после-

довательностями, состоящими из 1-10 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по от-

дельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-5 амино-

кислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокис-

лотными последовательностями, состоящими из от 1 до 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 

18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 

48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 

78, 79 или 80 аминокислот. 

В одном варианте воплощения пептид FVIII состоит из 9-150 аминокислот. В еще одном варианте 

воплощения пептид FVIII состоит из 9-100 аминокислот. В еще одном варианте воплощения пептид 

FVIII состоит из 9-50 аминокислот. В еще одном варианте воплощения пептид FVIII состоит из 9-25 

аминокислот. В других вариантах воплощения пептид FVIII состоит из от 9 до 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 

17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 

47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 

77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 105, 110, 115, 120, 

125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175 или 180 аминокислот. 

Таблица 9 

Типичные пептиды FVIII
2160-2180
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I. Пептиды фактора VIII

102-122
. 

В одном варианте воплощения настоящее изобретение относится к полипептиду, обладающему по-

следовательностью (R
1
)x-P-(R

2
)y, где P является аминокислотной последовательностью, обладающей по 

меньшей мере 85% идентичностью последовательности по меньшей мере из девяти смежных аминокис-

лот пептида фактора VIII
102-122

, обладающего последовательностью TVVITLKNMASHPVSLHAVGV 

(SEQ ID NO: 740), R
1 

является аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-80 аминокислот, a 

R
2
 является аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-80 аминокислот, причем каждый из 

индексов x и y независимо равен нулю или единице. 

В одном варианте воплощения P является аминокислотной последовательностью, обладающей по 

меньшей мере 90% идентичностью последовательности по меньшей мере из девяти смежных аминокис-
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лот пептида фактора VIII
102-122

, обладающего последовательностью TVVITLKNMASHPVSLHAVGV 

(SEQ ID NO: 740). В одном варианте воплощения P является аминокислотной последовательностью, об-

ладающей по меньшей мере 95% идентичностью последовательности по меньшей мере из девяти смеж-

ных аминокислот пептида фактора VIII
102-122

, обладающего последовательностью TVVITLKN-

MASHPVSLHAVGV (SEQ ID NO: 740). 

В контексте настоящего изобретения пептиды FVIII
102-122

 также включают пептиды FVIII
102-119

. Со-

ответственно, в одном варианте воплощения Р является аминокислотной последовательностью, обла-

дающей по меньшей мере 85% идентичностью последовательности, выбранной из SEQ ID NO: 1-55 и 

738-773. В одном варианте воплощения P является аминокислотной последовательностью, обладающей 

по меньшей мере 90% идентичностью последовательности, выбранной из SEQ ID NO: 1-55 и 738-773. В 

одном варианте воплощения P является аминокислотной последовательностью, обладающей по меньшей 

мере 95% идентичностью последовательности, выбранной из SEQ ID NO: 1-55 и 738-773. В одном вари-

анте воплощения P является аминокислотной последовательностью, состоящей из SEQ ID NO: 1-55 и 

738-773. В некоторых вариантах воплощения как x, так и y могут быть равны нулю. В других вариантах 

воплощения x может быть равен единице, а y может быть равен нулю. В других вариантах воплощения x 

может быть равен нулю, а y может быть равен единице. В еще одном варианте воплощения как x, так и y 

могут быть равны единице. 

В одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными 

последовательностями, состоящими из 1-80 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по 

отдельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-70 

аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются амино-

кислотными последовательностями, состоящими из 1-60 аминокислот. В еще одном варианте воплоще-

ния R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоя-

щими из 1-50 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно 

являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-40 аминокислот. В еще одном ва-

рианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными последовательно-

стями, состоящими из 1-30 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или 

совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-20 аминокислот. В еще 

одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными после-

довательностями, состоящими из 1-10 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по от-

дельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-5 амино-

кислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокис-

лотными последовательностями, состоящими из от 1 до 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 

18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 

48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 

78, 79 или 80 аминокислот. 

В одном варианте воплощения пептид FVIII состоит из 9-150 аминокислот. В еще одном варианте 

воплощения пептид FVIII состоит из 9-100 аминокислот. В еще одном варианте воплощения пептид 

FVIII состоит из 9-50 аминокислот. В еще одном варианте воплощения пептид FVIII состоит из 9-25 

аминокислот. В других вариантах воплощения пептид FVIII состоит из от 9 до 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 

17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 

47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 

77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 105, 110, 115, 120, 

125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175 или 180 аминокислот. 

Таблица 10 

Типичные пептиды FVIII
102-122
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IV. Способы получения пептидов FVIII. 

В еще одном аспекте настоящее изобретение дополнительно относится к способам получения пеп-

тидов FVIII. В некоторых вариантах воплощения пептиды FVIII по настоящему изобретению можно по-

лучить с помощью способа твердофазного синтеза (например, Fmoc или t-Boc) или синтеза в жидкой фа-

зе, широко известных в данной области техники. См., например, Chan & White, Eds., Fmoc Solid Phase 

Peptide Synthesis: A Practical Approach (Oxford University Press, 2000); Benoiton, Chemistry of Peptide Syn-

thesis (CRC Press, 2005); Howl, Peptide Synthesis and Applications (Humana Press, 2010). 

В одном варианте воплощения настоящее изобретение включает способ получения пептида FVIII, 

включающий: а) синтез пептида с использованием способа твердофазного синтеза или синтеза в жидкой 

фазе, причем пептид FVIII обладает последовательностью: (R
1
)x-P-(R

2
)y, где Р является аминокислотной 

последовательностью, обладающей по меньшей мере 85% идентичностью последовательности по мень-

шей мере из девяти смежных аминокислот последовательности, выбранной из SEQ ID NOs: 68, 344 и 

740; R
1
 является аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-80 аминокислот; R

2
 является 

аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-80 аминокислот; а каждый из x и y независимо 

друг от друга равен нулю или единице. В одном варианте воплощения R
1
 является аминокислотной по-

следовательностью, состоящей из 1-40 аминокислот, a R
2
 является аминокислотной последовательно-

стью, состоящей из 1-40 аминокислот. В некоторых вариантах воплощения пептиды могут охватывать 

весь В-домен белка фактора VIII человека. 

В одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными 

последовательностями, состоящими из 1-80 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по 

отдельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-70 

аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются амино-

кислотными последовательностями, состоящими из 1-60 аминокислот. В еще одном варианте воплоще-

ния R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоя-

щими из 1-50 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно 

являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-40 аминокислот. В еще одном ва-

рианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными последовательно-
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стями, состоящими из 1-30 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или 

совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-20 аминокислот. В еще 

одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными после-

довательностями, состоящими из 1-10 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по от-

дельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-5 амино-

кислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 в отдельности или совместно являются аминокислот-

ными последовательностями, состоящими из от 1 до 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 

19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 

49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 

79 или 80 аминокислот. 

В других вариантах воплощения пептиды можно получить, используя рекомбинантные способы. В 

одном варианте воплощения настоящее изобретение включает способ получения пептида FVIII, вклю-

чающий стадии: а) получения культуры клеток, включающей вектор, кодирующий пептид FVIII, причем 

пептид FVIII обладает последовательностью: (R
1
)x-P-(R

2
)y, где Р является аминокислотной последова-

тельностью, обладающей по меньшей мере 85% идентичностью последовательности по меньшей мере из 

девяти смежных аминокислот последовательности, выбранной из SEQ ID NOs: 68, 344 и 740; R
1
 является 

аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-80 аминокислот; R
2
 является аминокислотной 

последовательностью, состоящей из 1-80 аминокислот; а каждый из x и y независимо друг от друга равен 

нулю или единице. В одном варианте воплощения R
1
 является аминокислотной последовательностью, 

состоящей из 1-40 аминокислот, a R
2
 является аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-40 

аминокислот. В некоторых вариантах воплощения пептиды могут охватывать весь В-домен белка факто-

ра VIII человека. 

В одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными 

последовательностями, состоящими из 1-80 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по 

отдельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-70 

аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются амино-

кислотными последовательностями, состоящими из 1-60 аминокислот. В еще одном варианте воплоще-

ния R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоя-

щими из 1-50 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно 

являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-40 аминокислот. В еще одном ва-

рианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными последовательно-

стями, состоящими из 1-30 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или 

совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-20 аминокислот. В еще 

одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными после-

довательностями, состоящими из 1-10 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по от-

дельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-5 амино-

кислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокис-

лотными последовательностями, состоящими из от 1 до 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 

18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 

48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 

78, 79 или 80 аминокислот. 

В одном варианте воплощения настоящее изобретение обеспечивает способ получения пептида 

FVIII, включающий стадии: а) получение культуры клеток, включающей полинуклеотид, кодирующий 

пептид FVIII, причем указанный пептид обладает последовательностью: (R
1
)x-P-(R

2
)y, где Р является 

аминокислотной последовательностью, обладающей по меньшей мере 85% идентичностью последова-

тельности по меньшей мере из девяти смежных аминокислот последовательности, выбранной из SEQ ID 

NOs: 10, 68, 159, 250, 344, 477, 568, 659 и 740; R
1
 является аминокислотной последовательностью, со-

стоящей из 1-80 аминокислот; R
2
 является аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-80 

аминокислот; а каждый из x и y независимо друг от друга равен нулю или единице; и б) экспрессия ука-

занного пептида в культуре клеток. 

В одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными 

последовательностями, состоящими из 1-80 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по 

отдельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-70 

аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются амино-

кислотными последовательностями, состоящими из 1-60 аминокислот. В еще одном варианте воплоще-

ния R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоя-

щими из 1-50 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно 

являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-40 аминокислот. В еще одном ва-

рианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными последовательно-

стями, состоящими из 1-30 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или 

совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-20 аминокислот. В еще 

одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными после-
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довательностями, состоящими из 1-10 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по от-

дельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-5 амино-

кислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 в отдельности или совместно являются аминокислот-

ными последовательностями, состоящими из от 1 до 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 

19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 

49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 

79 или 80 аминокислот. 

В одном варианте воплощения способов получения пептидов FVIII указанный пептид FVIII состоит 

из 9-150 аминокислот. В еще одном варианте воплощения пептид FVIII состоит из 9-100 аминокислот. В 

еще одном варианте воплощения пептид FVIII состоит из 9-50 аминокислот. В еще одном варианте во-

площения пептид FVIII состоит из 9-25 аминокислот. В других вариантах воплощения пептид FVIII со-

стоит из от 9 до 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 

35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 

65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 

95, 96, 97, 98, 99, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175 или 180 ами-

нокислот. 

Пептиды FVIII по настоящему изобретению можно получить путем экспрессии в подходящем про-

кариотическом или эукариотическом хозяине. Примеры эукариотических клеток включают, без ограни-

чения, клетки млекопитающих, например CHO, COS, HEK 293, BHK, SK-Hep и HepG2; клетки насеко-

мых, например клетки SF9, клетки SF21, клетки S2 и клетки High Five; и клетки дрожжей, например 

клетки Saccharomyces или Schizosaccharomyces. В одном варианте воплощения пептиды FVIII можно 

экспрессировать в бактериальных клетках, дрожжевых клетках, клетках насекомых, клетках птиц, клет-

ках млекопитающих и т.п. В некоторых вариантах воплощения пептиды можно экспрессировать в линии 

клеток человека, линии клеток хомячка или линии клеток мыши. В одном конкретном варианте вопло-

щения линия клеток является линией клеток CHO, BHK или HEK. 

Для экспрессии пептидов FVIII можно использовать разнообразные векторы, которые можно вы-

брать из эукариотических и прокариотических экспрессирующих векторов. Векторы включают нуклео-

тидную последовательность, необходимую для экспрессии по меньшей мере одного из пептидов FVIII, 

раскрытых здесь. Примеры векторов для прокариотической экспрессии включают плазмиды, например 

pRSET, pET, pBAD и т.д., причем промоторы, используемые в прокариотических экспрессирующих век-

торах, включают lac, trc, trp, recA, araBAD и т.д. Примеры векторов для эукариотической экспрессии 

включают: (1) для экспрессии в дрожжах - такие векторы, как pAO, pPIC, pYES, pMET, использующие 

такие промоторы, как AOX1, GAP, GAL1, AUG1 и т.д.; (2) для экспрессии в клетках насекомых - такие 

векторы, как pMT, pAc5, pIB, pMIB, pBAC и т.д., использующие такие промоторы, как PH, p10, MT, Ac5, 

OpIE2, gp64, polh и т.д., и (3) для экспрессии в клетках млекопитающих - такие векторы, как pSVL, 

pCMV, pRc/RSV, pcDNA3, pBPV и т.д., и векторы, полученные из вирусных систем, например вируса 

осповакцины, аденоассоциированных вирусов, вирусов герпеса, ретровирусов и т.д., использующие та-

кие промоторы, как CMV, SV40, EF-1, UbC, RSV, ADV, BPV и β-актина. 

В некоторых вариантах воплощения настоящего изобретения нуклеотидные последовательности 

для продукции пептидов FVIII дополнительно включают другие последовательности, подходящие для 

контролируемой экспрессии белка, например последовательности промоторов, энхансеры, TATA-боксы, 

сайты инициации транскрипции, полилинкеры, сайты рестрикции, последовательности поли-А, последо-

вательности процессинга белка, маркеры селекции и т.п., в целом известные специалисту в данной об-

ласти техники. 

Культуральные среды, используемые для клеток, продуцирующих пептиды FVIII, могут быть осно-

ваны на подходящей минимальной среде, хорошо известной в данной области техники, например 

DMEM, среда Хэма F12, среда 199, McCoy или RPMI. Минимальная среда может включать ряд компо-

нентов, в том числе аминокислоты, витамины, органические и неорганические соли и источники углево-

дов. Каждый ингредиент может присутствовать в количестве, поддерживающем культивирование клет-

ки, причем такие количества в целом известны специалистам в данной области техники. Среда может 

включать вспомогательные вещества, например буферные вещества, например, бикарбонат натрия, анти-

оксиданты, стабилизаторы для противодействия механическим нагрузкам или ингибиторы протеаз. Если 

необходимо, можно добавлять неионогенное поверхностно-активное вещество, например сополимеры 

и/или смеси полиэтиленгликолей и полипропиленгликолей. 

В некоторых вариантах воплощения культуральная среда не содержит экзогенно добавленного бел-

ка. "Не содержащий белка" и родственные термины относятся к белку из экзогенного источника или к 

белку, не принадлежащему клеткам культуры, которые естественным образом выделяют белки в ходе 

роста. В еще одном варианте воплощения культуральная среда не содержит полипептидов. В еще одном 

варианте воплощения культуральная среда не содержит сыворотки. В еще одном варианте воплощения 

культуральная среда не содержит белка животного происхождения. В еще одном варианте воплощения 

культуральная среда не содержит компонентов животного происхождения. В еще одном варианте во-

площения культуральная среда содержит белок, например белок животного происхождения из сыворот-
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ки, например эмбриональной телячьей сыворотки. В еще одном варианте воплощения культура содержит 

экзогенно добавленные рекомбинантные белки. В еще одном варианте воплощения указанные белки по-

лучены из сертифицированного животного, не содержащего патогенов. 

Способы получения сред заданного химического состава, не содержащих белка животного проис-

хождения, известны в данной области техники, например в заявках US 2008/0009040 и US 2007/0212770, 

обе из которых включены в настоящий документ для всех целей. В одном варианте воплощения культу-

ральная среда, используемая в способах, описанных здесь, является средой, не содержащей белка живот-

ного происхождения, или среду, не содержащую олигопептидов. В некоторых вариантах воплощения 

культуральная среда может иметь заданный химический состав. Термин "заданный химический состав", 

как используется здесь, означает, что среда не содержит никаких неопределенных добавок, таких как, 

например, экстракты компонентов животного происхождения, органы, железы, растения или дрожжи. 

Соответственно, каждый компонент среды заданного химического состава является точно определен-

ным. 

В некоторых вариантах воплощения способы по настоящему изобретению могут включать исполь-

зование системы для культивирования клеток, работающей, например, в периодическом режиме, полу-

непрерывном режиме, периодическом режиме с добавлением субстрата или в непрерывном режиме. Пе-

риодическая культура может быть культурой в крупном масштабе, для которой клеточный инокулят 

культивируют до максимальной плотности в резервуаре или ферментере, и собирают и обрабатывают в 

периодическом режиме. Периодическая культура с добавлением субстрата может быть периодической 

культурой снабжаемой свежими питательными компонентами (например, лимитирующими рост суб-

стратами) или добавками (например, предшественниками продуктов). Непрерывная культура может быть 

суспензионной культурой, непрерывно снабжаемой питательными компонентами за счет притока свежей 

среды, причем объем культуры, как правило, является постоянным. Аналогичным образом, непрерывная 

ферментация может относиться к процессу, при котором клетки или микроорганизмы поддерживаются в 

культуре в экспоненциальной фазе роста путем непрерывного добавления свежей среды, точно сбалан-

сированного путем удаления суспензии клеток из биореактора. Кроме того, реакторную систему с меха-

ническим перемешиванием можно использовать для суспензионных, проточных, хемостатических куль-

тур и/или культур с микроносителем. Как правило, реакторная система с механическим перемешиванием 

может функционировать как любой обычный реактор с мешалкой любого типа, например, мешалкой 

Раштона, мешалкой типа "подводное крыло", мешалкой с наклонными лопастями или мешалкой типа 

гребного винта. 

В некоторых вариантах воплощения способы культивирования клеток по изобретению могут вклю-

чать использование микроносителя. В некоторых вариантах воплощения культивирование клеток по ва-

риантам воплощения можно выполнить в крупных биореакторах в условиях, подходящих для обеспече-

ния поверхностных площадей культивирования в большом объеме с целью достижения высокой плотно-

сти клеток и экспрессии белка. Одним из средств для обеспечения таких условий роста является исполь-

зование микроносителей для культивирования клеток в биореакторах с механическим перемешиванием. 

Концепция роста клеток на микроносителях была впервые описана в статье van Wezel (van Wezel, A.L., 

Nature 216:64-5 (1967)) и дает возможность присоединения клеток к поверхности мелких твердых частиц, 

суспендированных в питательной среде. Указанные способы обеспечивают высокие отношения поверх-

ности к объему и, следовательно, дают возможность эффективного использования питательных веществ. 

Кроме того, при экспрессии секретируемых белков в линиях эукариотических клеток увеличение отно-

шения площади поверхности к объему обеспечивает более высокие уровни секреции и, следовательно, 

более высокий выход белка в супернатант культуры. Наконец, указанные способы позволяют легко мас-

штабировать эукариотические экспрессирующие культуры. 

Клетки, экспрессирующие пептиды FVIII, можно связать со сферическим или пористым микроно-

сителем в ходе роста культуры клеток. Микроноситель может быть микроносителем, выбранным из 

группы микроносителей на основе декстрана, коллагена, пластика, желатина и целлюлозы и др. Кроме 

того, можно выращивать клетки до биомассы на сферических микроносителях и пересевать клетки при 

достижении окончательного количества биомассы в ферментере и до начала продукции экспрессируемо-

го белка на пористом микроносителе, или наоборот. Подходящие сферические микроносители могут 

включать микроносители с гладкой поверхностью, например Cytodex I, Cytodex 2 и Cytodex 3 (GE 

Healthcare) и макропористые микроносители, например Cytopore 1, Cytopore 2, Cytoline 1 и Cyto-

line 2 (GE Healthcare). 

Специалист в данной области должен иметь в виду, что пептиды FVIII, полученные с помощью 

синтетических и/или рекомбинантных способов, описанных выше, могут включать природные и/или не-

природные аминокислоты, в том числе аналоги аминокислот и/или имитаторы аминокислот. 

V. Композиции пептидов фактора VIII для индукции иммунной толерантности. 

В еще одном аспекте пептиды FVIII, раскрытые здесь, могут быть включены в фармацевтическую 

композицию. В одном варианте воплощения настоящее изобретение относится к фармацевтической ком-

позиции, включающей пептид фактора VIII
246-266

, пептид фактора VIII
1401-1424

 или пептид фактора  
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VIII
102-122

, как описано здесь. 

В одном варианте воплощения фармацевтическая композиция включает пептид фактора VIII
246-266

, 

как описано здесь. В еще одном варианте воплощения фармацевтическая композиция дополнительно 

включает пептид FVIII
474-494

, пептид FVIII
540-560

, пептид FVIII
1785-1805

, пептид FVIII
2025-2045

, пептид 

FVIII
2160-2180

, пептид FVIII
102-119

, пептид FVIII
1401-1424

, пептид FVIII
102-122

 или второй пептид FVIII
246-266

, как 

описано здесь. 

В еще одном варианте воплощения фармацевтическая композиция включает пептид фактора 

VIII
1401-1424

, как описано здесь. В еще одном варианте воплощения фармацевтическая композиция допол-

нительно включает пептид FVIII
474-494

, пептид FVIII
540-560

, пептид FVIII
1785-1805

, пептид FVIII
2025-2045

, пеп-

тид FVIII
2160-2180

, пептид FVIII
102-119

, пептид FVIII
246-266

, пептид FVIII
102-122

 или второй пептид FVIII
1401-1424

, 

как описано здесь. 

В еще одном варианте воплощения фармацевтическая композиция включает пептид фактора  

VIII
102-122

, как описано здесь. В еще одном варианте воплощения фармацевтическая композиция допол-

нительно включает пептид FVIII
474-494

, пептид FVIII
540-560

, пептид FVIII
1785-1805

, пептид FVIII
2025-2045

, пеп-

тид FVIII
2160-2180

, пептид FVIII
102-119

, пептид FVIII
246-266

, пептид FVIII
1401-1424

 или второй пептид FVIII
102-122

, 

как описано здесь. 

В конкретном варианте воплощения настоящее изобретение обеспечивает фармацевтическую ком-

позицию, включающую пептид, обладающий последовательностью: (R
1
)x-P-(R

2
)y, где P является амино-

кислотной последовательностью, обладающей по меньшей мере 85% идентичностью последовательно-

сти по меньшей мере из девяти смежных аминокислот последовательности, выбранной из SEQ ID NOs: 

68, 344 и 740; R
1
 является аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-80 аминокислот; R

2
 

является аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-80 аминокислот; а каждый из x и y неза-

висимо друг от друга равен нулю или единице. В одном варианте воплощения R
1
 является аминокислот-

ной последовательностью, состоящей из 1-40 аминокислот, a R
2
 является аминокислотной последова-

тельностью, состоящей из 1-40 аминокислот. 

В одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными 

последовательностями, состоящими из 1-80 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по 

отдельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-70 

аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются амино-

кислотными последовательностями, состоящими из 1-60 аминокислот. В еще одном варианте воплоще-

ния R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоя-

щими из 1-50 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно 

являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-40 аминокислот. В еще одном ва-

рианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными последовательно-

стями, состоящими из 1-30 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или 

совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-20 аминокислот. В еще 

одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными после-

довательностями, состоящими из 1-10 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по от-

дельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-5 амино-

кислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокис-

лотными последовательностями, состоящими из от 1 до 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 

18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 

48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 

78, 79 или 80 аминокислот. 

В одном варианте воплощения пептид FVIII состоит из 9-150 аминокислот. В еще одном варианте 

воплощения пептид FVIII состоит из 9-100 аминокислот. В еще одном варианте воплощения пептид 

FVIII состоит из 9-50 аминокислот. В еще одном варианте воплощения пептид FVIII состоит из 9-25 

аминокислот. В других вариантах воплощения пептид FVIII состоит из от 9 до 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 

17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 

47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 

77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 105, 110, 115, 120, 

125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175 или 180 аминокислот. 

В конкретном варианте воплощения фармацевтическая композиция дополнительно включает вто-

рой полипептид, обладающий последовательностью (R
1
)x-P-(R

2
)y, где Р является аминокислотной после-

довательностью, обладающей по меньшей мере 85% идентичностью последовательности по меньшей 

мере из девяти смежных аминокислот последовательности, выбранной из SEQ ID NOs: 10, 68, 159, 250, 

344, 477, 568, 659 и 740; R
1
 является аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-80 амино-

кислот; R
2
 является аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-80 аминокислот; а каждый из 

x и y независимо друг от друга равен нулю или единице. В одном варианте воплощения R
1
 является ами-

нокислотной последовательностью, состоящей из 1-40 аминокислот, a R
2
 является аминокислотной по-

следовательностью, состоящей из 1-40 аминокислот. 

В одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными 
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последовательностями, состоящими из 1-80 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по 

отдельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-70 

аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются амино-

кислотными последовательностями, состоящими из 1-60 аминокислот. В еще одном варианте воплоще-

ния R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоя-

щими из 1-50 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно 

являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-40 аминокислот. В еще одном ва-

рианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными последовательно-

стями, состоящими из 1-30 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или 

совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-20 аминокислот. В еще 

одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными после-

довательностями, состоящими из 1-10 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по от-

дельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-5 амино-

кислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокис-

лотными последовательностями, состоящими из от 1 до 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 

18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 

48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 

78, 79 или 80 аминокислот. 

В одном варианте воплощения второй пептид FVIII состоит из 9-150 аминокислот. В еще одном ва-

рианте воплощения второй пептид FVIII состоит из 9-100 аминокислот. В еще одном варианте воплоще-

ния второй пептид FVIII состоит из 9-50 аминокислот. В еще одном варианте воплощения второй пептид 

FVIII состоит из 9-25 аминокислот. В других вариантах воплощения второй пептид FVIII состоит из от 9 

до 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 

39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 

69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 

99, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175 или 180 аминокислот. 

А. Введение. 

Для введения композиций в организм человека или подопытного животного в одном аспекте ком-

позиции могут включать один или более фармацевтически приемлемых носителей. Фразы "фармацевти-

чески" или "фармакологически" приемлемый относятся к молекулярным структурам и композициям, 

которые являются стабильными, ингибируют разрушение белков или пептидов, например агрегацию и 

продукты расщепления, и, кроме того, не вызывают аллергических или других побочных реакций при 

введении посредством путей, хорошо известных в данной области техники, как описано ниже. "Фарма-

цевтически приемлемые носители" включают любые клинически пригодные растворители, дисперсион-

ные среды, покрытия, антибактериальные и противогрибковые агенты, изотонические и задерживающие 

всасывание агенты и т.п. 

Фармацевтические композиции можно вводить перорально, местно, трансдермально, парентераль-

но, путем ингаляции, вагинально, ректально или путем внутричерепной инъекции. Термин "паренте-

ральный", как используется здесь, включает подкожные инъекции, внутривенную, внутримышечную, 

интрацистернальную инъекцию или способы вливания. Наряду с этим, рассматриваются введение путем 

внутривенной, внутрикожной, внутримышечной, интрамаммарной, внутрибрюшинной, интратекальной, 

ретробульбарной, внутрилегочной инъекции и/или хирургической имплантации в определенной области. 

Как правило, композиции практически не содержат пирогенов, а также других примесей, которые могут 

быть вредными для реципиента. 

Дозировки и частота введения зависят от различных факторов, обычно учитываемых специалиста-

ми в данной области техники, включая, например, тяжесть гемофилии пациента и/или более эффектив-

ная индукция иммунной толерантности большими или меньшими дозами. Типичные суточные дозы мо-

гут варьироваться приблизительно от 0,01 до 100 мг/кг. Дозы в диапазоне 0,07-700 мг пептида фактора 

VIII в неделю могут быть эффективными и хорошо переноситься, хотя еще более высокие еженедельные 

дозы могут являться подходящими и/или хорошо переносимыми. Основным определяющим фактором 

при определении соответствующей дозы является количество конкретного пептида фактора VIII, необ-

ходимое для достижения терапевтического эффекта в конкретном контексте. Для достижения более дли-

тельной иммунной толерантности могут потребоваться повторные введения. Однократное или много-

кратные введения композиций можно осуществлять, используя уровни дозы и схему, выбираемые леча-

щим врачом. 

В одном аспекте композиции согласно изобретению можно вводить посредством болюса. В качест-

ве другого примера пептид FVIII можно вводить путем однократной дозы. Специалисты в данной облас-

ти техники легко могут оптимизировать эффективные дозировки и схемы введения согласно надлежащей 

медицинской практике и клиническому состоянию конкретного пациента. Частота дозировки зависит от 

пути введения. Оптимальную фармацевтическую композицию определяет специалист в данной области 

техники в зависимости от пути введения и желательной дозы. См., например, Remington: The Science and 

Practice of Pharmacy (Remington the Science and Practice of Pharmacy), 21st Ed. (2005, Lippincott Williams & 
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Wilkins), раскрытие которого включено в настоящий документ посредством ссылки. Такие композиции 

влияют на физическое состояние, стабильность, скорость высвобождения in vivo и скорость выведения 

введенных агентов in vivo. В зависимости от способа введения, подходящую дозу рассчитывают в соот-

ветствии с массой тела, площадью поверхности тела или размером органа. Соответствующие дозировки 

можно установить посредством использования установленных анализов для определения уровней дозы в 

крови в сочетании с соответствующими данными доза-ответ. Конечную схему дозирования определяет 

лечащий врач с учетом различных факторов, которые изменяют действие лекарств, например удельной 

активности препарата, тяжести повреждения и чувствительности пациента, возраста, состояния, массы 

тела, пола и диеты пациента, тяжести любой инфекции, времени введения и других клинических факто-

ров. 

В некоторых вариантах воплощения композиции, включающие пептид FVIII, раскрытый здесь, 

лиофилизируют перед введением. Лиофилизацию выполняют, используя способы, распространенные в 

данной области техники; ее следует оптимизировать с учетом особенностей разрабатываемой компози-

ции, как описано, например, в статьях Tang et al., Pharm Res. 21:191-200, (2004) и Chang et al., Pharm Res. 

13:243-9 (1996). Способы получения фармацевтических композиций могут включать один или более из 

следующих стадий: добавление стабилизатора к смеси перед лиофилизацией, добавление к смеси перед 

лиофилизацией по меньшей мере одного агента, выбранного из наполнителя, агента, регулирующего 

осмотическое давление, и поверхностно-активного вещества. Лиофилизированный препарат в одном ас-

пекте состоит по меньшей мере из одного или более из следующего: буфера, наполнителя и стабилизато-

ра. В указанном аспекте эффективность поверхностно-активного вещества оценивают и выбирают в слу-

чаях, когда агрегация во время стадии лиофилизации или во время восстановления становится пробле-

мой. Для поддержания состава в стабильном диапазоне рН в ходе лиофилизации включают соответст-

вующий буферный агент. 

Стандартной практикой для восстановления лиофилизированного материала является добавление 

объема чистой воды или стерильной воды для инъекций (WFI) (обычно эквивалентного объему, удален-

ному во время лиофилизации), хотя при производстве лекарственных средств для парентерального вве-

дения иногда используют разбавленные растворы антибактериальных агентов. Соответственно, настоя-

щее изобретение обеспечивает способы получения восстановленных композиций пептида FVIII, вклю-

чающие стадию добавления разбавителя к лиофилизированным композициям пептида FVIII. 

В некоторых вариантах воплощения лиофилизированный материал можно восстановить в виде 

водного раствора. Для этого можно использовать различные водные носители, например, стерильную 

воду для инъекций, воду с консервантами для многодозового использования или воду, содержащую со-

ответствующие количества поверхностно-активных веществ (например, водную суспензию, содержащую 

активное соединение в смеси со вспомогательными веществами, подходящими для изготовления водных 

суспензий). В различных аспектах такие вспомогательные веществами являются суспендирующие аген-

ты, например, без ограничения, натрий-карбоксиметилцеллюлозу, метилцеллюлозу, гидроксипропилме-

тилцеллюлозу, альгинат натрия, поливинилпирролидон, трагакантовую камедь и гуммиарабик; диспер-

гирующие или смачивающие агенты являются природным фосфатидом, например, без ограничения, ле-

цитином, или продукты конденсации алкиленоксида с жирными кислотами, например, без ограничения, 

полиоксиэтиленстеарат, или продукты конденсации этиленоксида с длинноцепочечными алифатически-

ми спиртами, например, без ограничения, гептадекаэтиленоксицетанол, или продукты конденсации эти-

леноксида с неполными эфирами многоатомных спиртов, полученными из жирных кислот и гексита, на-

пример, полиоксиэтиленсорбитмоноолеат, или продукты конденсации этиленоксида с неполными эфи-

рами многоатомных спиртов, полученными из жирных кислот и ангидридов гексита, например, без огра-

ничения, полиэтиленсорбитанмоноолеат. В различных аспектах указанные водные суспензии также со-

держат один или более консервантов, например, без ограничения, этил- или н-пропил-п-

гидроксибензоат. 

VI. Способы лечения. 

Настоящее изобретение также относится к способам лечения пациента, страдающего заболеванием, 

связанным с белком FVIII, например гемофилией А или приобретенной гемофилией. Такие способы мо-

гут включать введение по меньшей мере одного из пептидов FVIII, описанных здесь. В частности, фар-

мацевтические композиции, содержащие по меньшей мере один из пептидов FVIII, можно вводить для 

индукции иммунной толерантности к белку FVIII у пациента. 

В некоторых вариантах воплощения способы индукции иммунной толерантности к FVIII могут 

включать предотвращение возникновения ингибиторов FVIII после введения FVIII. Термин "предотвра-

щение" означает недопущение возникновения значительного обнаруживаемого иммунного ответа на 

FVIII. Например, организм пациента до введения белка FVIII может не содержать обнаруживаемого ко-

личества антител против фактора VIII. Тем не менее, после введения белка фактора VIII в терапевтиче-

ских целях уровень обнаруживаемых антител против FVIII может возрасти, если не ввести пептид FVIII 

с целью индукции иммунной толерантности. Введение пептидов FVIII, раскрытых здесь, может индуци-

ровать иммунную толерантность, тем самым внося вклад в лечение пациента, страдающего гемофилией. 

В других вариантах воплощения способы индукции иммунной толерантности к белку фактора VIII 
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могут включать лечение пациентов, у которых уже присутствуют ингибиторы фактора VIII. В указанных 

вариантах воплощения введение пептида FVIII может уменьшить или устранить присутствие антител 

против FVIII. Термин "уменьшить" означает частичное снижение иммунного ответа на белок FVIII. В 

некоторых вариантах воплощения снижение иммунного ответа может включать 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 

80 или 90%-ное снижение иммунного ответа по сравнению с уровнем иммунного ответа у пациента до 

введения пептида FVIII. Например, процентное снижение можно анализировать путем измерения коли-

чества антител против FVIII, присутствующих в крови до и после введения пептида FVIII, используя 

стандартные способы определения количества присутствующих антител FVIII. В других вариантах во-

площения снижение иммунного ответа может включать измерение сниженных уровней CD4
+
 Т-клеток, 

специфичных к FVIII, или В-клеток, специфичных к FVIII, секретирующих антитела FVIII, или сочета-

ние всех трех показателей: Т-клеток, В-клеток и антител против FVIII. Иммунные клетки, например Т-

клетки и В-клетки, специфичные к FVIII, можно выделить, используя способы, известные в данной об-

ласти техники. 

В одном аспекте настоящее изобретение включает способ индукции иммунной толерантности к 

FVIII у субъекта, включающий стадию введения субъекту терапевтически эффективного количества 

фармацевтической композиции, содержащей пептид FVIII, как описано здесь. В конкретном варианте 

воплощения пептидом FVIII является пептид фактора VIII
246-266

, пептид фактора VIII
1401-1424 

или пептид 

фактора VIII
102-122

, как описано здесь. 

В одном варианте воплощения указанный способ включает стадию введения субъекту терапевтиче-

ски эффективного количества фармацевтической композиции, содержащей пептид фактора VIII
246-266

, как 

описано здесь. В еще одном варианте воплощения фармацевтическая композиция дополнительно вклю-

чает пептид FVIII
474-494

, пептид FVIII
540-560

, пептид FVIII
1785-1805

, пептид FVIII
2025-2045

, пептид FVIII
2160-2180

, 

пептид FVIII
102-119

, пептид FVIII
1401-1424

, пептид FVIII
102-122

 или второй пептид FVIII
246-266

, как описано 

здесь. 

В еще одном варианте воплощения указанный способ включает стадию введения субъекту терапев-

тически эффективного количества фармацевтической композиции, содержащей пептид фактора  

VIII
1401-1424

, как описано здесь. В еще одном варианте воплощения фармацевтическая композиция допол-

нительно включает пептид FVIII
474-494

, пептид FVIII
540-560

, пептид FVIII
1785-1805

, пептид FVIII
2025-2045

, пеп-

тид FVIII
2160-2180

, пептид FVIII
102-119

, пептид FVIII
246-266

, пептид FVIII
102-122

 или второй пептид FVIII
1401-1424

, 

как описано здесь. 

В еще одном варианте воплощения указанный способ включает стадию введения субъекту терапев-

тически эффективного количества фармацевтической композиции, содержащей пептид фактора  

VIII
102-122

, как описано здесь. В еще одном варианте воплощения фармацевтическая композиция допол-

нительно включает пептид FVIII
474-494

, пептид FVIII
540-560

, пептид FVIII
1785-1805

, пептид FVIII
2025-2045

, пеп-

тид FVIII
2160-2180

, пептид FVIII
102-119

, пептид FVIII
246-266

, пептид FVIII
1401-1424

 или второй пептид FVIII
102-122

, 

как описано здесь. 

В одном варианте воплощения настоящее изобретение обеспечивает способ индукции иммунной 

толерантности к белку FVIII, включающий введение субъекту терапевтически эффективного количества 

фармацевтической композиции, содержащей пептид, обладающий последовательностью: (R
1
)x-P-(R

2
)y, 

где P является аминокислотной последовательностью, обладающей по меньшей мере 85% идентично-

стью последовательности по меньшей мере из девяти смежных аминокислот последовательности, вы-

бранной из SEQ ID NOs: 68, 344 и 740; R
1
 является аминокислотной последовательностью, состоящей из 

1-80 аминокислот; R
2
 является аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-80 аминокислот; а 

каждый из x и y независимо друг от друга равен нулю или единице; тем самым индуцируя иммунную 

толерантность к белку FVIII у субъекта. В некоторых вариантах воплощения R
1
 является аминокислот-

ной последовательностью, состоящей из 1-40 аминокислот, a R
2
 является аминокислотной последова-

тельностью, состоящей из 1-40 аминокислот. 

В одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными 

последовательностями, состоящими из 1-80 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по 

отдельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-70 

аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются амино-

кислотными последовательностями, состоящими из 1-60 аминокислот. В еще одном варианте воплоще-

ния R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоя-

щими из 1-50 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно 

являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-40 аминокислот. В еще одном ва-

рианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными последовательно-

стями, состоящими из 1-30 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или 

совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-20 аминокислот. В еще 

одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными после-

довательностями, состоящими из 1-10 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по от-

дельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-5 амино-

кислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокис-
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лотными последовательностями, состоящими из от 1 до 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 

18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 

48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 

78, 79 или 80 аминокислот. 

В одном варианте воплощения пептид FVIII состоит из 9-150 аминокислот. В еще одном варианте 

воплощения пептид FVIII состоит из 9-100 аминокислот. В еще одном варианте воплощения пептид 

FVIII состоит из 9-50 аминокислот. В еще одном варианте воплощения пептид FVIII состоит из 9-25 

аминокислот. В других вариантах воплощения пептид FVIII состоит из от 9 до 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 

17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 

47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 

77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 105, 110, 115, 120, 

125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175 или 180 аминокислот. 

Способы индукции иммунной толерантности могут дополнительно включать комбинированную те-

рапию, при которой для индукции иммунной толерантности можно вводить несколько пептидов. В од-

ном варианте воплощения способ индукции иммунной толерантности дополнительно включает введение 

терапевтически эффективного количества, по меньшей мере, второго пептида, обладающего последова-

тельностью (R
1
)x-P-(R

2
)y, где P является аминокислотной последовательностью, обладающей по меньшей 

мере 85% идентичностью последовательности по меньшей мере из девяти смежных аминокислот после-

довательности, выбранной из SEQ ID NOs: 10, 68, 159, 250, 344, 477, 568, 659 и 740; R
1
 является амино-

кислотной последовательностью, состоящей из 1-80 аминокислот; R
2
 является аминокислотной последо-

вательностью, состоящей из 1-80 аминокислот; а каждый из x и y независимо друг от друга равен нулю 

или единице; тем самым индуцируя иммунную толерантность к белку FVIII у субъекта. В некоторых 

вариантах воплощения R
1
 является аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-40 аминокис-

лот, a R
2 

является аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-40 аминокислот. В конкретном 

варианте воплощения второй пептид состоит из 9-80 аминокислот. В еще одном конкретном варианте 

воплощения любые дополнительные аминокислоты в составе второго пептида являются природными 

аминокислотами. В еще одном конкретном варианте воплощения второй пептид состоит из 9-40 амино-

кислот в длину. В конкретном варианте воплощения второй пептид состоит из 9-80 аминокислот в длину, 

и любые дополнительные аминокислоты в составе второго пептида являются природными аминокисло-

тами. 

В одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными 

последовательностями, состоящими из 1-80 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по 

отдельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-70 

аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются амино-

кислотными последовательностями, состоящими из 1-60 аминокислот. В еще одном варианте воплоще-

ния R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоя-

щими из 1-50 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно 

являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-40 аминокислот. В еще одном ва-

рианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными последовательно-

стями, состоящими из 1-30 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или 

совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-20 аминокислот. В еще 

одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными после-

довательностями, состоящими из 1-10 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по от-

дельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-5 амино-

кислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокис-

лотными последовательностями, состоящими из от 1 до 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 

18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 

48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 

78, 79 или 80 аминокислот. 

В одном варианте воплощения второй пептид FVIII состоит из 9-150 аминокислот. В еще одном ва-

рианте воплощения пептид FVIII состоит из 9-100 аминокислот. В еще одном варианте воплощения пеп-

тид FVIII состоит из 9-50 аминокислот. В еще одном варианте воплощения пептид FVIII состоит из 9-25 

аминокислот. В других вариантах воплощения пептид FVIII состоит из от 9 до 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 

17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43,44, 45, 46, 

47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 

77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 105, 110, 115, 120, 

125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175 или 180 аминокислот. 

В конкретном варианте воплощения способа индукции иммунной толерантности, при котором вво-

димая фармацевтическая композиция содержит пептид, где Р является аминокислотной последователь-

ностью, обладающей по меньшей мере 85% идентичностью последовательности по меньшей мере из де-

вяти смежных аминокислот последовательности SEQ ID NO: 68, 344 или 740, указанная композиция до-

полнительно содержит второй полипептид, обладающий последовательностью (R
1
)x-P-(R

2
)y, где P явля-
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ется аминокислотной последовательностью, обладающей по меньшей мере 85% идентичностью последо-

вательности по меньшей мере из девяти смежных аминокислот последовательности, выбранной из SEQ 

ID NO: 10, 68, 159, 250, 344, 477, 568, 659 и 740; R
1
 является аминокислотной последовательностью, со-

стоящей из 1-80 аминокислот; R
2
 является аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-80 

аминокислот; а каждый из x и y независимо друг от друга равен нулю или единице. 

В одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными 

последовательностями, состоящими из 1-80 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по 

отдельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-70 

аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются амино-

кислотными последовательностями, состоящими из 1-60 аминокислот. В еще одном варианте воплоще-

ния R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоя-

щими из 1-50 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно 

являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-40 аминокислот. В еще одном ва-

рианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными последовательно-

стями, состоящими из 1-30 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или 

совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-20 аминокислот. В еще 

одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными после-

довательностями, состоящими из 1-10 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по от-

дельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-5 амино-

кислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 в отдельности или совместно являются аминокислот-

ными последовательностями, состоящими из от 1 до 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 

19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 

49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 

79 или 80 аминокислот. 

В одном аспекте настоящее изобретение обеспечивает применение пептида FVIII, как описано 

здесь, для производства лекарственного средства для лечения иммунного ответа против заместительной 

терапии фактором VIII. В конкретном варианте воплощения пептидом FVIII является пептид  

FVIII
1401-1424

. В родственном аспекте настоящее изобретение обеспечивает применение пептида FVIII, как 

описано здесь, для производства лекарственного средства для предотвращения иммунного ответа против 

заместительной терапии фактором VIII. В конкретном варианте воплощения пептидом FVIII является 

пептид FVIII
1401-1424

. 

В одном аспекте настоящее изобретение обеспечивает пептид FVIII для использования в качестве 

лекарственного средства. В конкретном варианте воплощения изобретение относится к полипептиду, 

обладающему последовательностью (R
1
)x-P-(R

2
)y, где P является аминокислотной последовательностью, 

обладающей по меньшей мере 85% идентичностью последовательности по меньшей мере из девяти 

смежных аминокислот пептида фактора VIII
1401-1424

, обладающего последовательностью QANRSPLPI-

AKVSSFPSIRPIYLT (SEQ ID NO: 344), R
1
 является аминокислотной последовательностью, состоящей из 

1-80 аминокислот, a R
2
 является аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-80 аминокислот, 

причем каждый из индексов x и y независимо равен нулю или единице, для использования в качестве 

лекарственного средства. 

В одном аспекте настоящее изобретение обеспечивает пептид FVIII для лечения иммунного ответа 

против заместительной терапии FVIII. В конкретном варианте воплощения изобретение относится к по-

липептиду, обладающему последовательностью (R
1
)x-P-(R

2
)y, где P является аминокислотной последова-

тельностью, обладающей по меньшей мере 85% идентичностью последовательности по меньшей мере из 

девяти смежных аминокислот пептида фактора VIII
1401-1424

, обладающего последовательностью 

QANRSPLPIAKVSSFPSIRPIYLT (SEQ ID NO: 344), R
1
 является аминокислотной последовательностью, 

состоящей из 1-80 аминокислот, a R
2
 является аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-80 

аминокислот, причем каждый из индексов x и y независимо равен нулю или единице, для лечения им-

мунного ответа против заместительной терапии FVIII. 

В одном аспекте настоящее изобретение обеспечивает пептид FVIII для предотвращения иммунно-

го ответа против заместительной терапии FVIII. В конкретном варианте воплощения изобретение отно-

сится к полипептиду, обладающему последовательностью (R
1
)x-P-(R

2
)y, где P является аминокислотной 

последовательностью, обладающей по меньшей мере 85% идентичностью последовательности по мень-

шей мере из девяти смежных аминокислот пептида фактора VIII
1401-1424

, обладающего последовательно-

стью: QANRSPLPIAKVSSFPSIRPIYLT (SEQ ID NO: 344), R
1
 является аминокислотной последователь-

ностью, состоящей из 1-80 аминокислот, a R
2
 является аминокислотной последовательностью, состоящей 

из 1-80 аминокислот, причем каждый из индексов x и y независимо равен нулю или единице, для предот-

вращения иммунного ответа против заместительной терапии FVIII. 

VII. Иммунодиагностика. 

В одном аспекте настоящее изобретение относится к способу мониторинга заместительной терапии 

FVIII или терапии индукции иммунной толерантности к FVIII у субъекта, нуждающегося в этом, путем 

определения наличия или уровня ингибиторных антител FVIII или CD4+ Т-клеток, специфичных к FVIII, 
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в биологическом образце, полученном у субъекта. 

В одном варианте воплощения указанный способ включает способ мониторинга заместительной те-

рапии FVIII у субъекта, нуждающегося в этом, включающий контакт биологического образца субъекта с 

пептидом FVIII
246-266

, пептидом FVIII
1401-1424

 или пептидом FVIII
102-122

, как описано здесь, и обнаружение 

комплекса, образованного пептидом FVIII и ингибиторным антителом FVIII, присутствующим в образце. 

В одном варианте воплощения указанный способ включает определение уровня ингибиторного антитела 

FVIII в образце. В еще одном варианте воплощения способ включает определение уровня ингибиторного 

антитела FVIII по меньшей мере в двух образцах, взятых у субъекта в разное время, и сравнение уровней 

ингибиторного антитела FVIII в указанных двух образцах, причем увеличение уровня антитела с течени-

ем времени указывает на формирование иммунного ответа против FVIII, введенного субъекту в ходе за-

местительной терапии FVIII. 

В еще одном варианте воплощения указанный способ включает способ мониторинга терапии ин-

дукции иммунной толерантности к FVIII у субъекта, нуждающегося в этом, включающий контакт биоло-

гического образца субъекта с пептидом FVIII
246-266

, пептидом FVIII
1401-1424

 или пептидом FVIII
102-122

, как 

описано здесь, и обнаружение комплекса, образованного пептидом FVIII и ингибиторным антителом 

FVIII, присутствующим в образце. В одном варианте воплощения указанный способ включает определе-

ние уровня ингибиторного антитела FVIII в образце. В еще одном варианте воплощения способ включает 

определение уровня ингибиторного антитела FVIII по меньшей мере в двух образцах, взятых у субъекта 

в разное время, и сравнение уровней ингибиторного антитела FVIII в указанных двух образцах, причем 

снижение уровня антитела с течением времени указывает на формирование иммунной толерантности к 

белку FVIII у субъекта. 

В одном варианте воплощения указанный способ включает способ мониторинга заместительной те-

рапии FVIII у субъекта, нуждающегося в этом, включающий контакт биологического образца субъекта с 

пептидом FVIII
246-266

, пептидом FVIII
1401-1424

 или пептидом FVIII
102-122

, как описано здесь; и обнаружение 

комплекса, образованного пептидом FVIII и CD4+ Т-клеткой, специфичной к FVIII, присутствующей в 

образце. В одном варианте воплощения указанный способ включает определение уровня CD4+ Т-клеток, 

специфичных к FVIII, в образце. В еще одном варианте воплощения способ включает определение уров-

ня CD4+ Т-клеток, специфичных к FVIII, по меньшей мере в двух образцах, взятых у субъекта в разное 

время, и сравнение уровней CD4+ Т-клеток, специфичных к FVIII, в указанных двух образцах, причем 

увеличение уровня антитела с течением времени указывает на формирование иммунного ответа против 

FVIII, введенного субъекту в ходе заместительной терапии FVIII. В конкретном варианте воплощения 

указанный пептид FVIII образует комплекс с мультимером MHC II класса. 

В еще одном варианте воплощения указанный способ включает способ мониторинга терапии ин-

дукции иммунной толерантности к FVIII у субъекта, нуждающегося в этом, включающий контакт биоло-

гического образца субъекта с пептидом FVIII
246-266

, пептидом FVIII
1401-1424

 или пептидом FVIII
102-122

, как 

описано здесь; и обнаружение комплекса, образованного пептидом FVIII и CD4+ Т-клеткой, специфич-

ной к FVIII, присутствующей в образце. В одном варианте воплощения указанный способ включает оп-

ределение уровня CD4+ Т-клеток, специфичных к FVIII, в образце. В еще одном варианте воплощения 

способ включает определение уровня CD4+ Т-клеток, специфичных к FVIII, по меньшей мере в двух об-

разцах, взятых у субъекта в разное время, и сравнение уровней CD4+ Т-клеток, специфичных к FVIII, в 

указанных двух образцах, причем снижение уровня антитела с течением времени указывает на формиро-

вание иммунной толерантности к белку FVIII у субъекта. В конкретном варианте воплощения указанный 

пептид FVIII образует комплекс с мультимером MHC II класса. 

Как должно быть понятно специалистам в данной области техники, иммунный мониторинг можно 

использовать, например, для облегчения лечения пациентов с гемофилией. Например, иммунный мони-

торинг можно использовать для определения того, предотвращает ли или снижает ли введение пептидов 

и/или композиций по настоящему изобретению иммунный ответ на продукт FVIII. С помощью иммунно-

го мониторинга можно оптимизировать дозируемые количества и/или интервалы дозировки. В некото-

рых вариантах воплощения вводимые дозировки могут быть специально разработаны на основе резуль-

татов иммунного мониторинга предотвращения или снижения антител против FVIII. Кроме того, можно 

определить интервалы дозирования, а также дозируемые количества для конкретного пациента или 

группы пациентов. 

А. Способы идентификации Т-клеток, специфичных к FVIII. 

В еще одном аспекте настоящее изобретение включает способы идентификации антиген-

специфичных Т-клеток, в частности Т-клеток, специфичных к белку FVIII и пептидам FVIII, описанных 

здесь. Такие способы можно, например, использовать для иммунодиагностики, например, иммунного 

мониторинга пациента. В одном варианте воплощения настоящее изобретение включает в себя способ 

идентификации Т-клеток, специфичных к пептиду FVIII, включающий а) объединение множества CD4
+
 

Т-клеток с пептидом FVIII, образовавшим комплекс с мультимером MHC II класса, причем пептид FVIII 

обладает последовательностью (R
1
)x-P-(R

2
)y, где P является аминокислотной последовательностью, обла-

дающей по меньшей мере 85% идентичностью последовательности по меньшей мере из девяти смежных 

аминокислот последовательности, выбранной из SEQ ID NO: 68, 344 и 740; R
1
 является аминокислотной 
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последовательностью, состоящей из 1-80 аминокислот; R
2
 является аминокислотной последовательно-

стью, состоящей из 1-80 аминокислот; а каждый из x и y независимо друг от друга равен нулю или еди-

нице; и б) идентификацию по меньшей мере одного из членов множества CD4
+
 Т-клеток, специфичного 

к пептиду, находящемуся в комплексе с мультимером MHC II класса. В некоторых вариантах воплоще-

ния R
1
 является аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-40 аминокислот, a R

2
 является 

аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-40 аминокислот. 

В некоторых вариантах воплощения пептиды FVIII, раскрытые здесь, можно использовать для по-

лучения реагентов, подходящих для прямого окрашивания FVIII-специфичных Т-клеток. Так, например, 

мультимеры MHC II класса, представляющие пептиды FVIII по настоящему изобретению, могут вклю-

чать различные формы, например тетрамер MHC II класса. Указанные молекулы MHC II класса могут 

быть дополнительно модифицированы для включения диагностического агента. В качестве альтернативы 

пептиды FVIII, образующие комплекс с мультимерами MHC II класса, могут включать диагностический 

агент. Диагностические агенты (т.е. обнаруживаемая группа), применяемые в настоящем изобретении, 

могут включать агенты, используемые в данной области техники для иммунного мониторинга. Напри-

мер, FVIII-специфические Т-клетки можно идентифицировать и/или выделить, основываясь на обнару-

жении диагностического агента, связанного с пептидом FVIII, описанным здесь, представленным тетра-

мером MHC II класса. Подходящие диагностические агенты могут включать флуоресцентный агент, хе-

милюминесцентный агент, радиоактивный агент, контрастное вещество и т.п. Подходящие флуоресцент-

ные агенты включают агенты, обычно используемые в проточной цитометрии, и могут включать флуо-

ресцеинизотиоцианат, R-фикоэритрин, техасский красный, Cy3, Cy5, Cy5.5, Cy7 и их производные, но не 

ограничиваются ими. 

В некоторых вариантах воплощения пептид FVIII можно использовать для повторного стимулиро-

вания in vitro CD4
+
 T-клеток, специфичных к FVIII. В указанных вариантах воплощения повторную сти-

муляцию Т-клеток можно отслеживать путем обнаружения пролиферации, секреции цитокинов или хе-

мокинов или стимуляции или подавления некоторых маркеров активации, известных специалистам в 

данной области техники. 

В некоторых вариантах воплощения обнаружение диагностического агента можно использовать для 

идентификации и/или выделения Т-клеток, специфичных к пептидам FVIII, раскрытых здесь. Например, 

вышеуказанные реагенты (например, пептид, тетрамер MHC II класса и диагностический агент) можно 

использовать для отслеживания FVIII-специфических Т-клеток in vitro или ex vivo. В некоторых вариан-

тах воплощения Т-клетки можно дополнительно выделить и охарактеризовать, используя различные 

способы, известные в данной области техники, такие как проточная цитометрия, например флуоресцент-

ную сортировку клеток (FACS) и/или ПЦР, например ПЦР с использованием ДНК отдельной клетки. 

Для выполнения анализов иммунного мониторинга Т-клетки, связывающие комплекс "пептид FVIII - 

мультимер MHC II класса", включают CD4
+
 Т-клетки и могут быть выделены из организма пациента с по-

мощью различных способов, общеизвестных в данной области техники. Например, Т-клетки можно вы-

делить и очистить из крови пациента, органов или других тканей. Выделение и идентификация FVIII-

специфичных Т-клеток может использоваться при различных вариантах применения в иммунодиагно-

стике. В некоторых вариантах воплощения пептиды FVIII или связанные с ними реагенты можно ис-

пользовать для иммунного мониторинга FVIII-специфичных Т-клеток при клинической разработке ново-

го продукта FVIII. В других вариантах воплощения пептиды FVIII можно использовать для иммунного 

мониторинга FVIII-специфичных Т-клеток при терапии индукции иммунной толерантности. В других 

вариантах воплощения пептиды FVIII можно использовать для иммунного мониторинга FVIII-

специфичных Т-клеток во время лечения FVIII. 

VIII. Наборы по изобретению. 

Настоящее изобретение также обеспечивает наборы для облегчения и/или стандартизованного ис-

пользования композиций, представленных в настоящем изобретении, а также облегчения реализации 

способов по настоящему изобретению. Материалы и реагенты для осуществления указанных различных 

способов можно представить в виде наборов для облегчения реализации указанных способов. Как ис-

пользуется здесь, термин "набор" используется по отношению к комбинации изделий, облегчающих 

процесс, анализ или манипуляцию. 

Наборы могут содержать химические реагенты (например, пептиды FVIII или полинуклеотиды, ко-

дирующие пептиды FVIII), a также другие компоненты. Кроме того, наборы по настоящему изобретению 

могут также включать, например, не ограничиваясь ими, аппарат и реагенты для отбора и/или очистки 

образцов, аппарат и реагенты для сбора и/или очистки продукта, реагенты для трансформации бактери-

альных клеток, реагенты для трансфекции эукариотических клеток, предварительно трансформирован-

ные или трансфицированные клетки-хозяева, пробирки для образцов, держатели, лотки, стойки, планше-

ты, чашки, инструкции для пользователя набора, растворы, буферы или другие химические реагенты, 

образцы, предназначенные для стандартизации, нормирования, и/или контрольные образцы. Наборы по 

настоящему изобретению также могут быть упакованы для надлежащего хранения и безопасной достав-

ки, например, в коробку с крышкой. 

В некоторых вариантах воплощения, например, наборы по настоящему изобретению могут обеспе-
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чивать пептид FVIII по изобретению, полинуклеотидный вектор (например, плазмиду), кодирующий 

пептид FVIII по изобретению, клетки бактериальных штаммов, подходящие для клонирования вектора, и 

реагенты для очистки экспрессированных слитых белков. В качестве альтернативы набор по настоящему 

изобретению может обеспечивать реагенты, необходимые для осуществления мутагенеза пептида FVIII 

для получения консервативно модифицированного варианта пептида FVIII. 

Набор может содержать одну или более композиций по изобретению, например, один или множест-

во пептидов FVIII или один или множество полинуклеотидов, кодирующих пептиды FVIII. В качестве 

альтернативы набор может содержать реагенты (например, пептид, тетрамер MHC II класса и диагности-

ческий агент) для осуществления иммунного мониторинга у пациента. 

Набор по изобретению также может содержать одну или множество молекул рекомбинантных нук-

леиновых кислот, кодирующих пептиды FVIII, которые могут быть одинаковыми или различными, и 

может дополнительно включать, например, функционально связанный второй полинуклеотид, содержа-

щий или кодирующий сайт, распознаваемый эндонуклеазой рестрикции, или сайт, распознаваемый ре-

комбиназой, или любой полипептид, представляющий интерес. Кроме того, набор может содержать ин-

струкции по применению компонентов набора, в частности, композиций по изобретению, которые со-

держатся в наборе.  

IX. Конкретные варианты воплощения. 

В одном варианте воплощения настоящее изобретение обеспечивает пептид FVIII, состоящий из 

непрерывной последовательности из девяти аминокислот, по меньшей мере на 85% идентичной девяти 

смежным аминокислотам следующей аминокислотной последовательности: QANRSPLPIAKVSSFPSIR-

PIYLT (SEQ ID NO: 344), причем указанный пептид обладает формулой (R
1
)х-пептид-(R

2
)у, где R

1
 явля-

ется аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-80 аминокислот; R
2
 является аминокислот-

ной последовательностью, состоящей из 1-80 аминокислот; а каждый из индексов x и y независимо друг 

от друга равен нулю или единице. 

В одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными 

последовательностями, состоящими из 1-80 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по 

отдельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-70 

аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются амино-

кислотными последовательностями, состоящими из 1-60 аминокислот. В еще одном варианте воплоще-

ния R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоя-

щими из 1-50 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно 

являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-40 аминокислот. В еще одном ва-

рианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными последовательно-

стями, состоящими из 1-30 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или 

совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-20 аминокислот. В еще 

одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по отдельности или совместно являются аминокислотными после-

довательностями, состоящими из 1-10 аминокислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 по от-

дельности или совместно являются аминокислотными последовательностями, состоящими из 1-5 амино-

кислот. В еще одном варианте воплощения R
1
 и R

2
 в отдельности или совместно являются аминокислот-

ными последовательностями, состоящими из от 1 до 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 

19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 

49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 

79 или 80 аминокислот. 

В конкретном варианте воплощения вышеописанных пептидов как x, так и y равны нулю. 

В конкретном варианте воплощения вышеописанных пептидов x равен единице, а y равен нулю. 

В конкретном варианте воплощения вышеописанных пептидов x равен нулю, а y равен единице. 

В конкретном варианте воплощения вышеописанных пептидов как x, так и y равны единице. 

В конкретном варианте воплощения вышеописанных пептидов указанная непрерывная последова-

тельность из девяти аминокислот идентична девяти смежным аминокислотам в составе аминокислотной 

последовательности QANRSPLPIAKVSSFPSIRPIYLT (SEQ ID NO: 344). 

В одном варианте воплощения настоящее изобретение обеспечивает фармацевтическую компози-

цию, включающую пептид FVIII, состоящий из непрерывной последовательности из девяти смежных 

аминокислот, по меньшей мере на 85% идентичной девяти смежным аминокислотам следующей амино-

кислотной последовательности: QANRSPLPIAKVSSFPSIRPIYLT (SEQ ID NO: 344), причем указанный 

пептид обладает формулой (R
1
)х-пептид-(R

2
)y, где R

1
 является аминокислотной последовательностью, 

состоящей из 1-80 аминокислот; R
2
 является аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-80 

аминокислот; а каждый из индексов x и y независимо друг от друга равен нулю или единице. 

В конкретном варианте воплощения вышеописанных композиций как x, так и y равны нулю. 

В конкретном варианте воплощения вышеописанных композиций x равен единице, а y равен нулю. 

В конкретном варианте воплощения вышеописанных композиций х равен нулю, а у равен единице. 

В конкретном варианте воплощения вышеописанных композиций как х, так и у равны единице. 

В конкретном варианте воплощения вышеописанных композиций указанная композиция дополни-



034494 

- 46 - 

тельно содержит по меньшей мере один пептид, состоящий из непрерывной последовательности из девя-

ти аминокислот, которая по меньшей мере на 85% идентична девяти смежным аминокислотам в составе 

аминокислотной последовательности, независимо выбранной из группы, состоящей из 

 
причем максимальная длина по меньшей мере одного пептида составляет 80 аминокислот, а любые до-

полнительные аминокислоты в составе по меньшей мере одного пептида являются природными амино-

кислотами. 

В одном варианте воплощения настоящее изобретение обеспечивает способ индукции иммунной 

толерантности к FVIII у субъекта, включающий стадию введения субъекту терапевтически эффективного 

количества фармацевтической композиции, включающей пептид FVIII, состоящий из непрерывной по-

следовательности из девяти аминокислот, по меньшей мере на 85% идентичной девяти смежным амино-

кислотам в составе следующей аминокислотной последовательности: QANRSPLPIAKVSSFPSIRPIYLT 

(SEQ ID NO: 344), причем указанный пептид обладает формулой (R
1
)х-пептид-(R

2
)y, где R

1
 является ами-

нокислотной последовательностью, состоящей из 1-80 аминокислот; R
2
 является аминокислотной после-

довательностью, состоящей из 1-80 аминокислот; а каждый из индексов х и у независимо друг от друга 

равен нулю или единице; тем самым индуцируя иммунную толерантность к белку FVIII у субъекта. 

В конкретном варианте воплощения вышеописанных способов фармацевтическая композиция до-

полнительно содержит по меньшей мере один пептид, состоящий из непрерывной последовательности из 

девяти аминокислот, которая по меньшей мере на 85% идентична девяти смежным аминокислотам в со-

ставе аминокислотной последовательности, независимо выбранной из группы, состоящей из 

 
причем максимальная длина по меньшей мере одного пептида составляет 80 аминокислот, а любые до-

полнительные аминокислоты в составе по меньшей мере одного пептида являются природными амино-

кислотами. 

В конкретном варианте воплощения вышеописанных способов введение фармацевтической компо-

зиции предотвращает образование антител против фактора VIII у субъекта. 

В конкретном варианте воплощения вышеописанных способов введение фармацевтической компо-

зиции снижает количество антител против фактора VIII, присутствующих у субъекта. 

В конкретном варианте воплощения вышеописанных способов как х, так и у равны нулю. 

В конкретном варианте воплощения вышеописанных способов х равен единице, а у равен нулю. 

В конкретном варианте воплощения вышеописанных способов х равен нулю, а у равен единице. 

В конкретном варианте воплощения вышеописанных способов как х, так и у равны единице. 

В одном варианте воплощения настоящее изобретение обеспечивает способ получения пептида 

FVIII, включающий стадии: а) обеспечение культуры клеток, включающих вектор, кодирующий пептид 

FVIII, состоящий из непрерывной последовательности из девяти аминокислот, по меньшей мере на 85% 

идентичной девяти смежным аминокислотам в составе следующей аминокислотной последовательности: 

QANRSPLPIAKVSSFPSIRPIYLT (SEQ ID NO: 344), причем указанный пептид обладает формулой (R
1
)х-

пептид-(R
2
)у, где R

1
 является аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-80 аминокислот; R

2
 

является аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-80 аминокислот; а каждый из индексов 

x и y независимо друг от друга равен нулю или единице; и б) экспрессию указанного пептида в культуре 

клеток. 

В конкретном варианте воплощения вышеописанных способов как x, так и y равны нулю. 

В конкретном варианте воплощения вышеописанных способов x равен единице, а y равен нулю. 

В конкретном варианте воплощения вышеописанных способов x равен нулю, а y равен единице. 

В конкретном варианте воплощения вышеописанных способов как x, так и y равны единице. 

В одном варианте воплощения настоящее изобретение обеспечивает способ получения пептида 

FVIII, включающий стадии: а) синтеза пептида с помощью способов твердофазного синтеза или синтеза 

в жидкой фазе, причем указанный пептид состоит из непрерывной последовательности из девяти амино-
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кислот, по меньшей мере на 85% идентичной девяти смежным аминокислотам в составе следующей 

аминокислотной последовательности: QANRSPLPIAKVSSFPSIRPIYLT (SEQ ID NO: 344), и обладает 

формулой (R
1
)х-пептид-(R

2
)у, где R

1
 является аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-80 

аминокислот; R
2
 является аминокислотной последовательностью, состоящей из 1-80 аминокислот; а ка-

ждый из индексов x и y независимо друг от друга равен нулю или единице. 

В конкретном варианте воплощения вышеописанных способов как x, так и y равны нулю. 

В конкретном варианте воплощения вышеописанных способов x равен единице, а y равен нулю. 

В конкретном варианте воплощения вышеописанных способов x равен нулю, а y равен единице. 

В конкретном варианте воплощения вышеописанных способов как x, так и y равны единице. 

В одном варианте воплощения настоящее изобретение обеспечивает способ идентификации Т-

клеток, специфичных к пептидам FVIII, включающий стадии: а) объединение множества CD4+ Т-клеток 

с пептидом FVIII, находящимся в комплексе с мультимером MHC II класса, причем пептид FVIII состоит 

из непрерывной последовательности из девяти аминокислот, по меньшей мере на 85% идентичной девя-

ти смежным аминокислотам в составе следующей аминокислотной последовательности QANRSPLPI-

AKVSSFPSIRPIYLT (SEQ ID NO: 344), и обладает формулой (R
1
)х-пептид-(R

2
)у, где R

1
 является амино-

кислотной последовательностью, состоящей из 1-80 аминокислот; R
2
 является аминокислотной последо-

вательностью, состоящей из 1-80 аминокислот; а каждый из индексов x и y независимо друг от друга 

равен нулю или единице; и б) идентификация по меньшей мере одного из членов множества CD4+ Т-

клеток, специфичного к пептиду, находящемуся в комплексе с мультимером MHC II класса. 

В конкретном варианте воплощения вышеописанных способов мультимер MHC II класса является 

тетрамером MHC II класса. 

В конкретном варианте воплощения вышеописанных способов пептид или мультимер MHC II клас-

са дополнительно включают диагностический агент. 

В конкретном варианте воплощения вышеописанных способов диагностический агент идентифици-

рует по меньшей мере один член множества CD4+ Т-клеток, специфичный к указанному пептиду. 

В конкретном варианте воплощения вышеописанных способов указанный способ дополнительно 

включает выделение по меньшей мере одного члена множества CD4+ Т-клеток, специфичного к указан-

ному пептиду, на основании обнаружения диагностического агента. 

В конкретном варианте воплощения вышеописанных способов указанный по меньшей мере один 

член множества CD4+ Т-клеток выделяют с помощью проточной цитометрии. 

В конкретном варианте воплощения вышеописанных способов как x, так и y равны нулю. 

В конкретном варианте воплощения вышеописанных способов x равен единице, а y равен нулю. 

В конкретном варианте воплощения вышеописанных способов x равен нулю, а y равен единице. 

В конкретном варианте воплощения вышеописанных способов как x, так и y равны единице. 

Настоящее изобретение далее проиллюстрировано следующими примерами, но не ограничивается 

ими. 

X. Примеры. 

Пример 1. 

С целью лучшей имитации молекулы MHC II класса человека для идентификации пептидов FVIII 

разработали модель гемофилии А мыши, содержащей химерную молекулу MHC II класса, несущую спе-

цифический сайт связывания HLA-DRB1*1501 человека. Выполнили возвратное скрещивание указанной 

мыши с мышью, характеризующейся полным нокаутом всех генов MHC II класса мыши (Reipert et al., J. 

Thromb. Haemost. 7 Suppl. 1:92-97 (2009)). В этой новой модели трансгенной мыши все ответы CD4
+
 Т-

клеток были опосредованы молекулой MHC II класса человека. Указанную модель мыши использовали 

для идентификации пептидов FVIII, представленных HLA-DRB1*1501, вызывавшим иммунный ответ 

против FVIII у указанных мышей. 

Материалы и способы. 

FVIII: рекомбинантный FVIII (rFVIII) человека получали как нерасфасованный продукт, не содер-

жавший альбумин (Baxter Neuchatel), и продукт FVIII для клинического применения, содержавший саха-

розу (Advate, Baxter, Вестлейк-Виллидж, штат Калифорния, США). 

Модель гемофилии мыши HLA-DRB15 E17: мыши HLA-DRB1*1501
+/-

E17
-/-

 соответствовали описа-

нию в статье Reipert et al., J.Thromb. Haemost. 7 Suppl. 1:92-97 (2009). Все мыши являлись самцами в воз-

расте от 8 до 12 недель на момент начала эксперимента. 

Иммунизация рекомбинантным FVIII человека: Мыши HLA-DRB1*1501
+/-

 E17
-/-

 получали от 4 до 8 

внутривенных или подкожных доз по 0,2 мкг или 1 мкг rFVIII человека с недельными интервалами. 

rFVIII разбавляли в исходном буфере препарата или физиологическом растворе с фосфатным буфером 

по Дульбекко, содержащем кальций и магний (DPBS; Sigma Aldrich, Сент-Луис, штат Миссури, США). 

Получение клеток: селезенки получали через 3-7 суток после последней иммунизации rFVIII. Клет-

ки селезенки измельчали и пропускали через сито для клеток с ячейками 70 мкм (Becton Dickinson, 

Франклин-Лейке, штат Нью-Джерси, США). Одиночные клетки собирали в культуральную среду RPMI 

1640 (Gibco, Invitrogen, Life Technologies, Карлсбад, штат Калифорния, США) с добавлением 10% пред-

варительно отобранной эмбриональной телячьей сыворотки (FCS; Hyclone, Логан, штат Юта, США), 2 
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мМ L-глутамина, 100 ед/мл пенициллина/стрептомицина (и то, и другое от Gibco) и 5×10
-5

 М меркапто-

этанола (Sigma-Aldrich). Эритроциты лизировали, используя гипотонический буфер (рН 7,2), состоявший 

из 0,15М хлорида аммония, 10 мМ бикарбоната калия (и то, и другое от Merck, Дармштадт, Германия) и 

0,1 мМ этилендиаминтетрауксусной кислоты (Sigma-Aldrich). Клетки промывали и подсчитывали, ис-

пользуя счетчик Coulter Counter Z1. 

Получение Т-клеточных гибридом для идентификации пептидов FVIII. 

Повторная стимуляция клеток селезенки rFVIII человека in vitro. Клетки селезенки повторно стиму-

лировали в присутствии 20 мкг/мл FVIII человека в культуральной среде в концентрации 1,5×10
6
 кле-

ток/мл в течение 3 или 10 суток. Культуральную среду для 10-суточных культур обновляли через 6 су-

ток. 

Слияние Т-клеток мыши с клетками BW. Повторно стимулированные in vitro культуры клеток селе-

зенки и клетки BW (α-β-) дважды промывали бессывороточной культуральной средой, а затем объеди-

няли в соотношении от 1:3 до 1:10 (Т-клетки:клетки BW). Линия клеток BW происходила от AKR/J Т-

клеточной лимфомы мыши. Поверхность указанных клеток не содержала Т-клеточных рецепторов (α-β-), и 

поэтому любой Т-клеточный рецептор после слияния с клетками селезенки мыши происходил от партне-

ра по слиянию. После третьей стадии промывки супернатант удаляли. Условий слияния достигали путем 

добавления 1 мл полиэтиленгликоля (ПЭГ, 50% HybiMax, Sigma-Aldrich) в течение 45 с. Еще через 45 с 

инкубирования последовательно добавляли 50 мл бессывороточной среды для предотвращения токсиче-

ского действия ПЭГ. Клетки центрифугировали при 1300 об/мин в течение 5 мин без принудительного 

торможения, образуя очень плотный осадок. Супернатант отбрасывали и очень медленно добавляли но-

вые 50 мл бессывороточной среды, не нарушая осадка. Пробирку медленно переворачивали до ресуспен-

дирования клеток и центрифугировали, как описано ранее. Указанную операцию выполняли дважды для 

удаления остаточного ПЭГ. На последней стадии промывки использовали культуральную среду. Затем 

клетки разбавляли и культивировали в 96-луночных планшетах. Через 48 ч культуральную среду заменя-

ли на селективную среду (добавка HAT к среде, Sigma Aldrich) и отбирали растущие клоны. Культивиро-

вание на селективной среде продолжали в течение 2 недель, после чего среду вновь заменяли на обыч-

ную культуральную среду. 

Специфичность FVIII-специфических Т-клеточных гибридом к пептидам. Т-клеточные гибридомы 

тестировали на их антигенную специфичность. Для этой цели 1×10
5
 клеток культивировали совместно с 

антигенпрезентирующими клетками. Авторы изобретения использовали либо 5×10
4
 клеток Mgar (экс-

прессирующих HLA-DRB1*1501), либо 1×10
5
 целых клеток селезенки, полученных из наивных HLA-

DRB1*1501-E17 мышей. Клетки инкубировали с 10 мкг/мл rFVIII человека или 1 мкг/мл пулов пеп-

тид/пептид в течение 24 ч при 37°С, 5% СО2. Супернатанты собирали и измеряли высвобождение IL-2 в 

культуральный супернатант, используя твердофазный ИФА IL-2 (BioLegend, Сан-Диего, штат Калифор-

ния, США) или IL-2 Bio-Plex (Bio-Rad Laboratories, Херкулиз, штат Калифорния, США) в соответствии с 

протоколом изготовителя. Высвобождение IL-2≥20 мкг/мл в присутствии, но не в отсутствие FVIII (или 

пептидов), считали положительным или в качестве альтернативы 10-кратное увеличение высвобождения 

IL-2 в присутствии FVIII по сравнению с отсутствием FVIII считали положительным. 

Субклонирование Т-клеточных гибридом. Все клоны субклонировали для гарантии того, что каж-

дый клон представлял собой только один тип Т-клеточной гибридомы. Клоны гибридом разбавляли до 

предельного разведения 0,3 клетки/лунку и совместно культивировали с 200 питающих клеток/лунку. 

Питающие клетки получили путем обработки клеток-партнеров по слиянию (клеток BW) митомицином 

С. 2×10
8
 клеток BW обрабатывали 0,1 мг митомицина С из Streptomyces caespitosus (Sigma Aldrich) в те-

чение 10 мин при комнатной температуре и 25 мин при 37°С, 5% CO2 в инкубаторе. Отбирали пять рас-

тущих субклонов на клон и проверяли их специфичность к FVIII. 

Пулы пептидов FVIII, использованные для определения специфичности Т-клеточных гибридом. 

Пулы пептидов FVIII получали, используя способ SPOT-синтеза, как описано в статье Ay et al. (Biopoly-

mers 88:64-75 (2007)). Вкратце, 15-мерные пептиды синтезировали на двух идентичных целлюлозных 

мембранах. Мембраны разрезали на вертикальные и горизонтальные полосы. Пептиды высвобождали с 

полос мембран и использовали в качестве пулов пептидов в тестах специфичности, как описано выше. 

Пептиды растворяли в ДМСО (Hybrimax, Sigma Aldrich) и дополнительно разбавляли PBS. 

Результаты. 

Был получен 181 FVIII-специфический клон гибридом. Указанные клоны подвергли скринингу, ис-

пользуя пептидную библиотеку, охватывающую весь FVIII человека. Использовали 15-мерные пептиды, 

смещенные на три аминокислоты. Используя этот подход, идентифицировали шесть различных областей 

FVIII, содержащих пептиды, связывающиеся с HLA-DRB1*1501. Авторы изобретения обнаружили два 

пептидных домена в домене А1, два пептида в домене А2, один в домене В, два в домене A3, и один пеп-

тидный домен в домене C1 FVIII человека. Пептид FVIII
1401-1424 

не был описан ранее (табл. 11). Пептиды 

FVIII
474-494

, FVIII
545-559

, FVIII
1788-1802

 и FVIII
2161-2175

 уже были идентифицированы в заявке WO 09/071886, 

где использовали компьютерные программы для прогнозирования, а затем технологию Т-клеточных гиб-

ридом. Пептид FVIII
2030-2044

 был раскрыт в WO 03/087161. Пептид FVIII
2161-2180

 уже был опубликован в 
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статье Jacquemin et al., Blood 101 (4):1351-8 (2003). 

Таблица 11 

Области фактора VIII, включающие Т-клеточные эпитопы 

 

 
Понятно, что примеры и варианты воплощения, описанные здесь, предназначены только для иллю-

стративных целей, и в их свете специалисты в данной области техники могут предложить различные мо-

дификации или изменения, которые должны быть включены в рамки настоящей заявки и прилагаемой 

формулы изобретения. Все публикации, патенты и патентные заявки, цитируемые здесь, полностью 
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включены в настоящий документ посредством ссылок для любых целей. 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Пептид фактора VIII (FVIII), способный индуцировать иммунную толерантность к FVIII, имею-

щий аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 344. 

2. Фармацевтическая композиция для индуцирования иммунной толерантности к FVIII, включаю-

щая пептид FVIII по п.1. 

3. Композиция по п.2, дополнительно включающая второй пептид FVIII с аминокислотной после-

довательностью, выбранной из SEQ ID NO: 10, 68, 159, 250, 344, 477, 568, 659 и 740. 

4. Применение пептида FVIII по п.1 в способе индуцирования иммунной толерантности к FVIII у 

субъекта, нуждающегося в этом. 

5. Применение по п.4, где указанный способ включает введение субъекту терапевтически эффек-

тивного количества пептида FVIII по п.1. 

6. Применение по п.5, где указанный способ дополнительно включает введение субъекту терапев-

тически эффективного количества второго пептида FVIII с аминокислотной последовательностью, вы-

бранной из SEQ ID NO: 10, 68, 159, 250, 344, 477, 568, 659 и 740. 

7. Способ идентификации Т-клетки, специфичной к пептиду FVIII, включающий: 

а) объединение множества CD4
+
 Т-клеток с пептидом FVIII по п.1, находящимся в комплексе с 

мультимером MHC II класса; и 

б) идентификацию по меньшей мере одной из множества CD4
+ 

Т-клеток, специфичной к указанно-

му пептиду, находящемуся в комплексе с мультимером MHC II класса. 

8. Способ по п.7, где мультимер MHC II класса представляет собой тетрамер MHC II класса. 

9. Способ по п.7 или 8, где указанный пептид или мультимер MHC II класса дополнительно вклю-

чают детектируемую группу. 

10. Способ по любому из пп.7-9, дополнительно включающий выделение по меньшей мере одной из 

множества CD4
+
 Т-клеток, специфичной к указанному пептиду. 

11. Способ по п.10, где указанное выделение осуществляют с использованием проточной цитомет-

рии. 

12. Слитый белок, способный индуцировать иммунную толерантность к FVIII, включающий пептид 

FVIII по п.1 и второй репортерный пептид. 

13. Способ получения пептида FVIII по п.1, включающий стадии: 

а) обеспечение культуры клеток, включающих полинуклеотид, кодирующий пептид FVIII по п.1; и 

б) экспрессия указанного полинуклеотида в указанной культуре клеток. 
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