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(57) Изобретение относится к области терапии гемофилии. Заявлен выделенный рекомбинантный
вариант фактора VIII (FVIII) с частично удаленным В-доменом, характеризующийся повышенной
активностью коагуляции по сравнению с известными продуктами FVIII, и способ его получения.
Также заявлена фармацевтическая композиция, содержащая указанный вариант FVIII, и способ
ее получения; полинуклеотид, кодирующий указанный вариант FVIII; вектор экспрессии,
содержащий указанный полинуклеотид; клетка млекопитающего, содержащая указанный вектор
экспрессии. Заявлены способы лечения гемофилии А и приобретенной гемофилии, а также
соответствующее применение заявленного варианта FVIII.
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Область изобретения 

Настоящее изобретение относится к области факторов свертывания крови и лечения гемофилии. 
Оно относится к новой разновидности антигемофилического фактора VIII (FVIII), обозначенного здесь 
как rFVIIIv3, обладающего повышенной специфической активностью по сравнению с известными про-
дуктами, содержащими фактор VIII. 

Уровень техники 

Процесс свертывания крови начинается с началом адгезии тромбоцитов к краю разреза поврежден-
ного кровеносного сосуда в месте повреждения. Затем в каскаде ферментативно регулируемых реакций 
растворимые молекулы фибриногена преобразуются под действием фермента тромбина в нерастворимые 
нити фибрина, удерживающие тромбоциты вместе в составе тромба. На каждом этапе каскада вариант 
прекурсора конвертируется в протеазу, которая расщепляет следующий вариант прекурсора в каскаде. 
На большинстве этапов требуется взаимодействие с кофакторами. 

Фактор VIII (также называемый антигемофилическим фактором VIII или FVIII) циркулирует в кро-
ви в виде неактивного прекурсора, связываясь сильной и нековалентной связью с фактором фон Виллеб-
ранда. Фактор VIII протеолитически активируется тромбином или фактором Ха, который диссоциирует 
его от фактора фон Виллебранда и активирует его прокоагулянтную функцию в каскаде свертывания. 
Вариант фактора VIIIa в своей активной форме является кофактором, увеличивающим каталитическую 
активность фактора IXa в отношении активации фактора X на несколько порядков. 

Клонирование человеческого FVIII показало, что вариант содержит 2332 аминокислоты, организо-
ванные в ряде областей с последовательностью А1-А2-В-A3-C1-C2 (Vehar et al., 1984, Nature 312, 337-
342; Toole et al., 1984, Nature 312, 342-347 и Wood et al., 1984, Nature 312, 330-337). Большинство FVIII 
представляют собой гетеродимеры в плазме, содержащие легкую цепь и различные производные тяже-
лой цепи. Наличие гетеродимерной структуры связано с протеолитическим расщеплением прекурсора в 
позиции аргинина1648, что приводит к наличию тяжелой и легкой цепей, содержащих A1-A2-B и A3-C1-C2 

соответственно. Неоднородность в тяжелой цепи объясняется за счет ограниченного протеолиза в его 
карбокситерминальном В-домене. 

Для того, чтобы функционировать в качестве кофактора, служащего для активации фактора X, 
FVTII требуется ограниченный протеолиз фактора Ха или тромбина. Эта активация включает расщепле-
ние в позиции аргинина в позиции 372 и 740 тяжелой цепи, и в позиции 1689 легкой цепи. Было установ-
лено, что по сравнению с неактивным прекурсором, в активном FVIII кофакторе отсутствует фрагмент 
легкой цепи 1649-1689 и весь В-домен (Mertens et al., 1993). 

Люди с дефицитом фактора VIII или носители антител против фактора VIII, не получавшие тера-
пию препаратами фактора VIII страдают неконтролируемыми внутренними кровотечениями, что может 
привести к ряду тяжелых симптомов - от воспалительных реакций в суставах до ранней смерти. Тяжелых 
больных гемофилией, число которых в США составляет около 10000, можно лечить с помощью инфузии 
человеческого фактора VIII, который при его введении с достаточной частотой и концентрацией будет 
восстанавливать нормальную способность крови к свертыванию. Классическое определение фактора 
VIII, по сути, звучит, как определение вещества в нормальной плазме крови, которое исправляет дефекты 
свертывания плазмы крови, имеющиеся у лиц с гемофилией А. 

Ряд полученных из плазмы препаратов человеческого фактора VIII с различной степенью чистоты 
имеется в продаже и предназначен для лечения гемофилии А. В их состав входит частично очищенный 
фактор VIII, полученный из объединенной крови большого числа доноров, обработанной нагреванием и 
противовирусными средствами, но содержащий значительный уровень антигенов различных вариантов. 
Очищенный моноклональными антителами фактор VIII имеет более низкие уровни антигенных приме-
сей и вирусной контаминации. Также доступен рекомбинантный человеческий фактор VIII. 

Выработка антител ("ингибиторов" или "ингибирующих антител"), которые ингибируют активность 
фактора VIII, является серьезным осложнением в лечении пациентов с гемофилией. 

Аллоантитела вырабатываются у приблизительно 20% пациентов с гемофилией А в ответ на тера-
певтические инфузии фактора VIII. У ранее не леченных пациентов с гемофилией А, в организме кото-
рых вырабатываются ингибиторы, этот процесс обычно развивается в течение одного года лечения. Кро-
ме того, выработка антител (аутоантител), инактивирующих фактор VIII, иногда развивается у лиц с ра-
нее нормальным уровнем фактора VIII. Если титр ингибитора является достаточно низким, лечение па-
циентов может продолжаться с помощью увеличения дозы фактора VIII. Однако зачастую титр ингиби-
тора настолько высок, что он не может быть скомпенсирован дозой фактора VIII. Альтернативной стра-
тегией является обход необходимости введения фактора VIII при нормальном гемостазе, с использовани-
ем препаратов концентрата активированного протромбинового комплекса (например, KONYNE (Cutter 
Laboratories), FEIBA (Baxter Healthcare), PROPLEX (Baxter Healthcare)) или рекомбинантного человече-
ского фактора VIIa. Кроме того, поскольку свиной фактор VIII, как правило, имеет значительно мень-
шую реактивность с ингибиторами по сравнению с человеческим фактором VIII, используется препарат 
частично очищенного свиного фактора VIII (HYATE: С (IPSEN Pharma)). Многие пациенты, у которых 
развилась выработка ингибиторных антител к фактору VIII человека, успешно лечились свиным факто-
ром VIII и переносили такое лечение в течение длительного периода времени. 
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Тем не менее, проблемы общественного здравоохранения, связанные с риском наличия вирусов или 
других передаваемых через кровь инфекций ограничивают практическое использование свиного фактора 
VIII, полученного с помощью очистки из крови свиньи. В связи с этим был разработан вариант рекомби-
нантного свиного фактора VIII, обозначенный "0BI-1" и описанный, например, в WO 01/68109. OBI-1 
представляет собой свиной фактор VIII с частично удаленным В-доменом. Данная молекула в настоящее 
время находится в стадии клинической разработки. 

Известные варианты фактора VIII с удаленным В-доменом сохраняют прокоагулянтную и кофак-
торную активность фактора VIII. В дополнение к этому Mertens et al. (British Journal of Haematology 1993, 
85, 133-142) описывает варианты рекомбинантного человеческого фактора VIII с отсутствующим В-
доменом и последовательностью тяжелой цепи, охватывающей область от поз. лизина 713 до поз. арги-
нина 740. 

Многие больные гемофилией требуют ежедневного пополнения фактора VIII для профилактики 
кровотечений, и в результате развития деформирующей гемофильной артропатии. В связи с этим суще-
ствует потребность в более эффективно действующей молекуле фактора VIII. 

Сущность изобретения 

В первом аспекте настоящее изобретение относится к выделенному рекомбинантному варианту 
фактора VIII (FVIII) с частично удаленным В-доменом и лишенному аминокислотной последовательно-
сти, соответствующей аминокислотным остаткам от 716 до 742 свиного FVIII на фиг. 2 или аминокис-
лотным остаткам от 714 до 740 последовательности SEQ ID NO: 7, причем вариант FVIII имеет последо-
вательность SEQ ID NO: 1 и характеризуется повышенной активностью коагуляции по сравнению с из-
вестными продуктами FVIII. 

Второй аспект настоящего изобретения относится к полинуклеотиду, кодирующему полипептид, 
как определено в первом аспекте. 

В третьем аспекте изобретение относится к вектору экспрессии, содержащему полинуклеотид, как 
определено во втором аспекте. 

Четвертый аспект настоящего изобретения относится к клетке млекопитающего, содержащей век-
тор экспрессии, как определено в третьем аспекте. 

В пятом аспекте настоящее изобретение относится к способу получения FVIII, как определено в 
первом аспекте, включающему следующие стадии: 

а) Культивирование клеток млекопитающих в соответствии с четвертым аспектом и 
б) Выделение из клетки млекопитающего варианта FVIII.  
Шестой аспект настоящего изобретения относится к фармацевтической композиции, содержащей 

вариант FVIII, как определено в первом аспекте. 
В седьмом аспекте настоящее изобретение относится к способу лечения пациента, страдающего ге-

мофилией, включающему введение терапевтически эффективного количества варианта FVIII в соответ-
ствии с первым аспектом настоящего изобретения пациенту, тем самым производя лечение гемофилии у 
указанного пациента. 

В восьмом аспекте настоящее изобретение относится к применению варианта FVIII в соответствии 
с первым аспектом для лечения гемофилии. 

Краткое описание чертежей 

На фиг. 1 показано количество белка в мкг на дозу, необходимого для 5 известных продуктов FVIII 
(пустые столбцы) и нового rpFVIIIv3 (заштрихованный столбец). BDD = В-домен удален; FL = полная 
длина; фиг. 2 а-е являются продолжением той же последовательности. 

На фиг. 2 а-е показано выравнивание последовательностей между последовательностями факторов 
VIII человека (homo sapiens), свиньи (sus scrofa), мыши (mus musculus) и собаки (canis familiaris). Это 
выравнивание последовательностей взято из HADB (также известного, как HAMSTeRS) 2010, веб-
страницы Базы данных мутаций при гемофилии А, и сайта ресурсов для работы с фактором VIII 
(hadb.org.uk). Нумерация соответствует человеческой последовательности и не идентична нумерации 
последовательностей аминокислот в списке последовательностей. Полужирным шрифтом с двойным 
подчеркиванием выделены последовательности, отсутствующие в вариантах осуществления изобретения 
получения рекомбинантного FVIIIv3. Подчеркнутая последовательность представляет собой последова-
тельность В-домена. Последовательность, выделенная серым цветом, является частью В-домена, которая 
может быть сохранена в последовательности изобретения FIIIv3 с частично удаленным В-доменом, а 
также 

на фиг. 3 показан типичный пример профиля SEC из калибровочных стандартов и калибровочной 
кривой линейной регрессии, как описано в примере 5. 

Краткое описание последовательностей 

SEQ ID NO: 1 показывает последовательность свиного FVIIIv3 с частично удаленным В-доменом; 
SEQ ID NO: 2 показывает последовательность человеческого FVIIIv3 с удаленным В-доменом; 
SEQ ID NO: 3 показывает последовательность собачьего FVIIIv3 с удаленным В-доменом; 
SEQ ID NO: 4 показывает последовательность В-домена свиного FVIII, которая может присутство-

вать в молекуле изобретения FVIII с частично удаленным В-доменом по изобретению (так называемый 
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"линкер В-домена"); 
SEQ ID NO: 5 показывает линкерную последовательность из В-домена человеческого FVIII, которая 

может присутствовать в молекуле FVIII с частично удаленным В-доменом по изобретению; 
SEQ ID NO: 6 показывает линкерную последовательность из В-домена собачьего FVIII, которая 

может присутствовать в молекуле FVIII с частично удаленным В-доменом по изобретению; 
SEQ ID NO: 7 показывает аминокислотную последовательность полноразмерного свиного FVIII; 
SEQ ID NO: 8 показывает аминокислотную последовательность полноразмерного человеческого 

FVIII; 
SEQ ID NO: 9 показывает аминокислотную последовательность полноразмерного собачьего FVIII; 
SEQ ID NO: 10 показывает 27-пептидную последовательность, соответствующую аминокислотам от 

716 до 742 свиного фактора VIII, как показано на фиг. 2, или аминокислотам от 714 до 740 из SEQ ID 
NO: 7; 

SEQ ID NO: 11 показывает 27-пептидную последовательность, соответствующую аминокислотам от 
714 до 740 человеческого фактора VIII, как показано на фиг. 2, или аминокислотам от 714 до 740 из SEQ 
ID NO: 8 и 

SEQ ID NO: 12 показывает 27-пептидную последовательность, которая соответствует аминокисло-
там от 714 до 740 собачьего фактора VIII, как показано на фиг. 2, или аминокислотам от 708 до 734 из 
SEQ ID NO: 9. 

Подробное описание изобретения 

Настоящее изобретение относится к выделенному рекомбинантному варианту фактора VIII (FVIII) 
с частично удаленным В-доменом и лишенному аминокислотной последовательности, соответствующей 
аминокислотным остаткам от 716 до 742 свиного FVIII на фиг. 2 или аминокислотным остаткам от 714 
до 740 последовательности SEQ ID NO: 7, причем вариант FVIII имеет последовательность SEQ ID NO: 1 
и характеризуется повышенной активностью коагуляции по сравнению с известными продуктами FVIII. 

Такие варианты обладают повышенной специфической активностью по сравнению с аналогичными 
вариантами, содержащими интактную 27-аминокислотную последовательность. 

Предпочтительно, специфическая активность возрастает более чем на 25, или 30, или 35, или 40, 
или 45, или 50, или 55, или 60%. 

Термин "специфическая активность", используемый здесь, относится к активности, корректирую-
щей дефект коагуляции, возникающий при дефиците человеческого фактора VIII в плазме. Специфиче-
ская активность измеряется в единицах свертывающей активности на миллиграмм общего варианта фак-
тора VIII в стандартном анализе, в которой сравнивается время коагуляции плазмы при дефиците чело-
веческого фактора VIII со временем коагуляции нормальной человеческой плазмы. Подходящим стан-
дартным анализом для измерения эффективности продуктов FVIII, одобренным FDA для концентратов 
FVIII высокой чистоты, считается одноэтапный анализ свертывания (OSCA; см. Пример 5; Langdell RD, 
Wagner RH, Brinkhous KM., Effect of antihemophilic factor on one-stage clotting tests: a presumptive test for 
hemophilia and a simple one-stage antihemophilic assay procedure, J Lab Clin Med, 1953; 41:637-47; Brand JT, 
Measurement of factor VIII: a potential risk factor for vascular disease, Arch Pathol Lab Med, 1993; 117:48-51; 
Preston FE, Kitchen S, Quality control and factor VIII assays, Haemophilia, 1998; 4:651-3; National Committee 
for Clinical Laboratory Standards (NCCLS USA). Определение прокоагулянтной активности факторов 
свертывания; Утвержденное руководство, NCCLS Document H-48-A 1997; 17:1-36.). Количество белка 
FVIII, присутствующего в образце, может быть измерено, например, методом SEC ВЭЖХ (эксклюзион-
ной жидкостной хроматографии). 

Одной единицей активности фактора VIII считается его активность, присутствующая в одном мил-
лилитре нормальной человеческой плазмы. При проведении анализа считается, что чем короче время 
образования сгустка, тем больше активность исследуемого фактора VIII. Активность свиного фактора 
свертывания VIII используется при анализе человеческого фактора VIII. 

В соответствии с настоящим изобретением термины "белок" и "полипептид" используются взаимо-
заменяемо. 

Понятие "лишенный аминокислотной последовательности, соответствующей  аминокислотам от 
716 до 742, как показано на фиг. 2", означает, что аминокислоты 716 и 742, а также аминокислоты, нахо-
дящиеся между этими позициями, удалены, т.е. они не входят в вариант FVIII, предлагаемый в изобрете-
нии. Этот участок аминокислот, таким образом, состоит из 27 аминокислот, которых лишены варианты 
FVIII, предлагаемые в изобретении. 

Варианты фактора VIII изобретения, приведенные здесь, глобально именуются как "FVIII вари-
ант(ы)" или "FVIIIv3" или "rFVIIIv3". Они могут быть свиные, человеческие, собачьи, мышиные или лю-
бого другого происхождения, подходящие для лечения человека или животного. Фиг. 2 показывает вы-
равнивание последовательностей FVIII человеческого, свиного, мышиного и собачьего происхождения. 

Последовательности, удаленные в вариантах FVIII изобретения выделены полужирным шрифтом и 
подчеркнуты двойной линией. Этот участок аминокислоты может быть идентифицирован для вариантов 
FVIII других видов специалистом в данной области путем выравнивания последовательностей FVIII для 
других видов, например, свиной или человеческой последовательности и с аминокислотами, которые 
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соответствуют аминокислотам от 716 до 742 в соответствии с фиг. 2 настоящей патентной заявки. 
Варианты осуществления изобретения относятся к вариантам FVIII свиного, человеческого или со-

бачьего происхождения. 
Для определения процента идентичности двух полипептидов/белков аминокислотные последова-

тельности выравниваются с целью оптимального сравнения (например, в первую аминокислотную по-
следовательность могут быть введены пробелы для оптимального выравнивания со второй аминокислот-
ной последовательностью). Затем подвергаются сравнению аминокислотные остатки в соответствующих 
положениях аминокислот. Если позицию в первой последовательности занимают такие же аминокислот-
ные остатки, как и находящиеся на соответствующей позиции во второй последовательности, то молеку-
лы в данной позиции являются идентичными. Процент идентичности между двумя последовательностя-
ми является функцией числа идентичных положений, общих для этих последовательностей (т.е. % иден-
тичности = числу идентичных позиций/общее число позиций (например, (перекрывающихся пози-
ций)×100). 

Определение процента идентичности между двумя последовательностями может быть реализовано 
с использованием математического алгоритма. Предпочтительным неограничивающим примером мате-
матического алгоритма, используемого для сравнения двух последовательностей, является алгоритм Kar-
lin и Altschul (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:2264-2268, модифицированный Karlin и Altschul (1993) 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5877. Такой алгоритм включен в программы NBLAST и XBLAST, Alt-
schul, et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410. Поиск нуклеотидов BLAST может выполняться с помощью 
программы NBLAST, счет = 100, длина слова = 12 для получения нуклеотидных последовательностей, 
гомологичных молекулам нуклеиновых кислот изобретения. Поиск вариантов BLAST может выполнять-
ся с помощью программы XBLAST, счет = 50, длина слова = 3, для получения аминокислотных последо-
вательностей, гомологичных вариантам молекул изобретения. Для выравнивания с помощью вставки 
пробелов, которое используется для целей сравнения, может быть использована программа Gapped 
BLAST, как описано в статье Altschul et al. (1997) Nucleic Acids Res. 25:3389-3402. Кроме того, для вы-
полнения повторного поиска, который обнаруживает более дальние взаимоотношения между молекула-
ми, может быть использована программа PSI-Blast. При использовании средств BLAST, Gapped BLAST и 
PSI-Blast, используются параметры, заданные по умолчанию для соответствующих программ (например, 
для XBLAST и NBLAST). Другим предпочтительным неограничивающим примером математического 
алгоритма, используемого для сравнения последовательностей, является алгоритм Myers и Miller (1988) 
CABIOS 4:11-17. Такой алгоритм включен в программу ALIGN (версия 2.0), которая является частью 
GCG - пакета программ по выравниванию последовательностей. При использовании программы ALIGN 
для сравнения аминокислотных последовательностей может быть использована таблица весов остатков 
РАМ120, значения "штрафа за удлинение пробела" (gap length penalty) = 12, и "штрафа на делецию" (gap 
penalty) = 4. Еще одним полезным алгоритмом выявления областей локального сходства последователь-
ностей и выравнивания является алгоритм FASTA, описанный Pearson и Lipman (1988) Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 85:2444-2448. При использовании алгоритма FASTA для сравнения нуклеотидных или амино-
кислотных последовательностей может, например, быть использована таблица весов остатков РАМ120 
со значением к-кортежа (k-tuple) = 2. 

Процент идентичности между двумя последовательностями может быть определен с использовани-
ем методик, аналогичных описанным выше, с или без учета пробелов. При расчете процента идентично-
сти считаются только точные совпадения. 

В вариантах осуществления изобретения остаточная часть В-домена выбрана из последовательно-
сти, состоящей из SEQ ID NO: 4 или SEQ ID NO: 5 или SEQ ID NO: 6. 

В другом своем аспекте настоящее изобретение относится к полинуклеотиду, кодирующему поли-
пептид/белок, как описано выше. Полинуклеотид может быть молекулой РНК или ДНК, нуклеотидная 
последовательность которых воплощает кодированную информацию для клетки-хозяина аминокислот-
ной последовательности варианта изобретения, в соответствии с известными соотношениями генетиче-
ского кода. 

В другом своем аспекте настоящее изобретение относится к вектору экспрессии, содержащему по-
линуклеотид, как описано выше. 

"Вектор экспрессии" представляет собой элемент ДНК, часто кольцевой структуры, обладающий 
способностью автономно реплицироваться в требуемой клетке-хозяине, или интегрироваться в геном 
клетки-хозяина, а также обладающий определенными известными функциями, обеспечивающими экс-
прессию кодирующей ДНК, встроенными в векторную последовательность в нужном месте и в правиль-
ной ориентации. Такие функции могут включать в себя, но не ограничиваются ими, одну или несколько 
промоторных последовательностей для прямого инициирования транскрипции кодирующей ДНК, и дру-
гие элементы ДНК, такие как энхансеры, сайты полиаденилирования и т.п., все они хорошо известны 
специалистам в данной области. Термин "вектор экспрессии" используется для обозначения как вектора, 
содержащего ДНК кодирующую последовательность, подлежащую экспрессии и вставленную в своей 
последовательности, так и вектора, имеющего необходимые контролирующие экспрессию элементы, 
расположенные таким образом по отношению к сайту вставки, что он может служить для экспрессии 
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любой кодирующей ДНК, вставленной в сайт - все это хорошо известно специалистам в данной области. 
Так, например, вектор, не имеющий промотора, может стать вектором экспрессии путем вставки промо-
тора в комбинации с кодирующей ДНК. Вектор экспрессии, используемый здесь, также может быть ви-
русным вектором. 

Экспрессию рекомбинантного FVIII в вариантах изобретения предпочтительно осуществлять в 
культуре клеток млекопитающих. 

Таким образом, в дополнительном аспекте настоящее изобретение относится к клетке млекопи-
тающего, содержащей вектор экспрессии, как описано выше. Например, клетки СНО (яичника китайско-
го хомяка) и клетки ВНК (клетки почки детенышей хомяка) являются клетками млекопитающих, подхо-
дящими для роли клеток-хозяев в контексте настоящего изобретения. 

В соответствии с другим аспектом настоящего изобретения способ получения варианта FVIII на-
стоящего изобретения включает следующие стадии: 

а) культивирование клеток млекопитающих, как описано выше, а также 
б) выделение из клетки млекопитающего варианта FVIII. 
В одном варианте осуществления способ дополнительно включает стадию 
в) составления варианта фактора VIII вместе с соответствующими вспомогательными веществами 

для фармацевтической композиции. 
Вспомогательными веществами для назначения человеку или животному являются, например, фар-

мацевтические стабилизирующие соединения, консерванты, средства доставки и/или носители. Один 
подходящий состав для продуктов фактора VIII описан, например, в WO 03/080108, включенном в дан-
ное описание в виде ссылки. 

В другом своем аспекте настоящее изобретение относится к фармацевтической композиции, содер-
жащей вариант FVIII изобретения. 

Еще один аспект настоящего изобретения относится к способу лечения пациента, страдающего де-
фицитом фактора VIII, который включает введение терапевтически эффективного количества FVIII, опи-
санного в изобретении, пациенту, тем самым производя лечение дефицита фактора VIII у указанного 
пациента. 

Термин "терапевтически эффективное количество", как он использован здесь, означает уровень 
FVIII в плазме пациента, имеющего дефицит FVIII, полученный в фармацевтической композиции вари-
анта FVIII, то есть, достаточный для проявления измеримого улучшения или защитного эффекта у паци-
ента (например, для остановки кровотечения). К пациентам с дефицитом FVIII, как правило, относятся 
больные с врожденной гемофилией А, но также и пациенты с диагнозом "приобретенная гемофилия" - 
состоянием, в котором у больных без врожденной гемофилии спонтанно развивается выработка ингиби-
рующих антител к FVIII, что приводит к тяжелому дефициту FVIII. 

Изобретение также относится к применению варианта FVIII в лечении дефицита фактора VIII. 
Лечение может производиться в форме одного внутривенного введения композиции или периоди-

ческого, или непрерывного введения в течение продолжительного периода времени, по мере необходи-
мости. Предпочтительным путем введения варианта FVIII является внутривенный путь. 

Понятие "дефицит фактора VIII", как оно используется здесь, включает дефицит свертывающей ак-
тивности, вызванный производством дефектного фактора VIII, неадекватным производством фактора 
VIII или его отсутствием, либо существующий за счет частичного или полного ингибирования фактора 
VIII ингибиторами. Гемофилия А является типом дефицита фактора VIII вследствие дефекта гена, лока-
лизованного в X-хромосоме, и отсутствием или недостатком варианта фактора VIII, которого он кодиру-
ет. 

FVIII варианты изобретения используются для лечения неконтролируемых кровотечений вследст-
вие недостаточности фактора VIII (например, внутрисуставных, внутричерепных или желудочно-
кишечных кровотечений) у больных гемофилией. 

В варианте осуществления изобретения дефицит фактора VIII является гемофилией А. 
В другом варианте осуществления изобретения дефицит фактора VIII является приобретенной ге-

мофилией. 
В одном варианте осуществления изобретения терапия дефицита фактора VIII осуществляется у па-

циентов с выработкой человеческих антител к FVIII. 
Как упоминалось выше, варианты FVIII, предложенные в изобретении, обладают повышенной спе-

цифической активностью. Таким образом, вариант FVIII в соответствии с настоящим изобретением мож-
но назначать для лечения дефицита фактора VIII в сниженных количествах. Количество варианта FVIII в 
данном изобретении может быть уменьшено по меньшей мере на 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60% по сравнению 
с количеством, используемым для терапии, продукта FVIII, не содержащего до 27 делеций аминокислот. 

Терапия сниженным количеством варианта FVIII имеет ожидаемое преимущество, состоящее в 
снижении иммуногенности, то есть предполагается, что вероятность производства ингибиторных анти-
тел, развивающаяся при пополнении FVIII в организме пациента, значительно уменьшается. 

В одном варианте осуществления вариант фактора VIII, предлагаемый в данном изобретении, вво-
дят в количестве не более 200 или 150 мкг/дозу, или 145, или 140, или 136, или 130 мкг/дозу. 
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Имея полное описание настоящего изобретения, специалистам в данной области будет понятно, что 
то же самое может быть выполнено в широком диапазоне эквивалентных параметров, концентраций и 
условий без отхода от сущности и объема настоящего изобретения и без излишнего экспериментирова-
ния. 

Хотя настоящее изобретение было описано в связи с конкретными вариантами его осуществления, 
тем не менее понятно, что возможны дополнительные его модификации. Данная заявка охватывает лю-
бые варианты применения или адаптации настоящего изобретения, принципы настоящего изобретения в 
общем. Сюда относятся определенные отклонения, находящиеся в пределах известной и основанной на 
опыте практики в данной области, к которой относится изобретение, и могут быть применены к призна-
кам, изложенным выше, как следует из сферы применения прилагаемой формулы изобретения. 

Все ссылки, приведенные в данном описании, включая журнальные статьи или рефераты, опубли-
кованные или неопубликованные заявки на патенты США или иностранные патенты, выданные патенты 
США или иностранные патенты, или любые другие ссылки, полностью включены в данное описание в 
виде ссылок, включая все данные, таблицы, фигуры и текст, и представленные в виде цитированных 
ссылок. Кроме того, полное содержание цитированных ссылок, приведенных в данном описании, также 
полностью включено в виде ссылки. 

Ссылки на известные этапы способа, традиционные этапы способа, известные или традиционные 
способы не являются признанием того, что любой аспект, описание или вариант осуществления настоя-
щего изобретения раскрыты, изучены или предложены в данной области техники. 

Приведенное выше описание конкретных вариантов осуществления настолько полно раскрывает 
общий характер изобретения, что другие исследователи могут, применяя знания в данной области 
(включая содержание ссылок, цитируемых здесь), легко модифицировать и/или адаптировать его для 
различного применения в конкретных вариантах осуществления, без излишнего экспериментирования, 
не отходя от общей концепции настоящего изобретения. Таким образом, такое описание вариантов адап-
тации и модификации предназначено для того, чтобы они находились внутри диапазона эквивалентных 
вариантов осуществления, на основе принципов обучения и руководства, представленных в настоящем 
документе. Следует понимать, что фразеология или терминология, используемые здесь, предназначены 
для описания, а не для установления границ, так что терминологию или фразеологию настоящего описа-
ния специалисту в данной области следует понимать в свете идей и рекомендаций, приведенных в дан-
ном описании, сочетая их со знаниями, доступными любому специалисту в данной области. 

Примеры 

Пример 1. Экспрессия рекомбинантного свиного FVIII с частично удаленным В-доменом (OBI-1) и 
выделение трех вариантов белка (rpVIIIv1, v2 и v3) 

Экспрессию OBI-1 в клетках ВНК проводили по существу, как описано в патенте US 6458563. В 
полученном материале были обнаружены три варианта фактора (rpVIIIv1, v2 и v3). Варианты были вы-
делены и очищены до >95% чистоты с помощью ионообменной хроматографии. Для очистки с помощью 
АКТА Explorer system (АКТА Explorer 10, GE Healthcare Lifesciences # 17-5167-01), использовалась 
MonoQ HR10/10, полупрепаративная анионообменная колонка (сейчас Mono Q 10/100 GL, GE Healthcare 
Lifesciences # 17-5167-01). Элюирование осуществлялось по градиенту с помощью двух следующих бу-
феров: 

Буфер А: 10 мМ Трис, pH 7,0, 0,01% полисорбата 80 
Буфер В: Буфер А и 1М хлорида натрия. 
Характеристики способа очистки представлены в табл. 1 
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Таблица 1. Способ очистки варианта rpFVIII 

 
Пример 2. Вариант 3 (rpVIIIv3), обладающий значительно более высокой специфической активно-

стью, по сравнению с вариантами 1 и 2. 
Специфическую активность каждого варианта оценивали путем деления эффективности, оценивае-

мой с помощью одноэтапного анализа коагуляции (OSCA) на концентрацию белка, измеренную с помо-
щью SEC ВЭЖХ. Исследования с использованием способов OSCA и SEC ВЭЖХ проводились, как опи-
сано в разделе "Материалы и способы", пример 5.  

Результаты 

Результаты исследования специфической активности приведены в табл. 2. 
Таблица 2. Специфическая активность (OSCA способ) очищенных вариантов 1, 2 и 3, полученных 

из двух разных партий rpFVIII 

 
*Относительное стандартное отклонение 
 

При проведении анализа OSCA отчетливо и последовательно наблюдалась значительно более вы-
сокая специфическая активность варианта 3. Поскольку способ OSCA является предиктивным и пред-
ставляет процесс коагуляции в организме человека, можно ожидать, что вариант 3 является продуктом, 
имеющим значительную терапевтическую ценность. Ожидается, что увеличение активности в 1,5-2,0 
раза позволяет уменьшить количество FVIII, вводимого пациентам, что может косвенно уменьшить сте-
пень возникновения побочных иммунологических эффектов. 

Пример 3. Определение последовательности rpFVIIIv3 
Последовательность очищенного v3 определяется по пептидной карте с последующей ЖХ-МС 
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(жидкостной хроматографией масс-спектрометрией) и ЖХ-МС/МС (жидкостной хроматографией масс-
спектрометрией/масс-спектрометрией) на спектрометре Q-TOF Ultima Mass Spectrometer, работающем 
под управлением MassLynx 4,0 (Waters Corporation, Milford, MA). 

Приблизительно 250 мкг варианта 3 концентрировали с использованием концентратора Amicon, 
Centricon YM-10 с фильтром 10000 MWCO (Millipore Corporation, Billerica, MA) до объема <100 мкл. Об-
разцы смешивали с 450 мкл 6М гуанидин HCl/0,002 M ЭДТА (этилендиаминтетрауксусной кислоты)/0,02 
М Трис-буфера pH8 и переносили в 2,0 мл полипропиленовые пробирки. К каждому образцу добавляли 
1М DTT (дитиотреитола) до достижения конечной концентрации 10 мМ и инкубировали в течение 1 ч 
при 37°С. После восстановления в каждую пробирку добавляли 2М иодацетамида до достижения конеч-
ной концентрации 20 мМ и инкубировали в течение еще одного часа при комнатной температуре. Вос-
становленные и алкилированные образцы переносили в диализные кассеты и подвергали диализу в тече-
ние 1 ч с 1 л 50 мМ бикарбоната аммония в диализном буфере, содержащем 1,0 М мочевины, pH 8. Затем 
образцы подвергали диализу с 1 л диализного буфера в течение ночи при комнатной температуре и по-
стоянном перемешивании. После диализа конечные объемы каждого образца составляли примерно по 0,5 
мл. Образцы были разделены на две аликвоты по 125 мкг. 

После диализа образец белка содержится в матрице, являющейся оптимальной для протеолитиче-
ского расщепления трипсином. Трипсин добавляли к каждому образцу в виде соотношения фермента к 
субстрату 1:20 (в:в) и инкубировали в течение 8 ч при 37°С. Все образцы были перенесены во флаконы 
для ВЭЖХ и анализировались с помощью ВЭЖХ-МС. 

Восстановленный и алкилированный белок вводили в колонку Vydac C18 с обращенной фазой 
(Grace, Deerfield, IL). До введения образца был проанализирован контрольный образец (подвижная фаза 
А; деионизированная вода, содержащая 0,2% (о/о) муравьиной кислоты) с целью уравновешивания ко-
лонки и демонстрации отсутствия перекрывающихся хроматографических пиков. 

Данные масс-спектрометрии были получены на масс-спектрометрах Q-TOF API-US или Q-TOF Ul-
tima (Waters Corporation, Milford, MA) с использованием ионизации электрораспылением (ESI) в режиме 
положительных ионов. Перед анализом проб масс-спектрометр был откалиброван на ионах 5-го порядка 
фрагмента пептида Glu-фибриногена, охватывающих диапазон от 175 до 1285 м/з. Для калибровки тех-
нических условий передачи, RMS (среднеквадратичное) ошибки для массы пептидных фрагментов 
должно составлять менее 5 частей на миллион. Для сбора и анализа данных были использованы про-
граммные пакеты Masslynx 4.0 SP2 и SP4 (Waters Corporation, Milford, MA). 

Данные МС и МС/МС были получены с использованием одножидкостной хроматографии (ЖХ). 
Полный обзор масс-спектрограмм (МС) был получен при 200-1950 м/з. 

Последовательность rpFVIII была определена, как соответствующая SEQ ID NO: 1. Эта последова-
тельность содержит делецию 27 аминокислот по сравнению с последовательностью 0BI-1. 

Пример 4. rpFVIIIv3 имеет более высокую специфическую активность по сравнению с другими из-
вестными продуктами FVIII 

Специфическая активность rpFVIIIv3 сравнивалась с тремя имеющимися в продаже продуктами 
FVIII, а именно Xynthia (рекомбинантный человеческий FVIII с удаленным В-доменом производства 
Wyeth Pharmaceuticals (Philadelphia, PA)), Kogenate FS (полноразмерный человеческий FVIII производ-
ства Bayer Healthcare (Tarrytown, Нью-Йорк)) и Advate (полноразмерный человеческий FVIII производ-
ства Baxter (Westlake Village, CA)), а также с OBI-1 (рекомбинантный свиной FVIII с частично удален-
ным В-доменом), в настоящее время находящийся в клинической разработке, и собачьим фактором VIII с 
частично удаленным В-доменом (Denise E. Sabatino et.al., Recombinant canine B-domain-deleted FVIII ex-
hibits high specific activity and is safe in the canine hemophilia A model, Blood, 12 November 2009, vol. 114, 
No. 20, pp. 4562-4565). 

Специфическую активность OBI-1 и rpFVIIIv3 определяли с помощью способов, описанных в при-
мере 5. 

Результаты приведены в табл. 3 и на фиг. 1. Благодаря повышенной специфической активности 
prVIIIv3, пациенту можно вводить его меньшие количества на дозу. Предполагается, что такое снижение 
дозы приведет к уменьшению иммуногенности, т.е. приведет к более низкой вероятности того, что у па-
циентов начнется выработка ингибирующих антител. 
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Таблица 3. Специфическая активность продуктов FVIII по сравнению с rpVIIIv3 

 
^Кол-во белка = xxxx мкг/дозу. Цифры, приведенные в колонке для rpVIII3 означают, что на 1 дозу 

требуется его количество 136 мкг. Одной дозой считается количество препарата, необходимое для того, 
чтобы повысить уровень содержания фактора VIII в крови от 0 до 100%, т.е. чем выше специфическая 
активность (XXX единиц/мг), тем меньшее количество (в пересчете на мкг) требуется. Обратите внима-
ние, что 1 мг = 1000 мкг. Учитывая, что типичная доза для пациента составляет 3000 единиц, количество 
белка, необходимого фактически = 3000/22000 = 0,136 мг = 136 мкг. 

*BDD расшифровывается как удаленный В-домен, FL обозначает полную длину 
 
В заключение, эти результаты показывают, что rpVIIIv3 имеет значительно более высокую специ-

фическую активность для заместительной терапии FVIII, по сравнению с тестируемыми продуктами, 
которые в настоящее время находятся в продаже или в процессе клинической разработки. 

В частности, весьма удивительно то, что делеция 27 аминокислот в rpVIIIv3, но не в OBI-1 приво-
дит к 50%-ному увеличению специфической активности (по данным анализа OSCA). 

Пример 5. Материалы и способы 
Одноэтапный коагуляционный анализ - способ OSCA 
1) Развести эталонный стандарт в буфере для анализа (10% плазмы с дефицитом фактора VIII + Ow-

ren's Veronal Buffer, на литр, 28 ммоль натрия барбитала и 125 ммоль NaCl, pH 7,35) до целевой эффек-
тивности 1,0 единиц/мл. 

2) Развести проверочные стандарты, растворы для контроля активности и образцы в буфере для 
анализа до целевой эффективности. 

3) Загрузить калибровочный стандарт (эталон) и реагенты в соответствующие лунки внутри прибо-
ра Sysmex (Sysmex CA-1500, Coagulation Analyzer, Dade Behring # B4260-1500 (Siemans Corporation, Deer-
field, IL)). 

4) Загрузить проверочный стандарт, растворы для контроля и образцы в наружные стойки прибора 
Sysmex. 

5) Анализ последовательности происходит автоматически внутри прибора следующим образом: 
а) 5 мкл образца разводится в 45 мкл буфера для анализа внутри реакционной пробирки; 
б) в реакционную пробирку добавляется 50 мкл плазмы с дефицитом фактора VIII: 
в) 50 мкл Dade Actin FS (очищенные соевые фосфатиды в 1,0×10-4 М активатора - эллаговой кисло-

ты, Dade Behring, Liederbach, Германия) - реагент для измерения активированного частичного тромбо-
пластинового времени - добавляется в реакционную пробирку и инкубируется в течение 60 с; 

г) в реакционную пробирку добавляется и инкубируется в течение 240 с 50 мкл хлорида кальция 
(0,025 М, Dade Behring, Liederbach, Германия); 

д) время свертывания измеряется до максимального времени 300 с. 
6) Время свертывания затем коррелируется со стандартной калибровочной кривой, созданной с по-

мощью эталонного образца. 
Способ эксклюзионной (SEC) ВЭЖХ 

Системы ВЭЖХ Agilent 1100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) или Waters Bioalliance HPLC 
system (Waters Corporation, Milford, MA) обычно используются для эксклюзионного способа при опреде-
лении концентрации белка. Используется типичная эксклюзионная колонка Superdex 200 производства 
GE (Superdex 200 10,300 GL, 10×300 мм, Cat # 17-5175-01 (GE Healthcare Lifesciences, Piscataway, NJ)). 
Общий протокол проведения анализа заключается в следующем: 

1. Подготовка типичной подвижной фазы, которая содержит 400 мМ NaCl, 20 мМ Трис, pH 7,4 и 
0,01% полисорбата 80. 

2. Подвижная фаза пропускалась через систему ВЭЖХ и колонку до тех пор, пока не наблюдалось 
уравновешивание. 

3. Стандарты для установки соответствия системы пропускались через систему с типичным време-
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нем 30 мин для каждого образца. 
4. Образцы загружались в автосэмплер при температуре контрольной камеры 4°С. 
5. Калибровочный стандарт известных концентраций, содержащий различное количество стандарт-

ных образцов, обычно от 1, 3, 5, 10 и 25 мкг белка, был загружен в колонку в объеме 10-50 мкл. 
6. Образцы неизвестной концентрации загружались в колонки в типичных объемах 30-50 мкл. 
7. Система ВЭЖХ была запрограммирована на запуск исследования образцов в автоматическом ре-

жиме, в соответствии с созданной последовательностью. 
8. Площади пиков калибровочных стандартов и неизвестных образцов были определены на основе 

детекции флуоресценции при возбуждении и эмиссии на 280 и 340 нм соответственно. 
9. С помощью линейной регрессии калибровочных стандартов была создана и определена с данной 

калибровочной кривой концентрация неизвестного образца. 
Типичный пример профиля SEC калибровочных стандартов и линейной регрессии калибровочной 

кривой показан на фиг. 3. 
Пример 6. Связывание с фактором фон Виллебранда 
Фактор фон Виллебранда (ФВ) представляет собой многофункциональный гликопротеин, который 

циркулирует в плазме в форме многомерного комплекса с фактором VIII (комплекс FVIII/ФВ). Комплекс 
FVIII/ФВ служит для защиты связанного фактора VIII от раннего протеолиза в процессе его циркуляции 
in vivo. 

Эксклюзионная хроматография (SEC) используется для характеристики связывания в комплексах 
FVIII/ФВ. Колонка Superose 6 (Superose 6 10/300GL, GE Healthcare # 17-5172-01, скорость потока = 0,5 
мл/мин) была выбрана через ее известную биосовместимость и верхний предел исключения, равный 40 
млн Дальтон (Формулировка буфера подвижной фазы: 2 мМ CaCl2, 10 мМ Трис, pH 7,0, 300 мМ NaCl, 
0,01% PSB-80, 11 мМ сахарозы, 10 мМ тринатрийцитрата). Различие в молекулярной массе между фак-
тором Виллебранда (димер @ ∼ 500 КД, Fitzgerald Cat# 30C-CP4003U, Lot # А09121050, Мономер Мол. 
Вес = ∼ 260 кД, конц. = 77 мкг/мл) и rpFVIII (∼ 160 кД) является достаточным для разделения двух видов. 

Стехиометрию связывания определяли путем титрования постоянного количества фактора Виллеб-
ранда с увеличением количества rpFVIII. Профиль комплексообразования между rpFVIII и фактором 
Виллебранда определяли по хроматограмме SEC и интеграции соответствующих пиков. Растворимая 
форма полученных смесей в супернатанте использовалась для определения конечной точки комплексо-
образования при титровании с возрастающими количествами rpFVIII. Большего размера стабильные 
комплексы, образованные между rpFVIII и ФВ, переходили от нормального времени удерживания до 
предела исключения колонки. Когда было достигнуто насыщение, увеличение количества несвязанных 
rpFVIII наблюдалось на хроматограмме SEC. Этот способ используется, чтобы отличить сходства и раз-
личия в свойствах вариантов. 

Пример 7. Кинетика расщепления с помощью тромбина SDS-PAGE 
Молекулы рекомбинантного свиного фактора VIII (rpFVIII) являются гетеродимерами с массой 

примерно 160 кД, состоящими из легкой молекулярной цепи с весом 78,5 кД (А3-С1-С2, 765-1448) и тя-
желой цепи с молекулярным весом в диапазоне от 86,7 кД (А1-А2). Тяжелая цепь rpFVIII неоднородна и 
состоит из трех основных вариантов, которые образуются при ее секреции клеткой, и может быть расще-
плена мембраносвязанными протеазами семейства субтилизина, называемыми РАСЕ (Paired Basic Amino 
Acid Cleavage Enzyme - фермент расщепления парных основных аминокислот). 

Подобно человеческому фактору VIII, rpFVIII превращается в активную форму путем ограниченно-
го протеолиза из тромбина. Тромбиновая активация rpFVIII является специфической для сайта расщеп-
ления тяжелой цепи в позиции Arg(372)-Ser(373). Регион расщепления для легкой цепи в позиции 
Arg(805)-Ser(806) высвобождает небольшую фракцию из 40 аминокислотных пептидов в диапазоне от 
765-804 (∼4.4кД). Сочетание этих начальных расщеплений с помощью тромбина образует активирован-
ный рекомбинантный свиной фактор VIII в виде гетеротримера, состоящего из субъединиц, обозначен-
ных как А1 (∼ 50 кД), А2 (∼ 40 кД) и А3-С1-С2 (∼ 70 кД). Расщепленные А1 и А3-С1-С2 субъединицы 
rpFVIII сохраняют двухвалентную ион металла-зависимую связь, в то время как субъединицы А2 слабо 
связаны с А1-А3-С1-С2 димером в основном за счет электростатических взаимодействий. В SDS-PAGE 
эти субъединицы отображаются как три отдельные полосы. Эффективность конверсии rpFVIII (2 пеп-
тидные единицы) в три пептидные единицы характеризует тромбиновую активацию продукта. Этот спо-
соб отличается сходством и различается между отдельными вариантами. 

Два других ортогональных способа могут быть (и были) использованы для сопоставления кинетики 
расщепления тромбином FVIII. Может использоваться денатурирующая ВЭЖХ с обращенной фазой; 
ожидаемые профили пиков напоминают SDS-PAGE. Также может использоваться метод анионообмен-
ной хроматографии, при котором сохраняется нативная форма пептидов. 

ВЭЖХ с обращенной фазой 
Оборудование 
1. Оборудование для проведения ВЭЖХ серии 1100: Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA; 

Model No. 61312A, Serial No. DE10907753. 
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2. Колонка Poroshell 5 мкт 2,1×75 мм: Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA; Part No. 660750-
909, Serial No. USW001988. 

Реактивы 

1. Буфер А: 0,1% водный раствор TFA (JT В Baker, Phillisburg, NJ; Cat No. 94700-00, Lot No. J23J00). 
2. Буфер В: 0,1% раствор TFA в ацетонитриле (JT Baker, Phillisburg, NJ; Cat No. 9017-03, Lot No. 

J38807). 
Процедура: 
1. Колонка уравновешивалась в течение 60 мин с использованием 99% А и 1% В при 1 мл/мин. 
2. Объем вводимого образца составлял 50 мкл, 25 мкл эталонного стандарта использовали в качест-

ве контроля. 
3. Пример способа, используемого для тестирования образцов, показан в табл. 4. 

Таблица 4 

 

 
Анионообменная хроматография 

Оборудование 

1. Оборудование для проведения ВЭЖХ AllianceBio HPLC, Waters Corporation, Милфорд, Массачу-
сетс, США; Модель № 2796; Serial No. M08BA1199M 

2. Колонка Protein Pak Hi Res Q 5 мкм 4,6×100 мм: Waters Corporation, Milford, MA, USA; Part No. 
186004931, Serial No. 502N112561VE04. 

Реактивы 

Буфер А: 
10 мМ Трис-основание (1,211 г/л) 
2 мМ хлорид кальция (0,588 г/л) 
0,01% полисорбат 80 (1 мл 10%-PS-80/л) 
Очищенная вода - до 1 л, pH 7,0 
Буфер В: 
10 мМ Трис-основание (1,211 г/л) 
2 мМ хлорид кальция (0,588 г/л) 
0,01% полисорбат 80 (1 мл 10%-PS-80/ л) 
1М хлорида натрия (58,44 г/л) 
Очищенная вода - до 1 л, pH 7,0 

Процедура 

1. Колонка уравновешивалась в течение 60 мин с использованием 70% А и 30% В при 0,5 мл/мин. 
2. Объем вводимого образца составлял 50 мкл, 10 мкл эталонного стандарта использовали в качест-

ве контроля. 
3. Пример способа, используемого для тестирования образцов, показан в табл. 5. 
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Таблица 5 

 

 
Специалисту в данной области будет известно и понятно, что эти и другие способы используются, 

чтобы составить представление о рекомбинантных белках Фактора VIII, как описано здесь. 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Выделенный рекомбинантный вариант фактора VIII (FVIII) с частично удаленным В-доменом и 
лишенный аминокислотной последовательности, соответствующей аминокислотным остаткам от 716 до 
742 свиного FVIII на фиг. 2 или аминокислотным остаткам от 714 до 740 последовательности SEQ ID 
NO: 7, причем указанный вариант FVIII имеет последовательность SEQ ID NO: 1 и характеризуется по-
вышенной активностью коагуляции по сравнению с известными продуктами FVIII. 

2. Полинуклеотид, кодирующий вариант FVIII по п.1. 
3. Вектор экспрессии, содержащий полинуклеотид по п.2. 
4. Клетка млекопитающего, содержащая вектор экспрессии по п.3. 
5. Способ получения варианта FVIII по п.1, включающий следующие стадии: 
а) культивирование клеток млекопитающих по п.4 и 
б) выделение из клетки млекопитающего варианта FVIII. 
6. Способ получения фармацевтической композиции, содержащей вариант FVIII, включающий 

смешивание варианта FVIII, полученного способом по п.5, с соответствующими эксципиентами. 
7. Фармацевтическая композиция для лечения гемофилии А, содержащая вариант FVIII по п.1. 
8. Способ лечения пациента, страдающего гемофилией, включающий введение терапевтически эф-

фективного количества варианта FVIII по п.1. 
9. Способ по п.8, в котором указанная гемофилия является гемофилией А. 
10. Способ по п.8, в котором указанная гемофилия является приобретенной гемофилией, при кото-

рой у пациентов вырабатываются антитела к человеческому FVIII. 
11. Способ по любому из пп.8-10, в котором вариант FVIII вводят в количестве не более 200, или 

150, или 140 мкг/дозу. 
12. Применение варианта FVIII по п.1 в лечении гемофилии. 
13. Применение по п.12, в котором указанная гемофилия является гемофилией А. 
14. Применение по п.12, в котором указанная гемофилия является приобретенной гемофилией, при 

которой у пациентов вырабатываются антитела к человеческому FVIII. 

 
Фиг. 1 
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Фиг. 2а 
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Фиг. 2b 
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Фиг. 2с 
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Фиг. 2d 
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Фиг. 2е 

 

 
Фиг. 3 
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