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Перекрестная ссылка на родственные заявки 

Заявка на данное изобретение заявляет приоритет по предварительной заявке на патент США  

№ 62/255 317, поданной 13 ноября 2015 г., содержание которой включено в данное описание посредст-

вом ссылки в полном объеме для всех целей. 

Список последовательностей 

В данном приложении содержится список последовательностей, который представлен в электрон-

ном виде в формате ASCII и полностью включен в данное описание посредством ссылки. Указанная ко-

пия в формате ASCII, созданная 9 ноября 2016 г. имеет имя 008073_5107_WO_Sequence_Listing.txt и 

имеет размер 353,479 байт. 

Уровень техники 

Коагуляция крови протекает посредством сложного и динамического биологического пути взаимо-

зависимых биохимических реакций, называемого каскадом коагуляции. Фактор коагуляции VIII (FVIII) 

является ключевым компонентом каскада. Фактор VIII поступает в места кровотечения и образует ком-

плекс Х-азы с активированным фактором IX (FIXa) и фактором X (FX). Комплекс Х-азы активирует FX, 

который, в свою очередь, активирует превращение протромбина в тромбин, который затем активирует 

другие компоненты в коагуляционном каскаде для создания стабильного тромба (см. Saenko et al., Trends 

Cardiovasc. Med., 9:185-192 (1999); Lenting et al., Blood, 92:3983-3996 (1998)). 

Гемофилия А представляет собой врожденное Х-сцепленное расстройство свертывания крови, ха-

рактеризующееся дефицитом активности фактора VIII. Уменьшенная активность фактора VIII ингибиру-

ет контур положительной обратной связи в каскаде коагуляции. Это приводит к неполной коагуляции, 

которая проявляется в виде случаев кровотечения с повышенной продолжительностью, обширного кро-

воподтека, спонтанных оральных и назальных кровотечений, суставной жесткостью и хронической боли 

и, возможно, в виде внутреннего кровотечениея и анемии в тяжелых случаях (Zhang et al., Clinic. Rev. 

Allerg. Immunol., 37:114-124 (2009)). 

Обычно при гемофилии А применяется заместительная терапия фактора VIII, которая включает в 

себя введения белка фактора VIII (например, полученного из плазмы или рекомбинантно фактора VIII) 

человеку с гемофилией А. Фактор VIII вводится профилактически для предотвращения или уменьшения 

частоты случаев кровотечения, в ответ на эпизод острого кровотечения и/или периоперационно, чтобы 

кровотечение было управляемым во время операции. Однако существует несколько нежелательных осо-

бенностей заместительной терапии фактора VIII. 

Во-первых, заместительная терапия фактора VIII используется для лечения или контроля гемофи-

лии А, но не излечивает лежащий в основе дефицит фактора VIII. Из-за этого люди с гемофилией А тре-

буют заместительной терапии фактора VIII на протяжении всей своей жизни. Непрерывное лечение яв-

ляется дорогостоящим и требует от человека соблюдения строгого режима терапии, поскольку отсутст-

вие приема лишь нескольких профилактических доз может иметь серьезные последствия для лиц с тяже-

лой формой гемофилии А. 

Во-вторых, поскольку фактор VIII имеет относительно короткий период полувыведения in vivo, 

традиционная профилактическая заместительная терапия фактора VIII требует введения каждый второй 

или третий день. Это налагает нагрузку на человека в виде соблюдения терапии на протяжении всей его 

жизни. В то время как препараты третьего поколения "длительного действия" фактора VIII могут снизить 

частоту введения, профилактическая заместительная терапия фактора FVIII с этими препаратами по-

прежнему требует ежемесячного, еженедельного или более частого применения в течении неограничен-

ного срока. Например, профилактическое лечение с помощью ELOCTATE [Antihemophilic Factor  

(Recombinant), Fc Fusion Protein] требует введения каждые три-пять дней (ELOCTATE Prescriptioning 

Information, Biogen Idec Inc., (2015)). Более того, долгосрочные эффекты химически модифицированных 

биологических препаратов (например, пегилированных полипептидов) еще не полностью изучены. 

В-третьих, от 15 до 30 всех лиц, получающих заместительную терапию фактора VIII, образуют ин-

гибирующие антитела к фактору VIII, что делает терапию неэффективной. Обходную терапию фактора 

VIII (например, введение комплексных концентратов протромбинового комплекса из плазмы или полу-

ченного рекомбинантно) можно использовать для лечения гемофилии у индивидуумов, у которых обра-

зуются ингибиторующие антитела. Однако обходная терапия фактора VIII менее эффективна, чем замес-

тительная терапия фактора VIII (Mannucci P.M., J. Thromb Haemost., 1(7):1349-55 (2003)), и может быть 

связана с повышенным риском сердечно-сосудистых осложнений (Luu and Ewenstein, Haemophilia, 10 

Suppl. 2:10-16 (2004)). 

Соматическая генная терапия имеет большие перспективы в лечении гемофилии А, потому что она 

устраняет лежащую в основе недостаточную экспрессию фактора VIII (например, из-за миссенс- или 

нонсенс-мутаций), а не обеспечивает одноразовую дозу активности фактора VIII для индивида. Из-за 

этой разницы в механизме действия по сравнению с заместительной терапией фактора VIII однократное 

введение вектора генной терапии фактора VIII может в течение нескольких лет обеспечивать индиви-

дуума фактором VIII, снижая затраты на лечение и устраняя необходимость в продолжении соблюдения 

терапии пациентом. 
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Генная терапия фактора коагуляции IX (FIX) была эффективно использована для лечения людей с 

гемофилией В, связанного с ней состояния свертывания крови, характеризующегося сниженной активно-

стью фактора IX (Manno C.S., et al., Nat Med., 12(3):342-47 (2006)). Однако генная терапия фактора VIII 

имеет несколько уникальных проблем. Например, полноразмерный полипептид фактора VIII дикого типа 

(2351 аминокислота, номер доступа UniProt Р00451) в пять раз больше, чем полноразмерный полипептид 

фактора IX дикого типа (461 аминокислота, номер доступа UniProt P00740). По существу, кодирующая 

последовательность фактора VIII дикого типа представляет собой 7053 пары оснований, которые слиш-

ком велики для вставки в векторы генной терапии AAV. Кроме того, наблюдаемая экспрессия рекомби-

нантных вариантов с удаленным В-доменом фактора VIII (BDD-FVIII) была низкой. Таким образом, не-

сколько групп пытались изменить использование кодонов конструкций BDD-FVIII с ограниченным ус-

пехом. 

Краткое описание сущности изобретения 

Соответственно, существует потребность в вариантах фактора VIII, кодирующие последовательно-

сти которых более эффективно упаковываются и переносятся с помощью векторов генной терапии. Су-

ществует также потребность в синтетических нуклеиновых кислотах с измененными кодонами, которые 

экспрессируют фактор VIII более эффективно. Такие варианты фактора VIII и нуклеиновые кислоты с 

измененными кодонами позволяют улучшить лечение дефицитов фактора VIII (например, гемофилии А). 

Вышеупомянутые недостатки и другие проблемы, связанные с лечением дефицитов фактора VIII (на-

пример, гемофилии А) снижаются или устраняются описанными вариантами фактора VIII с измененны-

ми кодонами. 

В соответствии с некоторыми вариантами реализации данное изобретение относится к нуклеино-

вым кислотам, кодирующим варианты фактора VIII, которые имеют высокую идентичность последова-

тельности с описанными последовательностями с измененными кодонами тяжелой цепи фактора VIII 

(например, CS01-HC-NA, CS04-HC-NA или CS23-HC-NA) и легкой цепи (CS01-LC-NA, CS04-LC-NA 

или CS23-LC-NA). В некоторых вариантах реализации изобретения эти нуклеиновые кислоты дополни-

тельно содержат последовательность, кодирующую линкерную последовательность, которая заменяет 

нативный В-домен фактора VIII (например, линкерные последовательности, содержащие фуриновый 

сайт расщепления) между последовательностями, кодирующими тяжелые и легкие цепи фактора VIII. 

В одном аспекте данное изобретение относится к полинуклеотиду, содержащему нуклеотидную по-

следовательность, кодирующую полипептид фактора VIII. Полипептид фактора VIII содержит легкую 

цепь, тяжелую цепь и полипептидный линкер, соединяющий С-конец тяжелой цепи с N-концом легкой 

цепи. Тяжелая цепь полипептида фактора VIII кодируется первой нуклеотидной последовательностью, 

имеющей по меньшей мере 95% идентичность с последовательностью CS04-HC-NA (SEQ ID NO: 3). 

Легкая цепь полипептида фактора FVIII кодируется второй нуклеотидной последовательностью, имею-

щей по меньшей мере 95% идентичность с последовательностью CS04-LC-NA (SEQ ID NO: 4). Полипеп-

тидный линкер содержит фуриновый сайт расщепления. 

В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, полипептидный линкер кодиру-

ется третьей нуклеотидной последовательностью, имеющей по меньшей мере 95% идентичность с по-

следовательностью BDLO04 (SEQ ID NO: 6). 

В одном аспекте данное изобретение относится к полинуклеотиду, содержащему нуклеотидную по-

следовательность, кодирующую полипептид фактора VIII. Полипептид фактора VIII содержит легкую 

цепь, тяжелую цепь и полипептидный линкер, соединяющий С-конец тяжелой цепи с N-концом легкой 

цепи. Тяжелая цепь полипептида фактора VIII кодируется первой нуклеотидной последовательностью, 

имеющей по меньшей мере 95% идентичность с последовательностью CS01-HC-NA (SEQ ID NO: 24). 

Легкая цепь полипептида фактора FVIII кодируется второй нуклеотидной последовательностью, имею-

щей по меньшей мере 95% идентичность с последовательностью CS01-LC-NA (SEQ ID NO: 25). Поли-

пептидный линкер содержит фуриновый сайт расщепления. 

В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, полипептидный линкер кодиру-

ется третьей нуклеотидной последовательностью, имеющей по меньшей мере 95% идентичность с по-

следовательностью BDLO01 (SEQ ID NO: 5). 

В одном аспекте данное изобретение относится к полинуклеотиду, содержащему нуклеотидную по-

следовательность, кодирующую полипептид фактора VIII. Полипептид фактора VIII содержит легкую 

цепь, тяжелую цепь и полипептидный линкер, соединяющий С-конец тяжелой цепи с N-концом легкой 

цепи. Тяжелая цепь полипептида фактора VIII кодируется первой нуклеотидной последовательностью, 

имеющей по меньшей мере 95% идентичность с последовательностью CS23-HC-NA (SEQ ID NO: 22). 

Легкая цепь полипептида фактора FVIII кодируется второй нуклеотидной последовательностью, имею-

щей по меньшей мере 95% идентичность с последовательностью CS23-LC-NA (SEQ ID NO: 23). Поли-

пептидный линкер содержит фуриновый сайт расщепления. 

В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, полипептидный линкер кодиру-

ется третьей нуклеотидной последовательностью, имеющей по меньшей мере 95% идентичность с по-

следовательностью BDLO23 (SEQ ID NO: 7). 

В одном варианте реализации описанных выше полинуклеотидов первая нуклеотидная последова-
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тельность, кодирующая тяжелую цепь полипептида фактора VIII, имеет по меньшей мере 96% идентич-

ность с соответствующей последовательностью тяжелой цепи (например, CS04-HC-NA (SEQ ID NO: 3), 

CS01-HC-NA (SEQ ID NO: 24) или CS23-HC-NA (SEQ ID NO: 22)), а вторая нуклеотидная последова-

тельность, кодирующая легкую цепь полипептида фактора FVIII, имеет по меньшей мере 96% идентич-

ность с соответствующей последовательностью легкой цепи (например, CS04-LC-NA (SEQ ID NO: 4), 

CS01-LC-NA (SEQ ID NO: 25) или CS23-LC-NA (SEQ ID NO: 23)). 

В одном варианте реализации описанных выше полинуклеотидов первая нуклеотидная последова-

тельность, кодирующая тяжелую цепь полипептида фактора VIII, имеет по меньшей мере 97% идентич-

ность с соответствующей последовательностью тяжелой цепи (например, CS04-HC-NA (SEQ ID NO: 3), 

CS01-HC-NA (SEQ ID NO: 24) или CS23-HC-NA (SEQ ID NO: 22)), а вторая нуклеотидная последова-

тельность, кодирующая легкую цепь полипептида фактора FVIII, имеет по меньшей мере 97% идентич-

ность с соответствующей последовательностью легкой цепи (например, CS04-LC-NA (SEQ ID NO: 4), 

CS01-LC-NA (SEQ ID NO: 25) или CS23-LC-NA (SEQ ID NO: 23)). 

В одном варианте реализации описанных выше полинуклеотидов первая нуклеотидная последова-

тельность, кодирующая тяжелую цепь полипептида фактора VIII, имеет по меньшей мере 98% идентич-

ность с соответствующей последовательностью тяжелой цепи (например, CS04-HC-NA (SEQ ID NO: 3), 

CS01-HC-NA (SEQ ID NO: 24) или CS23-HC-NA (SEQ ID NO: 22)), а вторая нуклеотидная последова-

тельность, кодирующая легкую цепь полипептида фактора FVIII, имеет по меньшей мере 98% идентич-

ность с соответствующей последовательностью легкой цепи (например, CS04-LC-NA (SEQ ID NO: 4), 

CS01-LC-NA (SEQ ID NO: 25) или CS23-LC-NA (SEQ ID NO: 23)). 

В одном варианте реализации описанных выше полинуклеотидов первая нуклеотидная последова-

тельность, кодирующая тяжелую цепь полипептида фактора VIII, имеет по меньшей мере 99% идентич-

ность с соответствующей последовательностью тяжелой цепи (например, CS04-HC-NA (SEQ ID NO: 3), 

CS01-HC-NA (SEQ ID NO: 24) или CS23-HC-NA (SEQ ID NO: 22)), а вторая нуклеотидная последова-

тельность, кодирующая легкую цепь полипептида фактора FVIII, имеет по меньшей мере 99% идентич-

ность с соответствующей последовательностью легкой цепи (например, CS04-LC-NA (SEQ ID NO: 4), 

CS01-LC-NA (SEQ ID NO: 25) или CS23-LC-NA (SEQ ID NO: 23)). 

В одном варианте реализации описанных выше полинуклеотидов первая нуклеотидная последова-

тельность, кодирующая тяжелую цепь полипептида фактора VIII, имеет по меньшей мере 99,5% иден-

тичность с соответствующей последовательностью тяжелой цепи (например, CS04-HC-NA  

(SEQ ID NO: 3), CS01-HC-NA (SEQ ID NO: 24) или CS23-HC-NA (SEQ ID NO: 22)), а вторая нуклеотид-

ная последовательность, кодирующая легкую цепь полипептида фактора FVIII, имеет по меньшей мере 

99,5% идентичность с соответствующей последовательностью легкой цепи (например, CS04-LC-NA 

(SEQ ID NO: 4), CS01-LC-NA (SEQ ID NO: 25) или CS23-LC-NA (SEQ ID NO: 23)). 

В одном варианте реализации описанных выше полинуклеотидов первая нуклеотидная последова-

тельность, кодирующая тяжелую цепь полипептида фактора VIII, имеет по меньшей мере 99,9% иден-

тичность с соответствующей последовательностью тяжелой цепи (например, CS04-HC-NA  

(SEQ ID NO: 3), CS01-HC-NA (SEQ ID NO: 24) или CS23-HC-NA (SEQ ID NO: 22)), а вторая нуклеотид-

ная последовательность, кодирующая легкую цепь полипептида фактора FVIII, имеет по меньшей мере 

99,9% идентичность с соответствующей последовательностью легкой цепи (например, CS04-LC-NA 

(SEQ ID NO: 4), CS01-LC-NA (SEQ ID NO: 25) или CS23-LC-NA (SEQ ID NO: 23)). 

В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, первая нуклеотидная последова-

тельность, кодирующая тяжелую цепь полипептида фактора VIII, представляет собой последователь-

ность CS04-HC-NA (SEQ ID NO: 3), а вторая нуклеотидная последовательность, кодирующая легкую 

цепь полипептида фактора FVIII представляет собой последовательность CS04-LC-NA (SEQ ID NO: 4). 

В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, первая нуклеотидная последова-

тельность, кодирующая тяжелую цепь полипептида фактора VIII, представляет собой последователь-

ность CS01-HC-NA (SEQ ID NO: 24), а вторая нуклеотидная последовательность, кодирующая легкую 

цепь полипептида фактора FVIII представляет собой последовательность CS01-LC-NA (SEQ ID NO: 25). 

В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, первая нуклеотидная последова-

тельность, кодирующая тяжелую цепь полипептида фактора VIII, представляет собой последователь-

ность CS23-HC-NA (SEQ ID NO: 22), а вторая нуклеотидная последовательность, кодирующая легкую 

цепь полипептида фактора FVIII представляет собой последовательность CS23-LC-NA (SEQ ID NO: 23). 

В одном аспекте описание предлагает полинуклеотид, содержащий нуклеотидную последователь-

ность, имеющую по меньшей мере 95% идентичность с последовательностью CS04-FL-NA, причем по-

линуклеотид кодирует полипептид фактора VIII. 

В одном аспекте описание предлагает полинуклеотид, содержащий нуклеотидную последователь-

ность, имеющую по меньшей мере 95% идентичность с последовательностью CS01-FL-NA, причем по-

линуклеотид кодирует полипептид фактора VIII. 

В одном аспекте описание предлагает полинуклеотид, содержащий нуклеотидную последователь-

ность, имеющую по меньшей мере 95% идентичность с последовательностью CS23-FL-NA, причем по-

линуклеотид кодирует полипептид фактора VIII. 
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В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, нуклеотидная последователь-

ность имеет по меньшей мере 96% идентичность с соответствующей полноразмерной полинуклеотидной 

последовательностью (например, CS04-FL-NA (SEQ ID NO: 1), CS01-FL-NA (SEQ ID NO: 13) или  

CS23-FL-NA (SEQ ID NO: 20)). 

В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, нуклеотидная последователь-

ность имеет по меньшей мере 97% идентичность с соответствующей полноразмерной полинуклеотидной 

последовательностью (например, CS04-FL-NA (SEQ ID NO: 1), CS01-FL-NA (SEQ ID NO: 13) или  

CS23-FL-NA (SEQ ID NO: 20)). 

В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, нуклеотидная последователь-

ность имеет по меньшей мере 98% идентичность с соответствующей полноразмерной полинуклеотидной 

последовательностью (например, CS04-FL-NA (SEQ ID NO: 1), CS01-FL-NA (SEQ ID NO: 13) или  

CS23-FL-NA (SEQ ID NO: 20)). 

В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, нуклеотидная последователь-

ность имеет по меньшей мере 99% идентичность с соответствующей полноразмерной полинуклеотидной 

последовательностью (например, CS04-FL-NA (SEQ ID NO: 1), CS01-FL-NA (SEQ ID NO: 13) или  

CS23-FL-NA (SEQ ID NO: 20)). 

В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, нуклеотидная последователь-

ность имеет по меньшей мере 99,5% идентичность с соответствующей полноразмерной полинуклеотид-

ной последовательностью (например, CS04-FL-NA (SEQ ID NO: 1), CS01-FL-NA (SEQ ID NO: 13) или 

CS23-FL-NA (SEQ ID NO: 20)). 

В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, нуклеотидная последователь-

ность имеет по меньшей мере 99,9% идентичность с соответствующей полноразмерной полинуклеотид-

ной последовательностью (например, CS04-FL-NA (SEQ ID NO: 1), CS01-FL-NA (SEQ ID NO: 13) или 

CS23-FL-NA (SEQ ID NO: 20)). 

В одном варианте реализации описанных выше полинуклеотидов нуклеотидная последовательность 

представляет собой последовательность CS04-FL-NA (SEQ ID NO: 1). 

В одном варианте реализации описанных выше полинуклеотидов нуклеотидная последовательность 

представляет собой последовательность CS01-FL-NA (SEQ ID NO: 13). 

В одном варианте реализации описанных выше полинуклеотидов нуклеотидная последовательность 

представляет собой последовательность CS23-FL-NA (SEQ ID NO: 20). 

В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, полинуклеотид кодирует поли-

пептид фактора VIII, содержащий аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере 

95% идентичность с последовательностью CS04-FL-AA (SEQ ID NO: 2). 

В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, полинуклеотид кодирует поли-

пептид фактора VIII, содержащий аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере 

96% идентичность с последовательностью CS04-FL-AA (SEQ ID NO: 2). 

В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, полинуклеотид кодирует поли-

пептид фактора VIII, содержащий аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере 

97% идентичность с последовательностью CS04-FL-AA (SEQ ID NO: 2). 

В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, полинуклеотид кодирует поли-

пептид фактора VIII, содержащий аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере 

98% идентичность с последовательностью CS04-FL-AA (SEQ ID NO: 2). 

В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, полинуклеотид кодирует поли-

пептид фактора VIII, содержащий аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере 

99% идентичность с последовательностью CS04-FL-AA (SEQ ID NO: 2). 

В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, полинуклеотид кодирует поли-

пептид фактора VIII, содержащий аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере 

99,5% идентичность с последовательностью CS04-FL-AA (SEQ ID NO: 2). 

В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, полинуклеотид кодирует поли-

пептид фактора VIII, содержащий аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере 

99,9% идентичность с последовательностью CS04-FL-AA (SEQ ID NO: 2). 

В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, полинуклеотид кодирует поли-

пептид фактора VIII, содержащий аминокислотную последовательность CS04-FL-AA (SEQ ID NO: 2). 

В одном аспекте данное описание предлагает полинуклеотид, содержащий нуклеотидную последо-

вательность, имеющий по меньшей мере 95% идентичность с последовательностью CS04-SC1-NA  

(SEQ ID NO: 9), причем полинуклеотид кодирует одноцепочечный полипептид фактора VIII. 

В одном аспекте данное описание предлагает полинуклеотид, содержащий нуклеотидную последо-

вательность, имеющий по меньшей мере 95% идентичность с последовательностью CS04-SC2-NA  

(SEQ ID NO: 11), причем полинуклеотид кодирует одноцепочечный полипептид фактора VIII. 

В одном аспекте данное описание предлагает полинуклеотид, содержащий нуклеотидную последо-

вательность, имеющий по меньшей мере 95% идентичность с последовательностью CS01-SC1-NA  

(SEQ ID NO: 26), причем полинуклеотид кодирует одноцепочечный полипептид фактора VIII. 
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В одном аспекте данное описание предлагает полинуклеотид, содержащий нуклеотидную последо-

вательность, имеющий по меньшей мере 95% идентичность с последовательностью CS01-SC2-NA  

(SEQ ID NO: 27), причем полинуклеотид кодирует одноцепочечный полипептид фактора VIII. 

В одном аспекте данное описание предлагает полинуклеотид, содержащий нуклеотидную последо-

вательность, имеющий по меньшей мере 95% идентичность с последовательностью CS23-SC1-NA  

(SEQ ID NO: 28), причем полинуклеотид кодирует одноцепочечный полипептид фактора VIII. 

В одном аспекте данное описание предлагает полинуклеотид, содержащий нуклеотидную последо-

вательность, имеющий по меньшей мере 95% идентичность с последовательностью CS23-SC2-NA  

(SEQ ID NO: 29), причем полинуклеотид кодирует одноцепочечный полипептид фактора VIII. 

В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, нуклеотидная последователь-

ность имеет по меньшей мере 96% идентичность с соответствующей полноразмерной полинуклеотидной 

последовательностью (например, 

 
В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, нуклеотидная последователь-

ность имеет по меньшей мере 97% идентичность с соответствующей полноразмерной полинуклеотидной 

последовательностью (например, 

 
В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, нуклеотидная последователь-

ность имеет по меньшей мере 98% идентичность с соответствующей полноразмерной полинуклеотидной 

последовательностью (например, 

 
В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, нуклеотидная последователь-

ность имеет по меньшей мере 99% идентичность с соответствующей полноразмерной полинуклеотидной 

последовательностью (например, 

 
В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, нуклеотидная последователь-

ность имеет по меньшей мере 99,5% идентичность с соответствующей полноразмерной полинуклеотид-

ной последовательностью (например, 

 
В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, нуклеотидная последователь-

ность имеет по меньшей мере 99,9% идентичность с соответствующей полноразмерной полинуклеотид-

ной последовательностью (например, 

 
В одном варианте реализации описанных выше полинуклеотидов нуклеотидная последовательность 

представляет собой последовательность CS04-SC1-NA (SEQ ID NO: 9). 

В одном варианте реализации описанных выше полинуклеотидов нуклеотидная последовательность 

представляет собой последовательность CS04-SC2-NA (SEQ ID NO: 11). 

В одном варианте реализации описанных выше полинуклеотидов нуклеотидная последовательность 

представляет собой последовательность CS01-SC1-NA (SEQ ID NO: 26). 

В одном варианте реализации описанных выше полинуклеотидов нуклеотидная последовательность 

представляет собой последовательность CS01-SC2-NA (SEQ ID NO: 27). 
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В одном варианте реализации описанных выше полинуклеотидов нуклеотидная последовательность 

представляет собой последовательность CS23-SC1-NA (SEQ ID NO: 28). 

В одном варианте реализации описанных выше полинуклеотидов нуклеотидная последовательность 

представляет собой последовательность CS23-SC2-NA (SEQ ID NO: 29). 

В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, нуклеотидная последователь-

ность имеет по меньшей мере 95% идентичность по отношению к последовательности, выбранной из 

группы, состоящей из 

 

 
В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, нуклеотидная последователь-

ность имеет по меньшей мере 96% идентичность по отношению к последовательности, выбранной из 

группы, состоящей из 
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В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, нуклеотидная последователь-

ность имеет по меньшей мере 97% идентичность по отношению к последовательности, выбранной из 

группы, состоящей из 
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В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, нуклеотидная последователь-

ность имеет по меньшей мере 98% идентичность по отношению к последовательности, выбранной из 

группы, состоящей из 
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В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, нуклеотидная последователь-

ность имеет по меньшей мере 99% идентичность по отношению к последовательности, выбранной из 

группы, состоящей из 
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В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, нуклеотидная последователь-

ность имеет по меньшей мере 99,5% идентичность по отношению к последовательности, выбранной из 

группы, состоящей из 
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В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, нуклеотидная последователь-

ность имеет по меньшей мере 99,5% идентичность по отношению к последовательности, выбранной из 

группы, состоящей из 
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В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, нуклеотидная последователь-

ность выбрана из группы, состоящей из 

 

 
В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, кодируемый полипептид факто-
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ра VIII содержит гликозилируемый полипептид, расположенный между двумя последовательными ами-

нокислотами. 

В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, кодируемый полипептидный 

линкер содержит в себе гликозилируемый пептид с аминокислотной последовательностью, имеющей по 

меньшей мере 92% идентичность с гликозилируемым пептидом, выбранным из группы, состоящей из 

NG1-AA, NG4-AA, NG5-AA, NG6-AA, NG7-AA, NG9-AA, NG10-AA, NG16-AA, NG17-AA, NG18-AA, 

NG19-AA, NG2 0-AA, NG21-AA и NGV-AA. 

В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, кодируемый полипептидный 

линкер содержит гликозилируемый пептид с аминокислотной последовательностью, выбранной из груп-

пы, состоящей из NG1-AA, NG4-AA, NG5-AA, NG6-AA, NG7-AA, NG9-АА, NG10-AA, NG16-AA,  

NG17-AA, NG18-AA, NG19-AA, NG20-AA, NG21-AA и NGV-AA. 

В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, гликозилируемый пептид коди-

руется полинуклеотидом с нуклеотидной последовательностью, имеющей по меньшей мере 95% иден-

тичность с последовательностью, выбранной из группы, состоящей из NG1-NA, NG4-NA, NG5-NA, 

 NG6-NA, NG7-NA, NG9-NA, NG10-NA, NG16-NA, NG17-NA, NG18-NA, NG19-NA, NG20-NA,  

NG21-NA и NGV-NA. 

В одном варианте реализации описанных выше полинуклеотидов гликозилируемый пептид кодиру-

ется полинуклеотидом с нуклеотидной последовательностью, выбранной из группы, состоящей из  

NG1-NA, NG4-NA, NG5-NA, NG6-NA, NG7-NA, NG9-NA, NG10 -NA, NG16-NA, NG17-NA, NG18-NA, 

NG19-NA, NG20-NA, NG21-NA и NGV-NA. 

В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, полипептидный линкер кодиру-

ется третьей нуклеотидной последовательностью, имеющей по меньшей мере 95% идентичность с по-

следовательностью, выбранной из группы, состоящей из BDLNG1-NA, BDLNG3-NA, BDLNG5-NA, 

BDLNG6-NA, BDLNG9-NA, BDLNG10-NA, BDLNG16-NA, BDLNG17-NA, BDLNG18-NA,  

BDLNG19-NA, BDLNG20-NA и BDLNG21-NA. 

В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, кодируемый полипептид факто-

ра VIII содержит аминокислотную замену F328S (SPI, F309S SPE) в сравнении с FVIII-FL-AA  

(SEQ ID NO: 19). 

В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, кодируемый полипептид факто-

ра VIII содержит аминокислотные замены I105V, A127S, G151K, М166Т и L171P (SPI; I86V, A108S, 

G132K, М147Т и L152P, SPE соответственно) в сравнении с FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19). 

В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, кодируемый полипептид факто-

ра VIII содержит а) аминокислотные делеции AIEPR755-759 в сравнении с FVIII-FL-AA  

(SEQ ID NO: 19) и б) аминокислотные вставки TTYVNRSL (SEQ ID NO: 33) после N754 в сравнении с 

FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19). В некоторых вариантах реализации (например, когда кодируемая молеку-

ла FVIII содержит часть N-концевой области В-домена дикого типа), кодируемый полипептид фактора 

VIII также содержит аминокислотные делеции SF760-761 в сравнении с FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19). 

В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, кодируемый полипептид факто-

ра VIII содержит а) аминокислотную замену F328S (SPI; F309S SPE) в сравнении с FVIII-FL-AA  

(SEQ ID NO: 19) и б) аминокислотные замены C1918G и C1922G (SPI; C1899G и С1903 SPE соответст-

венно) в сравнении с FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19). 

В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, кодируемый полипептид факто-

ра VIII содержит а) аминокислотную замену F328S (SPI; F309S SPE) в сравнении с FVIII-FL-AA  

(SEQ ID NO: 19) и б) аминокислотные замены I105V, A127S, G151K, М166Т и L171P (SPI; I86V, A108S, 

G132K, М147Т и L152P, SPE соответственно) в сравнении с FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19). 

В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, кодируемый полипептид факто-

ра VIII содержит а) аминокислотную замену F328S в сравнении с FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19), б) ами-

нокислотные делеции AIEPR755-759, в сравнении с FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19) и в) аминокислотную 

вставку TTYVNRSL (SEQ ID NO: 33) после N754 в сравнении с FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19). В некото-

рых вариантах реализации (например, когда кодируемая молекула FVIII содержит часть N-концевой об-

ласти В-домена дикого типа), кодируемый полипептид фактора VIII также содержит аминокислотные 

делеции SF760-761 в сравнении с FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19). 

В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, кодируемый полипептид факто-

ра VIII содержит а) аминокислотные замены I105V, A127S, G151K, М166Т и L171P в сравнении с FVIII-

FL-AA (SEQ ID NO: 19), б) аминокислотные делеции AIEPR755-759, в сравнении с FVIII-FL-AA  

(SEQ ID NO: 19) и в) аминокислотную вставку TTYVNRSL (SEQ ID NO: 33) после N754 в сравнении с 

FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19). В некоторых вариантах реализации (например, когда кодируемая молеку-

ла FVIII содержит часть N-концевой области В-домена дикого типа), кодируемый полипептид фактора 

VIII также содержит аминокислотные делеции SF760-761 в сравнении с FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19). 

В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, кодируемый полипептид факто-

ра VIII содержит а) аминокислотную замену F328S в сравнении с FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19), б) ами-

нокислотные замены C1918G и C1922G в сравнении с FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19) и в) аминокислот-
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ные замены I105V, A127S, G151K, М166Т и L171P в сравнении с FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19). 

В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, кодируемый полипептид факто-

ра VIII содержит а) аминокислотную замену F328S в сравнении с FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19), б) ами-

нокислотные замены C1918G и C1922G в сравнении с FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19), в) аминокислотные 

делеции AIEPR755-759 в сравнении с FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19) и г) аминокислотную вставку 

TTYVNRSL (SEQ ID NO: 33) после N754 в сравнении с FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19). В некоторых ва-

риантах реализации (например, когда кодируемая молекула FVIII содержит часть N-концевой области  

В-домена дикого типа), кодируемый полипептид фактора VIII также содержит аминокислотные делеции 

SF760-761 в сравнении с FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19). 

В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, кодируемый полипептид факто-

ра VIII содержит а) аминокислотные замены I105V, A127S, G151K, М166Т и L171P в сравнении с  

FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19), б) аминокислотную замену F328S в сравнении с FVIII-FL-AA  

(SEQ ID NO: 19), в) аминокислотные замены C1918G и C1922G в сравнении с FVIII-FL-AA  

(SEQ ID NO: 19), г) аминокислотные делеции AIEPR755-759 в сравнении с FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19) 

и д) аминокислотную вставку TTYVNRSL (SEQ ID NO: 33) после N754 в сравнении с FVIII-FL-AA  

(SEQ ID NO: 19). В некоторых вариантах реализации (например, когда кодируемая молекула FVIII со-

держит часть N-концевой области В-домена дикого типа), кодируемый полипептид фактора VIII также 

содержит аминокислотные делеции SF760-761 в сравнении с FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19). 

В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, полинуклеотид также содержит 

промоторный элемент, функционально связанный с полинуклеотидом, кодирующим полипептид фактора 

VIII. 

В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, полинуклеотид также содержит 

энхансерный элемент, функционально связанный с полинуклеотидом, кодирующим полипептид фактора 

VIII. 

В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, полинуклеотид также содержит 

элемент полиаденилирования, функционально связанный с полинуклеотидом, кодирующим полипептид 

фактора VIII. 

В одном варианте реализации полинуклеотидов, описанных выше, полинуклеотид также содержит 

интрон, оперативно связанный с нуклеотидной последовательностью, кодирующей полипептид фактора 

VIII. 

В одном варианте реализации описанных выше полинуклеотидов интрон расположен между про-

моторным элементом и сайтом инициации трансляции (например, первым кодирующим ATG) нуклео-

тидной последовательности, кодирующей полипептид фактора VIII. 

В другом аспекте описание предлагает вектор генной терапии млекопитающих, содержащий поли-

нуклеотид, как описано выше. 

В одном варианте реализации вектора генной терапии млекопитающих, описанного выше, вектор 

генной терапии млекопитающих представляет собой вектор аденоассоциированного вируса (AAV). 

В одном варианте реализации вектора генной терапии млекопитающих, описанного выше, вектор 

AAV представляет собой вектор AAV-8. 

В другом аспекте описание предлагает способ лечения гемофилии А, включающий введение паци-

енту, нуждающемуся в этом, вектора генной терапии млекопитающих, как описано выше. 

В другом аспекте описание предлагает вектор генной терапии млекопитающих, как описано выше 

для лечения гемофилии А. 

В другом аспекте описание предлагает использование вектора генной терапии млекопитающих, как 

описано выше, для изготовления лекарственного средства для лечения гемофилии А. 

В другом аспекте описание предлагает полипептид фактора VIII, содержащий легкую цепь, тяже-

лую цепь и полипептидный линкер, соединяющий С-конец тяжелой цепи с N-концом легкой цепи. Тяже-

лая цепь полипептида фактора VIII имеет последовательность, по меньшей мере на 95% идентичную 

последовательности CS01-HC-AAm23. Легкая цепь полипептида фактора VIII имеет последовательность, 

по меньшей мере на 95% идентичную последовательности CS01-LC-AAm23. Полипептидный линкер 

полипептида фактора VIII содержит фуриновый сайт расщепления. Полипептид фактора VIII содержит  

i) аминокислотные замены I105V, A127S, G151K, М166Т и L171P, ii) аминокислотные делеции 

AIEPR755-759 в сравнении с FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19) и iii) аминокислотную вставку TTYVNRSL 

(SEQ ID NO: 33) после N754 в сравнении с FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19). 

В другом аспекте данное описание предлагает полипептид фактора VIII, содержащий легкую цепь, 

тяжелую цепь и полипептидный линкер, соединяющий С-конец тяжелой цепи с N-концом легкой цепи. 

Тяжелая цепь полипептида фактора VIII имеет последовательность, по меньшей мере на 95% идентич-

ную последовательности CS01-HCAAm123. Легкая цепь полипептида фактора VIII имеет последова-

тельность, по меньшей мере на 95% идентичную последовательности CS01-LCAAm123. Полипептидный 

линкер полипептида фактора VIII содержит фуриновый сайт расщепления. Полипептид фактора VIII со-

держит i) аминокислотные замены I105V, A127S, G151K, М166Т и L171P, ii) аминокислотные делеции 

AIEPR755-759 в сравнении с FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19), iii) аминокислотную вставку TTYVNRSL 
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(SEQ ID NO: 33) после N754 в сравнении с FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19), iv) аминокислотную замену 

F328S. 

В другом аспекте описание предлагает полипептид фактора VIII, содержащий легкую цепь, тяже-

лую цепь и полипептидный линкер, соединяющий С-конец тяжелой цепи с N-концом легкой цепи. Тяже-

лая цепь полипептида фактора VIII имеет последовательность, по меньшей мере на 95% идентичную 

последовательности CS01-HC-AAm234. Легкая цепь полипептида фактора VIII имеет последователь-

ность, по меньшей мере на 95% идентичную последовательности CS01-LC-AAm234. Полипептидный 

линкер полипептида фактора VIII содержит фуриновый сайт расщепления. 

Полипептид фактора VIII содержит i) аминокислотные замены I105V, A127S, G151K, М166Т и 

L171P, ii) аминокислотные делеции AIEPR755-759 в сравнении с FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19), iii) ами-

нокислотную вставку TTYVNRSL (SEQ ID NO: 33) после N754 в сравнении с FVIII-FL-AA  

(SEQ ID NO: 19) и iv) аминокислотные замены F328S/C1918G/C1922G. 

В одном варианте реализации описанных полипептидов фактора VIII тяжелая цепь полипептида 

фактора VIII имеет последовательность, по меньшей мере на 96% идентичную последовательности соот-

ветствующей тяжелой цепи (например, CS01-HC-AAm23, CS01-HCAAm123 или CS01-НС-AAm234), а 

легкая цепь полипептида фактора FVIII имеет последовательность, по меньшей мере на 96% идентичную 

соответствующей последовательности легкой цепи (например, CS01-LC-AAm23, CS01-LCAAm123 или 

CS01-LC-AAm234). 

В одном варианте реализации описанных полипептидов фактора VIII тяжелая цепь полипептида 

фактора VIII имеет последовательность, по меньшей мере на 97% идентичную последовательности соот-

ветствующей тяжелой цепи (например, CS01-HC-AAm23, CS01-HCAAm123 или CS01-НС-AAm234), а 

легкая цепь полипептида фактора FVIII имеет последовательность, по меньшей мере на 97% идентичную 

соответствующей последовательности легкой цепи (например, CS01-LC-AAm23, CS01-LCAAm123 или 

CS01-LC-AAm234). 

В одном варианте реализации описанных полипептидов фактора VIII тяжелая цепь полипептида 

фактора VIII имеет последовательность, по меньшей мере на 98% идентичную последовательности соот-

ветствующей тяжелой цепи (например, CS01-HC-AAm23, CS01-HCAAm123 или CS01-НС-AAm234), а 

легкая цепь полипептида фактора FVIII имеет последовательность, по меньшей мере на 98% идентичную 

соответствующей последовательности легкой цепи (например, CS01-LC-AAm23, CS01-LCAAm123 или 

CS01-LC-AAm234). 

В одном варианте реализации описанных полипептидов фактора VIII тяжелая цепь полипептида 

фактора VIII имеет последовательность, по меньшей мере на 99% идентичную последовательности соот-

ветствующей тяжелой цепи (например, CS01-HC-AAm23, CS01-HCAAm123 или CS01-НС-AAm234), а 

легкая цепь полипептида фактора FVIII имеет последовательность, по меньшей мере на 99% идентичную 

соответствующей последовательности легкой цепи (например, CS01-LC-AAm23, CS01-LCAAm123 или 

CS01-LC-AAm234). 

В одном варианте реализации описанных полипептидов фактора VIII тяжелая цепь полипептида 

фактора VIII имеет последовательность, по меньшей мере на 99,5% идентичную последовательности 

соответствующей тяжелой цепи (например, CS01-HC-AAm23, CS01-HCAAm123 или CS01-НС-AAm234), 

а легкая цепь полипептида фактора FVIII имеет последовательность, по меньшей мере на 99,5% иден-

тичную соответствующей последовательности легкой цепи (например, CS01-LC-AAm23,  

CS01-LCAAm123 или CS01-LC-AAm234). 

В одном варианте реализации описанных полипептидов фактора VIII тяжелая цепь полипептида 

фактора VIII имеет последовательность, идентичную последовательности соответствующей тяжелой це-

пи (например, CS01-HC-AAm23, CS01-HC-AAm123 или CS01-НС-AAm234), а легкая цепь полипептида 

фактора FVIII имеет последовательность, идентичную соответствующей последовательности легкой це-

пи (например, CS01-LC-AAm23, CS01-LC-AAm123 или CS01-LC-AAm234). 

В одном варианте реализации полипептидов фактора VIII, описанных выше, полипептидный лин-

кер имеет по меньшей мере 95% идентичность с последовательностью BDL-SQ-AA (SEQ ID NO: 30). 

В одном варианте реализации полипептидов фактора VIII, описанных выше, полипептидный лин-

кер имеет аминокислотную последовательность BDL-SQ-AA (SEQ ID NO: 30). 

В одном варианте реализации полипептидов фактора VIII, описанных выше, полипептидный лин-

кер содержит гликозилируемый пептид с аминокислотной последовательностью, имеющей по меньшей 

мере 92% идентичность с гликозилируемым пептидом, выбранным из группы, состоящей из NG1-AA, 

NG4-AA, NG5-AA, NG6-AA, NG7-AA, NG9-AA, NG10-AA, NG16-AA, NG17-AA, NG18-AA, NG19-AA, 

NG20-AA, NG21-AA и NGV-AA. 

В одном варианте реализации полипептидов фактора VIII, описанных выше, полипептидный лин-

кер содержит гликозилируемый пептид, выбранный из группы, состоящей из NG1-AA, NG4-AA,  

NG5-АА, NG6-AA, NG7-AA, NG9-AA, NG10-АА, NG16-AA, NG17-AA, NG18-AA, NG19-AA, NG20-AA, 

NG21-AA и NGV-AA. 

В одном варианте реализации полипептидов фактора VIII, описанных выше, полипептидный лин-

кер имеет аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере 95% идентичность с после-
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довательностью, выбранной из группы, состоящей из BDLNG1-АА, BDLNG3-AA, BDLNG5-AA, 

BDLNG6-AA, BDLNG9-AA, BDLNG10-AA, BDLNG16-AA, BDLNG17-AA, BDLNG18-AA,  

BDLNG19-AA, BDLNG20-AA и BDLNG21-AA. 

В одном варианте реализации полипептидов фактора VIII, описанных выше, полипептидный лин-

кер имеет аминокислотную последовательность, выбранную из группы, состоящей из BDLNG1-AA, 

BDLNG3-AA, BDLNG5-AA, BDLNG6-AA, BDLNG9-AA, BDLNG10-NA, BDLNG16-АА, BDLNG17-AA, 

BDLNG18-AA, BDLNG19-AA, BDLNG20-AA и BDLNG21-АА. 

В другом аспекте описание предлагает полипептид фактора VIII, имеющий аминокислотную после-

довательность по меньшей мере с 95% идентичностью с последовательностью CS40-FL-AAm23  

(SEQ ID NO: 104). Полипептид фактора VIII содержит i) аминокислотные замены I105V, A127S, G151K, 

М166Т и L171P, ii) аминокислотные делеции AIEPR755-759 в сравнении с FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19) 

и iii) аминокислотную вставку TTYVNRSL (SEQ ID NO: 33) после N754 в сравнении с FVIII-FL-AA 

(SEQ ID NO: 19). 

В другом аспекте описание предлагает полипептид фактора VIII, имеющий аминокислотную после-

довательность по меньшей мере с 95% идентичностью с последовательностью CS40-FL-AAm123. Поли-

пептид фактора VIII содержит i) аминокислотные замены I105V, A127S, G151K, М166Т и L171P, ii) ами-

нокислотные делеции AIEPR755-759 в сравнении с FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19), iii) аминокислотную 

вставку TTYVNRSL (SEQ ID NO: 33) после N754 в сравнении с FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19) и iv) ами-

нокислотную замену F328S. 

В другом аспекте описание предлагает полипептид фактора VIII, имеющий аминокислотную после-

довательность по меньшей мере с 95% идентичностью с последовательностью CS40-FL-AAm234. Поли-

пептид фактора VIII содержит i) аминокислотные замены I105V, A127S, G151K, М166Т и L171P, ii) ами-

нокислотные делеции AIEPR755-759 в сравнении с FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19), iii) аминокислотную 

вставку TTYVNRSL (SEQ ID NO: 33) после N754 в сравнении с FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19) и iv) ами-

нокислотные замены F328S/C1918G/C1922G. 

В одном варианте реализации описанных полипептидов фактора VIII полипептид фактора VIII име-

ет последовательность, по меньшей мере на 96% идентичную соответствующей полноразмерной после-

довательности (например, CS40-FL-AAm23 (SEQ ID NO: 104), CS40-FL-AAm123 или CS40-FL-AAm234). 

В одном варианте реализации описанных полипептидов фактора VIII полипептид фактора VIII име-

ет последовательность, по меньшей мере на 97% идентичную соответствующей полноразмерной после-

довательности (например, CS40-FL-AAm23 (SEQ ID NO: 104), CS40-FL-AAm123 или CS40-FL-AAm234). 

В одном варианте реализации описанных полипептидов фактора VIII полипептид фактора VIII име-

ет последовательность, по меньшей мере на 98% идентичную соответствующей полноразмерной после-

довательности (например, CS40-FL-AAm23 (SEQ ID NO: 104), CS40-FL-AAm123 или CS40-FL-AAm234). 

В одном варианте реализации описанных полипептидов фактора VIII полипептид фактора VIII име-

ет последовательность, по меньшей мере на 99% идентичную соответствующей полноразмерной после-

довательности (например, CS40-FL-AAm23 (SEQ ID NO: 104), CS40-FL-AAm123 или CS40-FL-AAm234). 

В одном варианте реализации описанных полипептидов фактора VIII полипептид фактора VIII име-

ет последовательность, по меньшей мере на 99,5% идентичную соответствующей полноразмерной по-

следовательности (например, CS40-FL-AAm23 (SEQ ID NO: 104), CS40-FL-AAm123 или  

CS40-FL-AAm234). 

В одном варианте реализации описанных полипептидов фактора VIII полипептид фактора VIII име-

ет последовательность, идентичную соответствующей полноразмерной последовательности (например, 

CS40-FL-AAm23 (SEQ ID NO: 104), CS40-FL-AAm123, или CS40-FL-AAm234). 

Краткое описание графических материалов 

На фиг. 1 изображены схематические иллюстрации белковых конструкций фактора VIII человека 

дикого типа и ReFacto-типа. 

На фиг. 2А и 2В изображена нуклеотидная последовательность CS04 с измененными кодонами 

(SEQ ID NO: 1), кодирующая вариант фактора VIII в соответствии с некоторыми вариантами реализации 

("CS04-FL-NA" для полноразмерной кодирующей последовательности). 

На фиг. 3 изображена аминокислотная последовательность фактора VIII (SEQ ID NO: 2), кодируе-

мая нуклеотидной последовательностью CS04 с измененными кодонами, в соответствии с некоторыми 

вариантами реализации ("CS04-FL-AA" для полноразмерной аминокислотной последовательности). 

На фиг. 4 изображена часть нуклеотидной последовательности CS04 с измененными кодонами 

(SEQ ID NO: 3), кодирующая тяжелую цепь варианта фактора VIII в соответствии с некоторыми вариан-

тами реализации ("CS04-HC-NA"). 

На фиг. 5 изображена часть нуклеотидной последовательности CS04 с измененными кодонами 

(SEQ ID NO: 4), кодирующая легкую цепь варианта фактора VIII в соответствии с некоторыми варианта-

ми реализации ("CS04-LC-NA"). 

На фиг. 6 изображены примерные кодирующие последовательности (SEQ ID NO: 5-7 и 36-48 соот-

ветственно, в порядке появления) для замещенных В-доменных линкеров в соответствии с некоторыми 

вариантами реализации. BDLO01 (SEQ ID NO: 5), BDLO04 (SEQ ID NO: 6) и BDLO23 (SEQ ID NO: 7) 
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являются соответствующими частями CS01, CS04 и CS23 нуклеотидных последовательностей с изме-

ненными кодонами, которые кодируют линкер, замещаемый В-домен, соответственно. 

На фиг. 7А, 7В и 7С изображена векторная последовательность AAV (SEQ ID NO: 8), содержащая 

нуклеотидную последовательность CS04 с измененными кодонами, в соответствии с некоторыми вари-

антами реализации ("CS04-AV-NA"). 

На фиг. 8А и 8В изображена нуклеотидная последовательность CS01m1 с измененными кодонами 

(SEQ ID NO: 49), кодирующая вариант фактора VIII с аминокислотной заменой F328S в соответствии с 

некоторыми вариантами реализации ("CS01m1-FL-NA"). 

На фиг. 9А и 9В изображена нуклеотидная последовательность CS04∆ с измененными кодонами 

(760-1667) (SPI; CS04∆ (741-1648), SPE) (SEQ ID NO: 9), кодирующая одноцепочечный вариант фактора 

VIII в соответствии с некоторыми вариантами реализации ("CS04-SC1-NA"). 

На фиг. 10 изображена аминокислотная последовательность варианта фактора VIII  

(SEQ ID NO: 10), кодируемая CS01∆ (760-1667) (SPI; CS01∆ (741-1648), SPE), CS04∆ (760-1667) (SPI, 

CS04∆ (741-1648), SPE) и CS23∆ (760-1667) (SPI; CS23∆ (741-1648), SPE) нуклеотидными последова-

тельностями с измененными кодонами в соответствии с некоторыми вариантами реализации  

("CS01-SC1-AA" "CS04-SC1-AA" и "CS23-SC1-AA" соответственно). 

На фиг. 11А и 11В изображена нуклеотидная последовательность CS04∆ с измененными кодонами 

(772-1667) (SPI; CS04∆ (753-1648), SPE) (SEQ ID NO: 11), кодирующая одноцепочечный вариант фактора 

VIII в соответствии с некоторыми вариантами реализации ("CS04-SC2-NA"). 

На фиг. 12 изображена аминокислотная последовательность фактора VIII (SEQ ID NO: 12), коди-

руемая CS01∆ (772-1667) (SPI; CS01∆ (753-1648), SPE), CS04∆ (772-1667) (SPI, CS04∆ (753-1648), SPE) и 

CS23∆ (772-1667) (SPI; CS23∆ (753-1648), SPE) нуклеотидными последовательностями с измененными 

кодонами, в соответствии с некоторыми вариантами реализации ("CS01-SC2-AA" "CS04-SC2-AA" и 

"CS23-SC2-AA" соответственно). 

На фиг. 13А и 13В изображены аминокислотные и нуклеотидные последовательности для типовых 

гликозилируемых пептидов, которые вставляются в линкер, замещающий В-домен в соответствии с не-

которыми вариантами реализации. "NG1" или "NG1-АА" представляют собой код аминокислотной по-

следовательности, показанный в верхней строке. "NG1-NA" представляют собой код последовательности 

нуклеиновой кислоты, показанный в нижней строке для каждого набора. На фиг. 13А и 13В изображены 

аминокислотные последовательности SEQ ID NO: 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 и 75 и нук-

леотидные последовательности SEQ ID NO: 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72 и 74 соответствен-

но, в порядке упоминания. 

На фиг. 14 изображены результаты предсказания in silico N-гликозилирования in vivo В-домена 

фактора VIII дикого типа. На фигуре изображены SEQ ID NO: 76 и 76-82 соответственно, в порядке их 

упоминания. 

На фиг. 15 изображены результаты предсказания in silico N-гликозилирования in vivo пептидного 

линкера V3. На фигуре изображены SEQ ID NO: 83 и 83-89 соответственно, в порядке их упоминания. 

На фиг. 16А и 16В изображена нуклеотидная последовательность CS01 с измененными кодонами 

(SEQ ID NO: 13), кодирующая вариант фактора VIII в соответствии с некоторыми вариантами реализа-

ции ("CS01-FL-NA"). 

На фиг. 17А и 17В изображена нуклеотидная последовательность CS08 с измененными кодонами 

(SEQ ID NO: 14), кодирующая вариант фактора VIII в соответствии с некоторыми вариантами реализа-

ции ("CS08-FL-NA"). 

На фиг. 18А и 18В изображена нуклеотидная последовательность CS10 с измененными кодонами 

(SEQ ID NO: 15), кодирующая вариант фактора VIII в соответствии с некоторыми вариантами реализа-

ции ("CS10-FL-NA"). 

На фиг. 19А и 19В изображена нуклеотидная последовательность CS11 с измененными кодонами 

(SEQ ID NO: 16), кодирующая вариант фактора VIII в соответствии с некоторыми вариантами реализа-

ции ("CS11-FL-NA"). 

На фиг. 20А и 20В изображена кодирующая последовательность ReFacto дикого типа CS40  

(SEQ ID NO: 17) в соответствии с некоторыми вариантами реализации ("CS40-FL-NA"). 

На фиг. 21А и 21В изображена нуклеотидная последовательность СН25 с измененными кодонами 

(SEQ ID NO: 18), кодирующая вариант фактора VIII в соответствии с некоторыми вариантами реализа-

ции ("CH25-FL-NA"). 

На фиг. 22 изображена аминокислотная последовательность фактора VIII дикого типа человека 

(SEQ ID NO: 19) в соответствии с некоторыми вариантами реализации ("FVIII-FL-AA"). 

На фиг. 2 3 изображена схема клонирования конструкций pCS40, pCS01, pCS04, pCS08, pCS10, 

pCS11 и pCh25 путем вставки синтетических последовательностей ДНК BDD-FVIII типа Refacto в век-

торную основную цепь pCh-BB01 с помощью сайтов рестрикции AscI и NotI. 

На фиг. 24 изображена целостность препаратов генома AAV-вектора, анализируемая с помощью 

электрофореза в агарозном геле. Дорожка 1, маркер ДНК; дорожка 2, VCS40; дорожка 3, vCS01; дорожка 
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4, vCS04. AAV-векторы все имеют одинаковые размеры генома, мигрирующие примерно на 5 кб (стрел-

ка, правая сторона). Шкала с левой стороны указывает размер фрагментов ДНК в килобазах (кб). 

На фиг. 25 изображен белковый анализ векторных препаратов AAV с помощью PAGE и окрашива-

ния серебром. Дорожка 1, маркер белка (М); дорожка 2, VCS40; дорожка 3, vCS01 и дорожка 4, vCS04. 

Все конструкции имеют одинаковые капсиды AAV8, состоящие из VP1, VP2 и VP3 (стрелки справа). 

Шкала на левой стороне указывает размер маркера белка в килодальтонах (кДа). 

На фиг. 26А и 26В изображена нуклеотидная последовательность CS23 с измененными кодонами 

(SEQ ID NO: 20), кодирующая вариант фактора VIII в соответствии с некоторыми вариантами реализа-

ции ("CS23-FL-NA"). 

На фиг. 27 изображена аминокислотная последовательность фактора VIII (SEQ ID NO: 21), коди-

руемая нуклеотидной последовательностью CS23 с измененными кодонами, в соответствии с некоторы-

ми вариантами реализации ("CS23-FL-AA"). 

На фиг. 28 изображена часть нуклеотидной последовательности CS23 с измененными кодонами 

(SEQ ID NO: 22), кодирующая тяжелую цепь варианта фактора VIII в соответствии с некоторыми вари-

антами реализации ("CS23-HC-NA"). 

На фиг. 29 изображена часть нуклеотидной последовательности CS23 с измененными кодонами 

(SEQ ID NO: 23), кодирующая легкую цепь варианта фактора VIII в соответствии с некоторыми вариан-

тами реализации ("CS23-LC-NA"). 

На фиг. 30А и 30В изображена нуклеотидная последовательность CS01m13 с измененными кодона-

ми (SEQ ID NO: 90), кодирующая вариант фактора VIII с аминокислотными заменами m1 (F328S) и m3 в 

соответствии с некоторыми вариантами реализации ("CS01-FL-NA-m13"). 

На фиг. 31А и 31В изображена нуклеотидная последовательность CS01m23 с измененными кодона-

ми (SEQ ID NO: 91), кодирующая вариант фактора VIII с наборами мутаций m2 и m3 в соответствии с 

некоторыми вариантами реализации ("CS01-FL-NA-m23"). 

На фиг. 32А и 32В изображена нуклеотидная последовательность CS01m3 с измененными кодона-

ми (SEQ ID NO: 92), кодирующая вариант фактора VIII с аминокислотными заменами m3 в соответствии 

с некоторыми вариантами реализации ("CS01-FL-NA-m3"). 

На фиг. 33А и 33В изображена нуклеотидная последовательность CS01m2 с измененными кодона-

ми (SEQ ID NO: 93), кодирующая вариант фактора VIII с набором мутаций m2 

(I105V/A127S/G151K/M166T/L171P (SPI)) в соответствии с некоторыми вариантами реализации  

("CS01-FL-NA-m2"). 

На фиг. 34А и 34В изображена нуклеотидная последовательность CS04m2 с измененными кодона-

ми (SEQ ID NO: 94), кодирующая вариант фактора VIII с набором мутаций m2 

(I105V/A127S/G151K/M166T/L171P (SPI)) в соответствии с некоторыми вариантами реализации  

("CS01-FL-NA-m2"). 

На фиг. 35А и 35В изображена нуклеотидная последовательность CS04m3 с измененными кодона-

ми (SEQ ID NO: 95), кодирующая вариант фактора VIII с аминокислотными заменами m3 в соответствии 

с некоторыми вариантами реализации ("CS04-FL-NA-m3"). 

На фиг. 36А и 36В изображена нуклеотидная последовательность CS04m23 с измененными кодона-

ми (SEQ ID NO: 96), кодирующая вариант фактора VIII с мутантным комплексом m2 

(I105V/A127S/G151K/M166T/L171P (SPI)) и аминокислотной заменой m3 в соответствии с некоторыми 

вариантами реализации ("CS04-FL-NA-m23"). 

На фиг. 37А и 37В изображена нуклеотидная последовательность CS04m1 с измененными кодона-

ми (SEQ ID NO: 97), кодирующая вариант фактора VIII с аминокислотной заменой m1 (F328S) в соответ-

ствии с некоторыми вариантами реализации ("CS04-FL-NA-m1"). 

На фиг. 38А и 38В изображена нуклеотидная последовательность CS04m13 с измененными кодона-

ми (SEQ ID NO: 98), кодирующая вариант фактора VIII с аминокислотными заменами m1 и m3 в соот-

ветствии с некоторыми вариантами реализации ("CS04-FL-NA-m13"). 

На фиг. 39А и 39В изображена нуклеотидная последовательность CS23m13 с измененными кодона-

ми (SEQ ID NO: 99), кодирующая вариант фактора VIII с аминокислотными заменами m1 и m3 в соот-

ветствии с некоторыми вариантами реализации ("CS23m13-FL-NA"). 

На фиг. 40А и 40В изображена нуклеотидная последовательность CS23m3 с измененными кодона-

ми (SEQ ID NO: 100), кодирующая вариант фактора VIII с аминокислотными заменами m3 в соответст-

вии с некоторыми вариантами реализации ("CS23-FL-NA-m3"). 

На фиг. 41А и 41В изображена нуклеотидная последовательность CS23m2 (SEQ ID NO: 101), коди-

рующая вариант фактора VIII с набором мутаций m2 (аминокислотные замены 

I105V/A127S/G151K/M166T/L171P) в соответствии с некоторыми вариантами реализации  

("CS23-FL-NA-m2"). 

На фиг. 42А и 42В изображена нуклеотидная последовательность CS23m1 с измененными кодона-

ми (SEQ ID NO: 102), кодирующая вариант фактора VIII с аминокислотной заменой m1 (F32 8S) в соот-

ветствии с некоторыми вариантами реализации ("CS2 3-FL-NA-m1"). 

На фиг. 43А и 43В изображена нуклеотидная последовательность CS23m23 с измененными кодона-
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ми (SEQ ID NO: 103), кодирующая вариант фактора VIII с набором мутаций m2 (аминокислотные заме-

ны I105V/A127S/G151K/M166T/L171P) и m3 аминокислотными заменами в соответствии с некоторыми 

вариантами реализации ("CS23-FL-NA-m23"). 

На фиг. 44 изображено клонирование конструкций pCS, выполненное путем вставки синтетическо-

го BDD-FVIII типа Refacto, несущего различные мутации (см. вставленную таблицу) в векторную основу 

pCh-BB01 с помощью сайтов рестрикции AscI и NotI. 

На фиг. 45 изображен белковый анализ векторных препаратов AAV с помощью PAGE и окрашива-

ния серебром. Дорожка 1, маркер белка (М); дорожка 2, vCS01, дорожка 3, VCS17; дорожка 4, VCS19; 

дорожка 5, vCS20; дорожка 6, VCS40; дорожка 7, VCS04; дорожка 8, vCS17; дорожка 9, конструкция 

VCS24. Все конструкции имеют одинаковые капсиды AAV8, состоящие из VP1, VP2 и VP3 (стрелки 

справа). Шкала на левой стороне указывает размер маркера белка в килодальтонах (кДа). 

На фиг. 46 изображена целостность препаратов генома AAV-вектора, анализируемая с помощью 

электрофореза в агарозном геле. Дорожка 1, маркер ДНК (М); дорожка 2, VCS04, дорожка 3, VCS17; до-

рожка 4, vCS20; дорожка 5, VCS24; дорожка 6, VCS16; дорожка 7, конструкция vCS40. Векторная на-

грузка составляет 1,5Е10 vg (векторных геномов) на дорожку. AAV-векторы все имеют одинаковые раз-

меры генома, мигрирующие примерно на 5 кб (стрелка, правая сторона). Шкала с левой стороны указы-

вает размер фрагментов ДНК в килобазах (кб). 

На фиг. 47 изображена часть нуклеотидной последовательности CS01 с измененными кодонами 

(SEQ ID NO: 24), кодирующая тяжелую цепь варианта фактора VIII в соответствии с некоторыми вари-

антами реализации ("CS01-HC-NA"). 

На фиг. 48 изображена часть нуклеотидной последовательности CS01 с измененными кодонами 

(SEQ ID NO: 25), кодирующая легкую цепь варианта фактора VIII в соответствии с некоторыми вариан-

тами реализации ("CS01-LC-NA"). 

На фиг. 49А и 49В изображена нуклеотидная последовательность CS01∆ (760-1667) (SPI; CS01∆ 

(741-1648), SPE) с измененными кодонами (SEQ ID NO: 26), кодирующая одноцепочечный вариант фак-

тора VIII в соответствии с некоторыми варианты реализации ("CS01-SC1-NA"). 

На фиг. 50А и 50В изображена нуклеотидная последовательность CS01∆ (772-1667) (SPI; CS01∆ 

(753-1648), SPE) с измененными кодонами (SEQ ID NO: 27), кодирующая одноцепочечный вариант фак-

тора VIII в соответствии с некоторыми варианты реализации ("CS01-SC2-NA"). 

На фиг. 51А и 52В изображена нуклеотидная последовательность CS23∆(760-1667) (SPI; 

CS23∆(741-1648), SPE) с измененными кодонами (SEQ ID NO: 28), кодирующая одноцепочечный вари-

ант фактора VIII в соответствии с некоторыми варианты реализации ("CS23-SC1-NA"). 

На фиг. 52А и 52В изображена нуклеотидная последовательность (SEQ ID NO: 29) CS23∆ с изме-

ненными кодонами (772-1667) (SPI; CS23∆ (753-1648), SPE), кодирующая одноцепочечный вариант фак-

тора VIII в соответствии с некоторыми вариантами реализации ("CS23-SC2-NA"). 

На фиг. 53 изображена аминокислотная последовательность фактора VIII (SEQ ID NO: 104), коди-

руемая нуклеотидной последовательностью CS01m23 с измененными кодонами, в соответствии с неко-

торыми вариантами реализации ("CS01m23-FL-АА"). 

На фиг. 54 изображена аминокислотная последовательность фактора VIII (SEQ ID NO: 105), коди-

руемая нуклеотидной последовательностью CS04m3 с измененными кодонами, в соответствии с некото-

рыми вариантами реализации ("CS01m23-FL-АА"). 

На фиг. 55 изображена аминокислотная последовательность фактора VIII (SEQ ID NO: 106), коди-

руемая нуклеотидной последовательностью CS01m12 с измененными кодонами, в соответствии с неко-

торыми вариантами реализации ("CS01m12-FL-АА"). 

На фиг. 56 изображена аминокислотная последовательность фактора VIII (SEQ ID NO: 107), коди-

руемая нуклеотидной последовательностью CS04m12 с измененными кодонами, в соответствии с неко-

торыми вариантами реализации ("CS04m12-FL-АА"). 

На фиг. 57А и 57В изображена нуклеотидная последовательность CS01m12 с измененными кодона-

ми (SEQ ID NO: 108), кодирующая вариант фактора VIII с аминокислотными заменами m1 (F328S) и m2 

в соответствии с некоторыми вариантами реализации ("CS01-FL-NA-m12"). 

На фиг. 58А и 58В изображена нуклеотидная последовательность CS04m12 с измененными кодона-

ми (SEQ ID NO: 109), кодирующая вариант фактора VIII с аминокислотными заменами m1 (F328S) и m2 

в соответствии с некоторыми вариантами реализации ("CS04-FL-NA-m12"). 

Подробное описание сущности изобретения 

I. Введение. 

Генная терапия на основе AAV имеет большие перспективы для лечения гемофилий. Для гемофи-

лии В первые клинические данные обнадеживают тем, что уровни FIX около 10 могут поддерживаться, 

по крайней мере, у некоторых пациентов более 1 года. Однако для гемофилии А достижение терапевти-

ческих уровней экспрессии 5-10 с помощью векторов AAV остается сложным по различным причинам. 

Во-первых, кодирующая последовательность фактора VIII слишком велика для обычных векторов на 

основе AAV. Во-вторых, сконструированные конструкции фактора VIII с удаленным или укороченным 
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В-доменом проявляют слабую экспрессию in vivo, даже при оптимизации кодонов. В-третьих, эти вари-

анты фактора VIII с удаленным или укороченным В-доменом имеют короткий период полураспада in 

vivo, что усугубляет последствия слабой экспрессии. В-четвертых, даже при экспрессии FVIII эффектив-

но не секретируется из клеток, как и другие факторы свертывания, такие как фактор IX. 

Более того, эти проблемы не могут быть решены путем простого введения более высоких доз кон-

струкции генной терапии. Согласно современным знаниям, доза вектора генной терапии на основе AAV 

должна быть увеличена выше 2×10
12

 vg/кг массы тела. Это связано с тем, что при таких высоких дозах 

активируется Т-клеточный иммунный ответ, который разрушает трансфектированные клетки и, как 

следствие, трансгенная экспрессия уменьшается или даже пропадает. Поэтому необходимы стратегии 

улучшения экспрессии FVIII, чтобы сделать генную терапию FVIII жизнеспособным вариантом терапии 

для пациентов с гемофилией А. 

Данное описание относится к обнаружению вариантов кодирующих последовательностей фактора 

VIII с измененными кодонами, которые решают эти и другие проблемы, связанные с генной терапией 

фактора VIII. Например, описанные в данном документе полинуклеотиды обеспечивают заметно улуч-

шенную экспрессию в клетках млекопитающих и демонстрируют улучшенную упаковку вириона из-за 

стабилизированных взаимодействий упаковки. В некоторых вариантах реализации эти преимущества 

реализованы с использованием кодирующих последовательностей для тяжелых и легких цепей фактора 

VIII с высокой идентичностью последовательностей с конструкциями с измененными кодонами CS01, 

CS04 и CS23 (например, с высокой идентичностью последовательности в сравнении с одной из CS01-HC, 

CS04-HC и CS23-HC тяжелой цепи и высокой идентичностью последовательности в сравнении с одной 

из последовательностей CS01-LC, CS04-LC и CS23-LC, кодирующих легкую цепь). 

В некоторых вариантах реализации изобретения молекулы фактора VIII, кодируемые описанными в 

данном документе полинуклеотидами, были укорочены путем усечения, удаления или замены В-домена 

дикого типа. Как таковые, полинуклеотиды лучше подходят для экспрессии фактора VIII с помощью 

обычных векторов генной терапии, которые неэффективно экспрессируют более крупные полипептиды, 

такие как фактор VIII дикого типа. 

Преимущественно в данном документе показано, что кодирующие последовательности CS01, CS04 

и CS23 с измененными кодонами, кодирующие фактор VIII, обеспечивают превосходную экспрессию 

конструкции фактора VIII с удаленным В-доменом in vivo. Например, в примерах 2 и 4 показано, что 

внутривенное введение векторов генной терапии на основе AAV, имеющих CS0 (SEQ ID NO: 13), CS04 

(SEQ ID NO: 1) и CS23 (SEQ ID NO: 20) обеспечивают 18-кратное, 74-кратное и 30-кратное увеличение 

экспрессии фактора VIII по сравнению с соответствующей конструкцией CS40, кодированной полинук-

леотидной последовательностью дикого типа (SEQ ID NO: 17), в нокаутных мышах по фактору VIII 

(табл. 4 и 7). 

Кроме того, в данном документе также показано, что вариабельные кодирующие последовательно-

сти CS01 и CS04 фактора VIII с измененными кодонами, обеспечивают превосходную упаковку вирио-

нов и производство вирусов. Например, в примере 1 показано, что векторные конструкции AAV, содер-

жащие конструкции CS01 и CS04, обеспечивают в 5-7 раз больший вирусный выход по сравнению с со-

ответствующей конструкцией CS40, кодируемой полинуклеотидной последовательностью дикого типа, 

при выделении из того же количества клеточного осадка. 

Преимущественно заявители также обнаружили, что улучшенная активность фактора VIII, генери-

руемая из последовательностей CS01, CS04 и CS23 с измененными кодонами может быть дополнительно 

усилена путем введения мутаций в последовательность полипептида фактора VIII. Например, как пока-

зано в примере 4, мутации F328S, Х5 и X1, отдельно и в комбинации друг с другом, дополнительно уве-

личивают активность FVIII, когда экспрессируется in vivo в конструкциях CS01 или CS04 с измененны-

ми кодонами в 2-7 раз по сравнению с диким типом (табл. 7). Более поразительно, что эти последова-

тельности с измененными кодонами, кодирующие мутанты фактора VIII, обеспечивали увеличение в 246 

раз по сравнению с соответствующей конструкцией CS40, кодируемой полинуклеотидной последова-

тельностью дикого типа (табл. 7). 

II. Определения. 

Как используется в данном документе, следующие термины имеют значения, приписываемые им, 

если не указано иное. 

Используемые в данном документе термины "фактор VIII" и "FVIII" используются взаимозаменяе-

мо и относятся к любому белку с активностью фактора VIII (например, активному FVIII, часто называе-

мому FVIIIa) или предшественнику (например, про-белку или пре-про-белку) белка с активностью Фак-

тора VIII, в частности кофакторной активностью фактора IXa. В типовом варианте реализации полипеп-

тид фактора VIII относится к полипептиду, который имеет последовательности с высокой идентично-

стью последовательности (например, по меньшей мере 70, 75, 80, 85, 90, 95, 99% и более) по сравнению с 

тяжелой и легкой цепями полипептида фактора VIII дикого типа. В некоторых вариантах реализации В-

домен полипептида фактора VIII удаляют, укорачивают или заменяют линкерным полипептидом, чтобы 

уменьшить размер полинуклеотида, кодирующего полипептид фактора VIII. В типовом варианте реали-

зации аминокислоты 20-1457 SEQ ID NO: 2 представляют собой полипептид фактора VIII. 
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Неограничивающие примеры полипептидов фактора VIII дикого типа включают в себя пре-про-

фактор VIII человека (например, согласно номерам доступа 

 
соответствующий про-фактор VIII и их природные варианты; свиной пре-про-фактор VIII (напри-

мер, согласно номерам доступа UniProt F1RZ36 или K7GSZ5), соответствующий про-фактора VIII и их 

природные варианты; пре-про-фактор VIII мыши (например, согласно номерам доступа GenBank 

AAA37385, САМ15581, САМ26492 или EDL29229), соответствующий про-фактор VIII и их природные 

варианты; пре-про-фактор VIII крысы (например, согласно номеру доступа GenBank AAQ21580), соот-

ветствующий про-фактор VIII и их природные варианты; пре-про-фактор VIII крысы; и другие гомологи 

фактора VIII млекопитающих (например, обезьяны, примата, хомяка, морской свинки и т.д.). 

Используемый в данном документе термин полипептид фактора VIII включает естественные вари-

анты и искусственные конструкции с кофакторной активностью Фактора IX. Как используется в данном 

описании, термин "фактор VIII" охватывает любые природные варианты, альтернативные последова-

тельности, изоформы или мутантные белки, которые сохраняют базальную кофакторную активность 

фактора IX (например, по меньшей мере 5, 10, 25, 50, 75% или более соответствующей активности дико-

го типа). Примеры вариаций аминокислот фактора VIII (относительно FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19)), 

обнаруженные в популяции человека, включают, но не ограничиваются ими, 
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Белки фактора VIII также содержат полипептиды, содержащие посттрансляционные модификации. 

Как правило, полинуклеотиды, кодирующие фактор VIII, кодируют неактивный одноцепочечный 

полипептид (например, пре-про-белок), который подвергается посттрансляционной обработке с образо-

ванием активного белка фактора VIII (например, FVIIIa). Например, в соответствии с фиг. 1 предвари-

тельно пре-про-белок фактора VIII человека сначала расщепляется для высвобождения кодируемого сиг-

нального пептида (не показан), образуя первый одноцепочечный про-белок (показанный как "FVIII дико-

го типа человека"). Про-белок затем расщепляется между доменами B и A3 с образованием первого по-

липептида, который содержит тяжелую цепь фактора VIII (например, домены А1 и А2) и В-домен, и вто-

рой полипептид, который содержит легкую цепь фактора VIII (например, содержит домены A3, С1 и С3). 

Первый полипептид далее расщепляется для удаления B-домена, а также для отделения доменов A1 и 

A2, которые остаются связанными с легкой цепью фактора VIII в зрелом протеине фактора VIIIa. Для 

обзора процесса созревания фактора VIII см. Graw et al., Nat Rev Genet., 6(6):488-501 (2005), содержание 

которого включено в данное описание посредством ссылки во всей его полноте для всех целей. 

Однако в некоторых вариантах реализации изобретения полипептид фактора VIII представляет со-

бой одноцепочечный полипептид фактора VIII. Одноцепочечные полипептиды фактора VIII сконструи-

рованы с удалением природных сайтов расщепления и, необязательно, удалением, укорочением или за-

меной В-домена фактора VIII. Как таковые, они не созревают при расщеплении (кроме отщепления не-

обязательного сигнального и/или лидерного пептида) и активны как одна цепь. Неограничивающие при-

меры одноцепочечных полипептидов фактора VIII описаны в Zollner et al. (Thromb Res, 134(1):125-31 

(2014)) и Donath et al. (Biochem J., 312(1):49-55 (1995)), описание которых включено в данный документ 

посредством ссылки во всей их полноте для всех целей. 

Используемый в данном документе термин "тяжелая цепь фактора VIII" или просто "тяжелая цепь" 

относится к объединению доменов A1 и A2 полипептида фактора VIII. В примерном варианте реализа-

ции изобретения аминокислоты 20-759 CS04-FL-AA (SEQ ID NO: 2) составляют тяжелую цепь фактора 

VIII. 

Используемый в данном документе термин "легкая цепь фактора VIII" или просто "легкая цепь" от-

носится к объединению доменов A3, C1 и C2 полипептида фактора VIII. В примерном варианте реализа-

ции изобретения аминокислоты 774-1457 CS04-FL-AA (SEQ ID NO: 2) составляют легкую цепь фактора 

VIII. В некоторых вариантах реализации изобретения легкая цепь фактора VIII не содержит кислый пеп-

тид a3, который высвобождается во время созревания in vivo. 

Как правило, тяжелые и легкие цепи фактора VIII экспрессируются в виде одной полипептидной 

цепи, например, вместе с необязательным В-доменом или замещающим В-домен линкером. Однако в 

некоторых вариантах реализации изобретения тяжелая цепь фактора VIII и легкая цепь фактора VIII экс-

прессируются как отдельные полипептидные цепи (например, ко-экспрессированные) и восстанавлива-

ются с образованием белка фактора VIII (например, in vivo или in vitro). 

Используемые в данном документе термины "В-домен замещающий линкер" и "линкер фактора 

VIII" используются взаимозаменяемо и относятся к укороченным версиям В-домена фактора VIII дикого 

типа (например, аминокислоты 760-1667 FVIII-FL-АА (SEQ ID NO: 19)) или пептиды, сконструирован-

ные для замены В-домена полипептида фактора VIII. Как используется в данном документе, линкер фак-

тора VIII расположен между С-концом тяжелой цепи фактора VIII и N-концом легкой цепи фактора VIII 

в варианте полипептида фактора VIII в соответствии с некоторыми вариантами реализации. Неограничи-

вающие примеры В-домен замещающих линкеров описаны в патентах США № 4868112, 5112950, 

5171844, 5543502, 5595886, 5610278, 5789203, 5972885, 6048720, 6060447, 6114148, 6228620, 6316226, 

6346513, 6458563, 6924365, 7041635 и 7943374; публикациях патентных заявок США № 2013/024960, 

2015/0071883 и 2015/0158930 и в публикациях PCT WO 2014/064277 и WO 2014/127215, описание кото-

рых включено в данный документ посредством ссылки во всей их полноте для всех целей. 
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Если не указано иное, нумерация аминокислот фактора VIII относится к соответствующей амино-

кислоте в полноразмерной последовательности человеческого фактора дикого типа (FVIII-FL-АА), пред-

ставленной в виде SEQ ID NO: 19 на фиг. 22. Таким образом, когда речь идет о замещении аминокислоты 

в варианте белка VIII фактора, описанном в данном документе, указанное количество аминокислот отно-

сится к аналогичной (например, структурно или функционально эквивалентной) и/или гомологичной 

(например, эволюционно консервативной в первичной аминокислотной последовательности) полнораз-

мерной аминокислотной последовательности фактора VIII дикого типа. Например, аминокислотная за-

мена T2105N относится к замещению T-N в положении 2105 полноразмерной последовательности фак-

тора VIII дикого типа человека (FVIII-FL-AA, SEQ ID NO: 19), замещению T на N в положении 1211 ва-

рианта белка фактора VIII, кодируемого CS04 (CS04-FL-AA, SEQ ID NO: 2), и замещению T-N в поло-

жении 1212 варианта фактора VIII, кодируемого CS04m3 (CS04m3-FL-AA; SEQ ID NO: 105). 

Как описано в данном документе, система нумерации аминокислот фактора VIII зависит от того, 

входит ли в состав сигнальный пептид фактора VIII (например, аминокислоты 1-19 полноразмерной по-

следовательности фактора VIII дикого типа человека). Когда сигнальный пептид входит в состав, нуме-

рация обозначается как "включительно с сигнальным пептидом" или "SPI". Когда сигнальный пептид не 

входит в состав, нумерация обозначается как "без сигнального пептида" или "SPE". Например, F328S в 

SPI нумерации обозначает ту же аминокислоту, что и F309S в нумерации SPE. Если не указано иное, вся 

нумерация аминокислот относится к соответствующей аминокислоте в полноразмерной последователь-

ности фактора VIII дикого типа человека (FVIII-FL-АА), представленной в виде SEQ ID NO: 19 на  

фиг. 22. 

Как описано в данном документе, полинуклеотиды с измененными кодонами обеспечивают повы-

шенную экспрессию трансгенного фактора VIII in vivo (например, при введении в качестве части вектора 

генной терапии) по сравнению с уровнем экспрессии фактора VIII, обеспечиваемым природной коди-

руемой конструкцией фактора VIII (например, полинуклеотид, кодирующий ту же самую конструкцию 

фактора VIII человека с использованием кодонов дикого типа). Используемый в данном документе тер-

мин "повышенная экспрессия" относится к повышенному уровню активности трансгенного фактора VIII 

в крови животного, которому вводили полинуклеотид с измененными кодонами, кодирующий фактор 

VIII, по сравнению с уровнем активности в крови животного трансгенного фактора VIII вводимого в ви-

де природно закодированной конструкции фактора VIII. Уровни активности можно измерять с использо-

ванием любой активности фактора VIII, известной в данной области. Типовый анализ для определения 

активности фактора VIII представляет собой анализ Technochrome FVIII (Technoclone, Вена, Австрия). 

В некоторых вариантах реализации изобретения повышенная экспрессия относится к по меньшей 

мере на 25% большей трансгенной активности фактора VIII в крови животного, которому вводили поли-

нуклеотид фактора VIII с измененными кодонами, по сравнению с уровнем трансгенной активности фак-

тора VIII в крови животного, которому вводили природно кодированный полинуклеотид фактора VIII. В 

некоторых вариантах реализации изобретения увеличенная экспрессия относится к по меньшей мере на 

50% большей, по меньшей мере на 75% большей, по меньшей мере на 100% большей, по меньшей мере в 

3 раза большей, по меньшей мере в 4 раза большей, по меньшей мере в 5 раз большей, по меньшей мере 

6 большей, по меньшей мере в 7 раз большей, по меньшей мере в 8 раз большей, по меньшей мере  

в 9 раз большей, по меньшей мере в 10 раз большей, по меньшей мере в 15 раз большей, по меньшей ме-

ре в 20 раз большей, по меньшей мере в 25 раз большей, по меньшей мере в 30 раз большей, по меньшей 

мере в 40 раз большей, по меньшей мере в 50 раз большей, по меньшей мере в 60 раз большей, по мень-

шей мере в 70 раз большей, по меньшей мере в 80 раз большей, по меньшей мере в 90 раз большей, по 

меньшей мере в 100 раз большей, по меньшей мере в 125 раз большей, по меньшей мере в 150 раз боль-

шей, по меньшей мере в 175 раз большей, по меньшей мере в 200 раз большей, по меньшей мере в 225 

раз большей или по меньшей мере в 250 раз более высокой активности трансгенного фактора VIII в кро-

ви животного, которым вводили полинуклеотид фактора VIII с измененными кодонами, по сравнению с 

уровнем активности трансгенного фактора VIII в крови животного, которым вводили природно кодируе-

мый полинуклеотид фактора VIII. 

Как описано в данном документе, полинуклеотиды с измененными кодонами обеспечивают увели-

ченное векторное продуцирование по сравнению с уровнем векторного продуцирования, обеспечивае-

мым природно кодируемой конструкцией фактора VIII (например, полинуклеотидом, кодирующим ту же 

самую конструкцию фактора VIII человека с использованием кодонов дикого типа). Используемый в 

данном документе термин "повышенное продуцирование вируса" относится к увеличению выхода векто-

ра в культуре клеток (например, титр на 1 л культуры), инокулированном полинуклеотидом с изменен-

ными кодонами, кодирующим фактор VIII, по сравнению с выходом вектора в культуре клеток, иноку-

лированным природно кодируемой конструкцией фактора VIII. Данные о выходе вектора могут быть 

получены с использованием любого анализа титра вектора, известного в данной области. Типовый ана-

лиз для определения выхода вектора (например, вектора AAV) представляет собой qPCR с использова-

нием инвертированных терминальных повторов AAV2 (Aurnhammer, Human Gene Therapy Methods: Part 

В 23:18-28 (2012)). 

В некоторых вариантах реализации изобретения увеличение производства вируса относится к по 



038288 

- 24 - 

меньшей мере на 25% большему выходу вектора с измененными кодонами, по сравнению с выходом 

природно кодируемой конструкции фактора VIII в культуре того же типа. В некоторых вариантах реали-

зации изобретения увеличенное векторное производство относится к по меньшей мере на 50% большему, 

по меньшей мере на 75% большему, по меньшей мере на 100% большему, по меньшей мере в 3 раза 

большему, по меньшей мере в 4 раза большему, по меньшей мере в 5 раз большему, по меньшей мере в 6 

раз большему, по меньшей мере в 7 раз большему, по меньшей мере в 8 раз большему, по меньшей мере 

в 9 раз большему, по меньшей мере в 10 раз большему, по меньшей мере в 15 раз большему или по 

меньшей мер, в 20 раз большему выходу вектора по сравнению с выходом природно кодируемой конст-

рукции фактора VIII в культуре одного и того же типа. 

Используемый в данном документе термин "гемофилия" относится к группе болезненных состоя-

ний, широко характеризующихся сниженной свертываемостью крови или коагуляции. Гемофилия может 

относиться к гемофилии типа А, типа В или типа С или к совокупности всех трех типов заболеваний. 

Гемофилия типа А (гемофилия А) вызвана снижением или потерей активности фактора VIII (FVIII) и 

является наиболее известным из подтипов гемофилии. Гемофилия типа В (гемофилия В) является ре-

зультатом потери или уменьшения функции фактора свертывания IX (FIX). Гемофилия типа С (гемофи-

лия С) является следствием потери или снижения активности фактора свертывания XI (FXI). Гемофилия 

А и В являются Х-связанными заболеваниями, тогда как гемофилия С является аутосомной. Обычные 

способы лечения гемофилии включают как профилактическое введение, так и введение по необходимо-

сти факторов свертывания крови, таких как FVIII, FIX, включая Bebulin-VH и FXI, а также инфузии 

FEIBA-VH, десмопрессина и плазмы. 

Используемый в данном документе термин "генная терапия FVIII" включает в себя любой терапев-

тический подход к предоставлению пациенту нуклеиновой кислоты, кодирующей фактор VIII, для об-

легчения, уменьшения или предотвращения повторения одного или нескольких симптомов (например, 

клинических факторов), связанных с гемофилией. Термин включает проведение процедуры, соблюдение 

режима, введение любого соединения, лекарственного средства, содержащего нуклеиновую кислоту, 

кодирующую молекулу фактора VIII, включая любую модифицированную форму фактора VIII (напри-

мер, вариант фактора VIII) для поддержания или улучшения здоровья человека, больного гемофилией. 

Специалист в данной области поймет, что либо курс терапии FVIII, либо дозу терапевтического агента 

FVIII можно изменить, например, на основании результатов, полученных в соответствии с данным изо-

бретением. 

Используемый в данном документе термин "обходная терапия" включает в себя любой терапевти-

ческий подход, предусматривающий предоставление гемостатических агентов, не относящихся к факто-

ру VIII, соединений или факторов коагуляции пациенту для облегчения, уменьшения или предотвраще-

ния повторения одного или нескольких симптомов (например, клинических факторов) связанных с ге-

мофилией. Соединения, не относящиеся к фактору VIII, и факторы коагуляции включают, но не ограни-

чиваются ими, обходную активность фактора VIII (FEIBA), рекомбинантный активированный фактор VII 

(FVIIa), протромбиновые комплексные концентраты и активированные комплексные концентраты про-

тромбина. Эти соединения, не относящиеся к фактору VIII, и факторы коагуляции могут быть получены 

рекомбинантно или из плазмы. Специалист в данной области поймет, что либо курс обходной терапии, 

либо доза обходной терапии могут быть изменены, например, на основании результатов, полученных в 

соответствии с данным изобретением. 

Используемый в данном документе термин "комбинированная терапия", включает введение нук-

леиновой кислоты, кодирующей молекулу фактора VIII и традиционных терапевтических агентов для 

лечения гемофилии А, включает любой терапевтический подход, обеспечивающий как нуклеиновую ки-

слоту, кодирующую молекулу фактора VIII, так и молекулу фактора VIII и/или гемостатический агент, 

не относящийся к фактору VIII (например, обходной терапевтический агент) пациенту для облегчения, 

уменьшения или предотвращения повторения одного или нескольких симптомов (например, клиниче-

ских факторов), связанных с гемофилией. Термин включает проведение процедуры или соблюдение ре-

жима, введение любого соединения, лекарственного средства, включая нуклеиновую кислоту, кодирую-

щую молекулу фактора VIII, включая любую модифицированную форму фактора VIII, которая полезна 

для поддержания или улучшения здоровья человека, больного гемофилией и включая любой из агентов, 

которые описаны в данном документе. 

Термины "терапевтически эффективное количество или доза" или "терапевтически достаточное ко-

личество или доза" или "эффективное или достаточное количество или доза" относятся к дозе, которая 

дает терапевтические эффекты, для достижения которых она вводится. Например, терапевтически эф-

фективное количество лекарственного средства, полезного для лечения гемофилии, может быть количе-

ством, которое способно предотвращать или облегчать один или несколько симптомов, связанных с ге-

мофилией. Точная доза будет зависеть от цели лечения и будет определена специалистом в данной об-

ласти с использованием известных методов (см., например, Lieberman, Pharmaceutical Dosage Forms (vols. 

13, 1992); Lloyd, The Art, Science and Technology of Pharmaceutical Compounding (1999); Pickar, Dosage 

Calculations (1999); и Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 20
th

 Edition, 2003, Gennaro, Ed., 

Lippincott, Williams & Wilkins). 
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Используемый в данном документе термин "ген" относится к сегменту молекулы ДНК, которая ко-

дирует полипептидную цепь (например, кодирующая область). В некоторых вариантах реализации изо-

бретения ген расположен в областях, непосредственно предшествующих, следующих за и/или перекры-

вающихся с кодирующей областью, которая участвует в получении полипептидной цепи (например, ре-

гуляторные элементы, такие как промотор, энхансер, последовательность полиаденилирования,  

5'-нетранслируемая область, 3'-нетранслируемая область или интрон). 

Используемый в данном документе термин "регуляторные элементы" относится к нуклеотидным 

последовательностям, таким как промоторы, энхансеры, терминаторы, последовательности полиадени-

лирования, интроны и т.д., которые обеспечивают экспрессию кодирующей последовательности  

в клетке. 

Используемый в данном документе термин "промоторный элемент" относится к нуклеотидной по-

следовательности, которая помогает контролировать экспрессию кодирующей последовательности. Как 

правило, промоторные элементы расположены на 5'-конце начального сайта трансляции гена. Однако в 

некоторых вариантах реализации изобретения промоторный элемент может быть расположен внутри 

последовательности интрона или 3' -конца кодирующей последовательности. В некоторых вариантах 

реализации изобретения промотор, полезный для вектора генной терапии, получен из гена нативного 

белка-мишени (например, промотор фактора VIII). В некоторых вариантах реализации изобретения про-

мотор, полезный для вектора генной терапии, специфичен для экспрессии в конкретной клетке или ткани 

целевого организма (например, промотор, специфичный для печени). В других вариантах реализации 

изобретения один из множества хорошо охарактеризованных промоторных элементов используется в 

векторе генной терапии, описанном в данном документе. Неограничивающие примеры хорошо охаракте-

ризованных промоторных элементов включают ранний промотор CMV, промотор β-актина и промотор 

метил-CpG-связывающего белка 2 (МеСР2). В некоторых вариантах реализации изобретения промотор 

представляет собой конститутивный промотор, который обеспечивает по существу постоянную экспрес-

сию белка-мишени. В других вариантах реализации изобретения промотор представляет собой индуци-

бельный промотор, который стимулирует экспрессию белка-мишени в ответ на конкретный стимул (на-

пример, воздействие конкретного лечения или агента). Для обзора получения промоторов для AAV-

опосредованной генной терапии см. Gray et al. (Human Gene Therapy, 22:1143-53 (2011)), чье содержание 

явно включено в качестве ссылки во всей своей полноте для всех целей. 

Используемый в данном документе термин "вектор" относится к любому носителю, используемому 

для переноса нуклеиновой кислоты (например, кодирующей конструкцию генной терапии фактора VIII) 

в клетку-хозяина. В некоторых вариантах реализации изобретения вектор содержит репликон, который 

функционирует для репликации носителя вместе с нуклеиновой кислотой-мишенью. Неограничивающие 

примеры векторов, полезных для генной терапии включают плазмиды, фаги, космиды, искусственные 

хромосомы и вирусы, которые функционируют как автономные единицы репликации in vivo. В некото-

рых вариантах реализации изобретения вектор представляет собой вирусный носитель для введения нук-

леиновой кислоты-мишени (например, полинуклеотид с измененными кодонами, кодирующий вариант 

фактора VIII). Многие модифицированные эукариотические вирусы, полезные для генной терапии, из-

вестны в данной области. Например, аденоассоциированные вирусы (AAV) особенно хорошо подходят 

для использования в генной терапии человека, потому что люди являются естественным хозяином этого 

вируса, природные вирусы, как известно, не способствуют каким-либо заболеваниям и эти вирусы вызы-

вают незначительный иммунный ответ. 

Используемый в данном документе термин "островок CpG" относится к области внутри полинук-

леотида, имеющей статистически повышенную плотность CpG-динуклеотидов. Как используется в дан-

ном документе, область полинуклеотида (например, полинуклеотида с измененными кодонами, коди-

рующего белок фактора VIII) представляет собой остров CpG, если среди 200 оснований: 

(i) область имеет содержание GC более 50 и 

(ii) отношение наблюдаемых CpG-динуклеотидов к ожидаемым CpG-динуклеотидам составляет по 

меньшей мере 0,6, как определено соотношением: 

 
Дополнительную информацию о методах идентификации островков CpG см. в Gardiner-Garden M. 

et al., J. Mol. Biol., 196(2):261-82 (1987), чье содержание прямо включено в данный документ посредством 

ссылки в полном объеме, для всех целей. 

Используемый в данном документе термин "нуклеиновая кислота" относится к дезоксирибонуклео-

тидам или рибонуклеотидам и их полимерам в одно- или двухцепочечной форме и их комплементарным 

молекулам. Этот термин охватывает нуклеиновые кислоты, содержащие известные аналоги нуклеотидов 

или модифицированные остатки или связи, которые являются синтетическими, встречающимися в при-

роде и не встречающимися в природе, которые имеют сходные связывающие свойства, как референтная 

нуклеиновая кислота, и которые метаболизируются способом, подобным референтным нуклеотидам. 

Примеры таких аналогов включают, но не ограничиваются ими, фосфоротиоаты, фосфорамидаты, ме-
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тилфосфонаты, хираль-метилфосфонаты, 2-O-метил-рибонуклеотиды и пептид-нуклеиновые кислоты 

(ПНК). 

Термин "аминокислота" относится к природным и неприродным аминокислотам, включая амино-

кислотные аналоги и аминокислотные миметики, которые функционируют аналогично природным ами-

нокислотам. Естественно встречающиеся аминокислоты включают те, которые кодируются генетиче-

ским кодом, а также те аминокислоты, которые позднее модифицированы, например гидроксипролин,  

γ-карбоксиглутамат и О-фосфосерин. Естественно встречающиеся аминокислоты могут включать, на-

пример, D- и L-аминокислоты. Используемые в данном документе аминокислоты могут также включать 

неприродные аминокислоты. Аминокислотные аналоги относятся к соединениям, которые имеют ту же 

основную химическую структуру, что и встречающаяся в природе аминокислота, т.е. любой углерод, 

связанный с водородом, карбоксильная группа, аминогруппа и группа R, например гомосерин, норлей-

цин, метионинсульфоксид или метионинметилсульфоний. Такие аналоги имеют модифицированные  

R-группы (например, норлейцин) или модифицированные пептидные скелеты, но сохраняют ту же ос-

новную химическую структуру, что и встречающаяся в природе аминокислота. Аминокислотные миме-

тики относятся к химическим соединениям, которые имеют структуру, которая отличается от общей хи-

мической структуры аминокислоты, но их функция аналогична природной аминокислоте. Аминокислоты 

могут быть обозначены их общеизвестными трехбуквенными обозначениями, либо однобуквенными 

символами, рекомендованными Комиссией по биохимической номенклатуре IUPAC-IUB. Нуклеотиды 

также могут упоминаться их общепринятыми однобуквенными обозначениями. 

Нуклеотидные последовательности, которые кодируют конструкции мутантного фактора VIII в 

данном документе, могут быть идентичны кодирующей последовательности, представленной в данном 

документе, или могут быть другой кодирующей последовательностью, причем эта последовательность в 

результате избыточности или вырожденности генетического кода кодирует те же самые полипептиды, 

что и кодирующие последовательности, представленные в данном документе. Специалисту в данной об-

ласти техники будет понятно, что каждый кодон в нуклеиновой кислоте (за исключением AUG, который 

обычно является единственным кодоном для метионина и TGG, который обычно является единственным 

кодоном для триптофана) может быть модифицирован, чтобы получить функционально идентичную мо-

лекулу. 

Соответственно, каждый вариант нуклеиновой кислоты, которая кодирует один и тот же полипеп-

тид, неявно входит в каждую описанную последовательность по отношению к продукту экспрессии, но 

не по отношению к фактическим конструкциям генной терапии. 

Что касается аминокислотных последовательностей, специалисту в данной области техники будет 

понятно, что индивидуальные замены, делеции или вставки в нуклеиновой кислоте или пептидной по-

следовательности, которые изменяют, добавляют или удаляют одну аминокислоту или небольшой про-

цент аминокислот в кодируемой последовательности является "консервативно модифицированным вари-

антом", где изменение приводит к замещению аминокислоты химически подобной аминокислотой. Таб-

лицы консервативных замещений, представляющие функционально сходные аминокислоты, хорошо из-

вестны в данной области. Такие консервативно модифицированные варианты являются дополнением и 

не исключают полиморфные варианты, межвидовые гомологи и аллели в данном описании. 

Консервативные аминокислотные замещения, обеспечивающие функционально сходные аминокис-

лоты, хорошо известны в данной области. В зависимости от функциональности конкретной аминокисло-

ты, например для каталитических, структурных или стерически важных аминокислот, различные группы 

аминокислот могут рассматриваться как консервативные замены друг для друга. В табл. 1 представлены 

группы аминокислот, которые считаются консервативными заменами на основе заряда и полярности 

аминокислоты, гидрофобности аминокислоты, поверхностным воздействиям/структурным характери-

стикам аминокислоты и влиянию аминокислоты на вторичную структуру. 
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Таблица 1 

Группы консервативных аминокислотных замен  

на основе функциональности остатка в белке 

 
Термины "идентичная" или процентная "идентичность" в контексте двух или более нуклеиновых 

кислот или пептидных последовательностей относятся к двум или более последовательностям или под-

последовательностям, которые являются одинаковыми или имеют определенный процент аминокислот-

ных остатков или нуклеотидов, которые являются одинаковыми (например, около 60% идентичности, 

предпочтительно 65, 70, 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% или больше идентичности в оп-

ределенной области при сравнении и выравнивании для максимального соответствия участка сравнения 

или выделенной области) при измерении с использованием алгоритмов сравнения последовательностей 

BLAST или BLAST 2.0 с параметрами по умолчанию, описанными ниже, или путем ручного выравнива-

ния и визуального осмотра. 

Как известно в данной области, множество различных программ могут быть использованы для оп-

ределения идентичности или сходства последовательности белка (или нуклеиновой кислоты, как описано 

ниже) при сравнении с известной последовательностью. Идентичность последовательности и/или сход-

ство определяются с использованием стандартных методов, известных в данной области, включая, но не 

ограничиваясь им, алгоритм идентичности локальной последовательности Smith & Waterman, Adv. Appl. 

Math., 2:482 (1981), by the sequence identity alignment algorithm of Needleman & Wunsch, J. Mol.  

Biol., 48:443 (1970), by the search for similarity method of Pearson & Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85: 

2444 (1988), посредством компьютерных реализаций этих алгоритмов (GAP, BESTFIT, FASTA и  

TFASTA в программном пакете Wisconsin Genetics, Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison, 

WI), программы для последовательностей Best Fit описанной Devereux et al., Nucl. Acid Res., 12: 387-395 

(1984), предпочтительно с использованием настроек по умолчанию или путем проверки. Предпочтитель-

но, процентная идентичность вычисляется с помощью FastDB на основе следующих параметров: штраф 

несоответствия 1; штраф пропуска 1; штраф размера пропуска 0,33 и штраф вставки 30, "Current Methods 

in Sequence Comparison and Analysis," Macromolecule Sequencing and Synthesis, Selected Methods and Ap-

plications, p. 127-149 (1988), Alan R. Liss, Inc, все из которых включены посредством ссылки. 

Примером полезного алгоритма является PILEUP. PILEUP создает множественное выравнивание 

последовательностей из группы связанных последовательностей с использованием прогрессивных пар-

ных выравниваний. Он также может отображать дерево, показывающее отношения кластеризации, ис-

пользуемые для создания выравнивания. PILEUP использует упрощение прогрессивного метода вырав-

нивания Feng & Doolittle, J. Mol. Evol. 35:351-360 (1987); метод аналогичен методу, описанному Higgins 

& Sharp CABIOS. 5:151-153 (1989), оба включены посредством ссылки. Полезные параметры PILEUP 

включают значение пропуска по умолчанию 3.00, значение длины пропуска по умолчанию 0,10, и взве-

шенные конечные пропуски. 
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Другим примером полезного алгоритма является алгоритм BLAST, описанный в Altschul et al., J. 

Mol. Biol. 215, 403-410, (1990); Altschul et al., Nucleic Acids Res. 25:3389-3402 (1997) и Karlin et al., Proc. 

Natl. Acad. Sci. USA, 90:5873-5787 (1993), оба включены посредством ссылки. Особенно полезной про-

граммой BLAST является программа WU-BLAST-2, полученная от Altschul et al., Methods in Enzymology, 

266:460-480 (1996); http://blast.wustl/edu/blast/README.html]. WU-BLAST-2 использует несколько пара-

метров поиска, большинство из которых имеют значения по умолчанию. Регулируемые параметры зада-

ются со следующими значениями: интервал перекрытия = 1, доля перекрытия = 0,125, порог слова (Т) = 

11. Параметры HSP S и HSP S2 являются динамическими значениями и определяются самой программой 

в зависимости от состава конкретной последовательности и состава конкретной базы данных, с которой 

осуществляется поиск последовательности интереса; однако значения могут быть скорректированы для 

повышения чувствительности. 

Дополнительным полезным алгоритмом является gapped BLAST, как сообщается в Altschul et al., 

Nucl. Acids Res., 25:3389-3402, включена посредством ссылки. Gapped BLAST использует баллы замеще-

ния BLOSUM-62; пороговый параметр Т установлен в 9; two-hit метод для запуска расширений без про-

пусков; оценка длины к пропусков равна 10+k; Xu установлен на 16, а Xg установлен на 40 для этапа 

поиска базы данных и на 67 для выходного этапа алгоритмов. Выравнивания с разрывами запускаются с 

помощью оценки, соответствующей ~22 бит. 

Значения процентной идентичности аминокислотной последовательности определяются количест-

вом совпадающих идентичных остатков, деленными на общее количество остатков "более длинной" по-

следовательности в выровненной области. "Более длинная" последовательность - та, которая имеет 

больше значимых остатков в выровненной области (пробелы, введенные WU-Blast-2, чтобы максимизи-

ровать оценку выравнивания, игнорируются). Аналогичным образом, "процентная идентичность после-

довательности нуклеиновой кислоты" (%) по отношению к кодирующей последовательности идентифи-

цированных полипептидов определяется как процентное содержание нуклеотидных остатков в последо-

вательности-кандидате, которые идентичны остаткам нуклеотидов в кодирующей последовательности 

белка клеточного цикла. Предпочтительный метод использует модуль BLASTN для WU-BLAST-2, за-

данный по умолчанию, с интервалом перекрытия и долей перекрытия, установленным в 1 и 0,125 соот-

ветственно. 

Выравнивание может включать введение пробелов в последовательностях, которые должны быть 

выровнены. Кроме того, для последовательностей, которые содержат либо больше или меньше амино-

кислот, чем белок, кодируемый последовательностью, изображенной на фиг. 2 (SEQ ID NO: 1), понятно, 

что в одном варианте реализации изобретения процент идентичности последовательности будет опреде-

ляться на основе количества идентичных аминокислот или нуклеотидов по отношению к общему коли-

честву аминокислот или нуклеотидов. Таким образом, например, идентичность последовательностей, 

которые короче, чем изображенная на фиг. 2 (SEQ ID NO: 1), как обсуждается ниже, будет определяться 

с использованием количества нуклеотидов в более короткой последовательности в одном варианте реа-

лизации изобретения. В подсчетах процентной идентичности относительный вес не присваивается раз-

личным проявлениям вариации последовательности, таким как вставки, удаления, замены и т. д. 

В одном варианте реализации изобретения только тождества оцениваются положительно (+1), и 

всем формам изменения последовательности, включая промежутки, присваивается значение "0", что уст-

раняет необходимость в взвешенной шкале или параметрах, как описано ниже для расчетов подобия по-

следовательности. Идентичность последовательности может быть рассчитана, например, путем деления 

количества совпадающих идентичных остатков на общее количество остатков "более короткой" последо-

вательности в выровненной области и умножения на 100. "Более длинная" последовательность - это та, 

которая имеет больше остатков в выровненной области. 

Термин "аллельные варианты" относится к полиморфным формам гена в определенном генетиче-

ском локусе, а также кДНК, полученным из мРНК транскриптов генов, и полипептидов, кодируемых 

ими. Термин "предпочтительный кодон млекопитающих" относится к подмножеству кодонов из множе-

ства кодонов, кодирующих аминокислоту, которые наиболее часто используются в белках, экспресси-

руемых в клетках млекопитающих, как показано в следующем списке: 

 
Используемый в данном документе термин "измененный кодон" относится к полинуклеотидной по-

следовательности, кодирующей полипептид (например, вариант белка варианта VIII), где по меньшей 

мере один кодон природного полинуклеотида, кодирующего полипептид, был изменен для улучшения 

свойства полинуклеотидной последовательности. В некоторых вариантах реализации изобретения улуч-

шенное свойство способствует увеличению транскрипции мРНК, кодирующей полипептид, повышенной 

стабильности мРНК (например, увеличению периода полувыведения мРНК), увеличению трансляции 
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полипептида и/или улучшению упаковки полинуклеотида внутри вектора. Неограничивающие примеры 

изменений, которые могут быть использованы для получения улучшенных свойств, включают в себя 

изменение использования и/или распределения кодонов для определенных аминокислот, регулирование 

глобального и/или локального содержания GC, удаление последовательностей, с высоким содержанием 

AT, удаление повторяющихся элементов последовательности, корректировку глобального и/или локаль-

ного содержания динуклеотида CpG, удаление критических регулирующих элементов (например,  

ТАТА-бокс и ССААТ-бокс), удаление сайтов сплайсинга интрон/экзон, улучшение регуляторных после-

довательностей (например, введение консенсусной последовательности Козака) и удаление элементов 

последовательности, способных образовывать вторичную структуру (например, шпильки) в транскриби-

руемой мРНК. 

Как обсуждалось в данном документе, существуют различные номенклатуры для обозначения ком-

понентов, описанных в данном документе. "CS-номер" (например, "CS04", "CS01", "CS23" и т.д.) отно-

сятся к полинуклеотидам с измененными кодонами, кодирующим полипептиды FVIII и/или кодируемые 

полипептиды, включая варианты. Например, CS01-FL относится к полинуклеотидной полноразмерной 

(Full Length) последовательности CS01 с измененными кодонами, или аминокислотной последовательно-

сти (иногда называемой в данном документе как "CS01-FL-AA" для аминокислотной последовательности 

(Amino Acid sequence) и "CS01-FL-NA" для последовательности нуклеиновой кислоты (Nucleic Acid  

sequenc)), кодируемой полинуклеотидной последовательностью CS01. Аналогично, "CS01-LC" относится 

либо к последовательности нуклеиновой кислотой с измененными кодонами ("CS01-LC-NA"), кодирую-

щей легкую цепь полипептида FVIII, или аминокислотной последовательности (также иногда упоминае-

мой в данном документе как "CS01-LC-АА") легкой цепи FVIII, кодируемой полинуклеотидной последо-

вательностью CS01. Аналогично, CS01-HC, CS01-HC-AA и CS01-HC-NA одинаковы для тяжелой цепи 

FVIII. Как будет понятно специалистам в данной области, для конструкций, таких как CS01, CS04, CS23 

и т. д., которые модифицированы только лишь за счет измененных кодонов (например, они не содержат 

дополнительных аминокислотных замен по сравнению с Refacto) аминокислотные последовательности 

будут идентичными, поскольку аминокислотные последовательности не изменяются при оптимизации 

кодонов. Таким образом, конструкции последовательности описания включают, но не ограничиваются 

ими, 

 

 
Эта номенклатура также применима к гликозилируемым пептидам, как показано на фиг. 13, так что 

"NGA1-AA" относится к аминокислотной последовательности, a NGA1-NA относится к последователь-

ности нуклеиновой кислоты. 

Описание изобретения также включает дополнительные новые варианты фактора VIII, как описано 

ниже, с соответствующей номенклатурой. 

III. Варианты фактора VIII с измененными кодонами. 

В некоторых вариантах реализации изобретения данное описание предлагает полинуклеотиды с из-

мененными кодонами, кодирующие варианты фактора VIII. Эти полинуклеотиды с измененными кодо-

нами обеспечивают значительно улучшенную экспрессию фактора VIII при введении в конструкции ген-

ной терапии на основе AAV. Полинуклеотиды с измененными кодонами также демонстрируют улуч-

шенную упаковку AAV-вирионов по сравнению с конструкциями с традиционной оптимизацией кодо-

нов. Как показано в примерах 2 и 4, заявители достигают этих преимуществ благодаря открытию трех 

полинуклеотидов с измененными кодонами (CS01-FL-NA, CS04-FL-NA и CS23-FL-NA), кодирующих 

полипептид фактора VIII с тяжелой и легкой цепями фактора VIII человека и коротким 14-

аминокислотным замещающий В-домен линкером (линкер SQ), содержащий фуриновый сайт расщепле-

ния для облегчения созревания активного белка FVIIIa in vivo. Как дополнительно показано в примере 4, 

включение различных комбинаций мутаций аминокислот F328S, Х5 и X1 в кодируемую молекулу фак-

тора VIII дополнительно увеличивало экспрессию активности фактора VIII in vivo. 

В одном варианте реализации изобретения полинуклеотид с измененными кодонами, представлен-

ный в данном документе, имеет нуклеотидные последовательности с высокой идентичностью, по мень-

шей мере, с последовательностями CS01, CS04 или CS23 (SEQ ID NO: 13, 1 и 20 соответственно), коди-

рующими тяжелую цепь фактора VIII и легкие цепь фактора VIII. Как известно в данной области,  

В-домен фактора VIII является непригодным для активности in vivo. Таким образом, в некоторых вари-

антах реализации изобретения полинуклеотиды с измененными кодонами, представленные в данном до-

кументе, полностью не содержат В-домен фактора VIII. В некоторых вариантах реализации изобретения 

нативный В-домен фактора VIII заменен на короткий аминокислотный линкер, содержащий фуриновый 

сайт расщепления, например, линкер SQ, состоящий из аминокислот 760-773 CS01, CS04 или CS23  

(SEQ ID NO: 2, 2 и 21 соответственно). Линкером "SQ" также называют BDLO04 (-АА для аминокислот-

ной последовательности и -NA для нуклеотидной последовательности, изображенных на фиг. 6). 
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В одном варианте реализации изобретения тяжелая и легкая цепи фактора VIII, кодируемые поли-

нуклеотидом с измененными кодонами, представляют собой тяжелую и легкую цепи фактора VIII чело-

века, соответственно. В других вариантах реализации изобретения тяжелая и легкая цепи фактора VIII, 

кодируемые полинуклеотидом с измененными кодонами представляют собой последовательности тяже-

лой и легкой цепей другого млекопитающего (например, фактора VIII свиньи). В других вариантах реа-

лизации изобретения тяжелая и легкая цепи фактора VIII представляют собой химерные тяжелую и лег-

кую цепи (например, комбинацию первой человеческой последовательности и второй последовательно-

сти млекопитающего). В других вариантах реализации изобретения тяжелая и легкая цепи фактора VIII 

представляют собой гуманизированную версию тяжелой и легкой цепей другого млекопитающего, на-

пример, последовательности тяжелой и легкой цепей другого млекопитающего, в котором остатки по-

следовательности человека замещены в выбранных положениях, чтобы уменьшить иммуногенность по-

лучаемого пептида при введении человеку. 

Содержание GC в генах человека варьирует в широких пределах от менее 25 до более 90%. Однако, 

как правило, человеческие гены с более высоким содержанием GC экспрессируются на более высоких 

уровнях. Например, в Kudla et al. (PLoS Biol., 4(6):80 (2006)) показано, что увеличение содержания GC 

гена увеличивает экспрессию кодируемого полипептида, в первую очередь за счет усиления транскрип-

ции и достижения более высокого уровня устойчивости транскрипта мРНК. Как правило, желаемое со-

держание GC в конструкции гена с оптимизацией кодонов равно или превышает 60%. Однако родные 

геномы AAV имеют содержание GC около 56%. 

Соответственно, в некоторых вариантах реализации изобретения полинуклеотиды с измененными 

кодонами, представленные в данном документе, имеют содержание CG, которое более соответствует 

содержанию GC в нативных AAV-вирионах (например, около 56% GC), которое ниже, чем предпочти-

тельное содержание CG полинуклеотидов, которые обычно проходят оптимизацию кодонов для экспрес-

сии в клетках млекопитающих (например, 60% GC или выше). Как указано в примере 1, CS04-FL-NA 

(SEQ ID NO: 1), которая имеет содержание GC около 56%, имеет улучшенную упаковку вирионов по 

сравнению с аналогичными последовательностями с измененными кодонами с более высоким содержа-

нием GC. 

Таким образом, в некоторых вариантах реализации изобретения общее содержание GC в полинук-

леотиде с измененными кодонами, кодирующем полипептид фактора VIII, составляет менее 60%. В не-

которых вариантах реализации изобретения общее содержание GC в полинуклеотиде с измененными 

кодонами, кодирующем полипептид фактора VIII, составляет менее 59%. В некоторых вариантах реали-

зации изобретения общее содержание GC в полинуклеотиде с измененными кодонами, кодирующем по-

липептид фактора VIII, составляет менее 58%. В некоторых вариантах реализации изобретения общее 

содержание GC в полинуклеотиде с измененными кодонами, кодирующем полипептид фактора VIII, со-

ставляет менее 57%. В некоторых вариантах реализации изобретения общее содержание GC в полинук-

леотиде с измененными кодонами, кодирующем полипептид фактора VIII, составляет не более 56%. 

В некоторых вариантах реализации изобретения общее содержание GC в полинуклеотиде с изме-

ненными кодонами, кодирующем полипептид фактора VIII, составляет от 54 до 59%. В некоторых вари-

антах реализации изобретения общее содержание GC в полинуклеотиде с измененными кодонами, коди-

рующем полипептид фактора VIII, составляет от 55 до 59%. В некоторых вариантах реализации изобре-

тения общее содержание GC в полинуклеотиде с измененными кодонами, кодирующем полипептид фак-

тора VIII, составляет от 56 до 59%. В некоторых вариантах реализации изобретения общее содержание 

GC в полинуклеотиде с измененными кодонами, кодирующем полипептид фактора VIII, составляет от 54 

до 58%. В некоторых вариантах реализации изобретения общее содержание GC в полинуклеотиде с из-

мененными кодонами, кодирующем полипептид фактора VIII, составляет от 55 до 58%. В некоторых 

вариантах реализации изобретения общее содержание GC в полинуклеотиде с измененными кодонами, 

кодирующем полипептид фактора VIII, составляет от 56 до 58%. В некоторых вариантах реализации изо-

бретения общее содержание GC в полинуклеотиде с измененными кодонами, кодирующем полипептид 

фактора VIII, составляет от 5 до 57%. В некоторых вариантах реализации изобретения общее содержание 

GC в полинуклеотиде с измененными кодонами, кодирующем полипептид фактора VIII, составляет от 55 

до 57%. В некоторых вариантах реализации изобретения общее содержание GC в полинуклеотиде с из-

мененными кодонами, кодирующем полипептид фактора VIII, составляет от 56 до 57%. В некоторых 

вариантах реализации изобретения общее содержание GC в полинуклеотиде с измененными кодонами, 

кодирующем полипептид фактора VIII, составляет от 54 до 56%. В некоторых вариантах реализации изо-

бретения общее содержание GC в полинуклеотиде с измененными кодонами, кодирующем полипептид 

фактора VIII, составляет от 55 до 56%. 

В некоторых вариантах реализации изобретения общее содержание GC в полинуклеотиде с изме-

ненными кодонами, кодирующем полипептид фактора VIII, составляет 56±0,5%. В некоторых вариантах 

реализации изобретения общее содержание GC в полинуклеотиде с измененными кодонами, кодирую-

щем полипептид фактора VIII, составляет 56±0,4%. В некоторых вариантах реализации изобретения об-

щее содержание GC в полинуклеотиде с измененными кодонами, кодирующем полипептид фактора VIII, 
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составляет 56±0,3%. В некоторых вариантах реализации изобретения общее содержание GC в полинук-

леотиде с измененными кодонами, кодирующем полипептид фактора VIII, составляет 56±0,2%. В неко-

торых вариантах реализации изобретения общее содержание GC в полинуклеотиде с измененными кодо-

нами, кодирующем полипептид фактора VIII, составляет 56±0,1%. В некоторых вариантах реализации 

изобретения общее содержание GC в полинуклеотиде с измененными кодонами, кодирующем полипеп-

тид фактора VIII, составляет 56%. 

А. Аминокислотные замены фактора VIII. 

Для дальнейшего повышения эффективности экспрессии описанных в данном документе конструк-

ций фактора VIII, основанных на AAV-векторе, аминокислотные замены, известные для улучшения сек-

реции, увеличения специфической активности и/или повышения стабильности фактора VIII, далее вклю-

чены в некоторые варианты реализации. Был идентифицирован ряд потенциальных вариантов, которые 

повышают уровни активности FVIII в плазме при данной векторной дозе. Эти варианты включают те, у 

которых более эффективный сигнальный пептид, аминокислотные замены, которые препятствуют BiP 

взаимодействию, аминокислотные замены, сходные с более эффективно секретируемыми ортологами 

фактора VIII (например, фактор VIII свиньи), одноцепочечные варианты фактора VIII и аминокислотные 

замены, которые стабилизируют Фактор VIII и/или уменьшить диссоциацию субъединиц. 

Мутация остатков А108, R121 и L2302 (SPE), расположенных на границе между доменами A1 и С2, 

повышает стабильность фактора VIII. Например, аминокислотная замена A108I вводит гидрофобный 

остаток, который лучше заполняет междоменное пространство, стабилизируя взаимодействие. Анало-

гично, двойная аминокислотная замена R121C/L2302C (SPE) вводит дисульфидную связь, охватываю-

щую домены А1-С2, дополнительно стабилизируя взаимодействие. В совокупности все три замены ами-

нокислот повышают термическую стабильность фактора VIII в 3-4 раза. Для обзора см. Wakabayashi et 

al., J. Biol. Chem. 286(29):25748-55 (2011) и Wakabayashi et al., Thromb Haemost. 10(3):492-95 (2012). Со-

ответственно, в некоторых вариантах реализации изобретения кодируемый полипептид фактора VIII со-

держит аминокислотные замены A108I и/или R121C/L2302C. 

Мутация Е113 (SPE), находящаяся в кальций-связывающем домене фактора VIII, увеличивает спе-

цифическую активность свертывания FVIII. Например, Е113А, по-видимому, увеличивает образование 

FX-азы за счет увеличения сродства FVIII к фактору IXa. В частности, замена аминокислоты Е113А уве-

личивает специфическую активность свертывания FVIII в два раза и увеличивает сродство к фактору IXa 

в четыре раза (Biochemistry, 41:8485 (2002), J. Biol. Chem., 279:12677 (2004); и Biochemistry, 44:10298 

(2005)). Соответственно, в некоторых вариантах реализации изобретения кодируемые полипептиды фак-

тора VIII содержат замену аминокислоты Е113А. 

Замещение одного или нескольких аминокислотных остатков, окружающих сайт расщепления АРС 

фактора VIII (остатки 331-341 (SPE)), снижает инактивацию фактора Villa активированным белком С, не 

влияя на активность FVIII. Например, аминокислотные замены PQL333-335VDQ (SPE) уменьшают инак-

тивацию фактора VIII в 16 раз. Аналогично, аминокислотные замены MKN33 6-339GNQ уменьшают 

инактивацию фактора VIII в 9 раз. При объединении две тройные замены аминокислот (например, 

PQLRMKN333-339VDQRGNQ) (SEQ ID NO: 34 и 35 соответственно) уменьшают инактивацию фактора 

VIII в 100 раз (J. Biol. Chem., 282:20264 (2007). Соответственно, в некоторых вариантах реализации изо-

бретения кодируемый полипептид фактора VIII содержит аминокислотные замены PQL333-335VDQ 

и/или MKN337-339GNQ (SPE). 

Мутации в интерфейсе домена А2 также повышают стабильность фактора VIII. В частности, мута-

ция заряженных остатков в интерфейсах домена А1-А2 и А2-A3 повышает стабильность и сохранение 

субъединицы A2 в факторе VIIIa. Например, мутация D519, Е665 и Е1984 до V или A обеспечивает по-

вышение стабильности в факторе VIII до 2 раз и стабильности в факторе VIIIa до 5 раз. В частности, 

аминокислотные замены D519A/E665V обеспечивают 3-кратное увеличение стабильности; замены ами-

нокислот D519V/E665V обеспечивают 2-кратное повышение стабильности, 8-кратное уменьшение дис-

социации A2 и увеличение потенциала генерации тромбина в 2-4 раза; D519V/E1984A аминокислотные 

замены обеспечивают 2-кратное увеличение стабильности; и замена аминокислоты 

D519V/E665V/E1984A обеспечивает 2-кратное повышение стабильности (Blood 112:2761-69 (2008), J. 

Thromb. Haemost., 7:438-44 (2009)). 

Соответственно, в некоторых вариантах реализации изобретения кодируемые полипептиды фактора 

VIII содержат одну или несколько аминокислотных замен D519A/V, E665A/V и E1984A/V. 

Особое значение для данного описания представляет ряд конкретных мутаций, которые могут быть 

включены отдельно или в комбинации с другими вариантами, описанными в данном документе. Эти ва-

рианты кодируются следующим образом: "m1" относится к одному изменению аминокислоты, "m2" 

представляет собой набор из 5 аминокислотных вариантов, "m3" представляет собой комбинацию деле-

ции 7 аминокислот и вставки шести аминокислот, которые охватывают соединение между полипептид-

ным линкером и тяжелой цепью, "m4" представляет собой комбинацию единственной мутации m1 и 

двойной мутации m5, а "m5" представляет собой набор из двух аблаций цистеина. Эти мутации описаны 

ниже. Они могут быть включены в любую конкретную конструкцию самостоятельно или в сочетании с 
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другими вариантами, и они кодируются соответствующим образом. Например, "m23" представляет собой 

комбинацию вариантов m2 и m3 на конкретном каркасе, как описано в данном документе; таким обра-

зом, "CS01m23-FL-NA" или "CS01-FL-NAm23" относится к полинуклеотидной последовательности CS01 

с измененными кодонами, с нуклеотидами, кодирующими включенные мутации m2 и m3, и  

"CS01m23-FL-AA" или "CS01-FL-AAm23" относится к аминокислотной последовательности. Поскольку 

CS01 имеет измененные кодоны, но не изменяет аминокислотную последовательность Refacto, их можно 

рассматривать на уровне аминокислот как мутации по сравнению с аминокислотной последовательно-

стью Refacto CS01-FL-AA (SEQ ID NO: 2). 

Во многих вариантах реализации изобретения полипептиды описания производятся с включенным 

вариантом "m1". Мутации в пределах 11 аминокислот гидрофобного β-листа в области A1, который вза-

имодействует с BiP, усиливают секрецию фактора VIII. Например, замена аминокислоты F328S (SPI, 

F309S SPE) в зоне взаимодействия увеличила секрецию фактора VIII в 3 раза. Вариант F328S упоминает-

ся в данном документе как мутация "m1" и находится в тяжелой цепи. Опять же, как описано в данном 

документе, множество вариантов может быть реализовано с включенным сигнальным пептидом "Signal 

Peptide Inclusive" или "SPI", или начиная с конечной белковой последовательности, прошедшей процес-

синг "Signal Peptide Exclusive" или "SPE". Таким образом, используя нумерацию SPI, мутация F328S та-

кая же, как и у мутанта F309 SPE. Как правило, спецификация использует нумерацию SPI, но, как будет 

понятно специалистам в данной области, любая система нумерации относится к одной и той же мутации. 

Соответственно, в данное описание включены полипептиды, которые содержат мутацию m1, вклю-

чая CS01-FL-AAm1, CS01-HC-AAm1, CS04-FL-AAm1, CS04-HC-AAm1 CS23-FL-AAm1,  

CS23-HC-AAm1, CS40-FL-AAm1 и CS40-HC-AAm1 (все они кодируют одни и те же соответствующие 

последовательности белка). 

Кроме того, в данное описание включены не только полипептидные последовательности, которые 

содержат мутацию m1, но также и полинуклеотидные последовательности с измененными кодонами, 

которые кодируют белки с мутацией m1, такие как CS01-FL-NAm1, CS01-HC-NAm1, CS04-FL-NAm1, 

CS04-HC-NAm1, CS23-FL-NAm1, CS23-HC-NA-m1, CS40-FL-NAm1 и CS40-HC-NAm1. 

Во многих вариантах реализации изобретения полипептиды данного описания производятся с 

включенным вариантом "m2", который представляет собой мутации I105V/A127S/G151K/M166T/L171P 

(нумерация SPI; (нумерация SPE - V86I/S108A/K132G/T147M/P152L соответственно). Набор мутаций m2 

основан на том факте, что замена аминокислот 82-176 свиньи на соответствующие аминокислоты чело-

века в конструкции генной терапии с удаленным В-доменом повышала активность фактора VIII при экс-

прессии в клетках HEK293 (W. Xiao, сообщение). Обратная мутация одиночных аминокислот последова-

тельности свиньи в соответствующие аминокислоты последовательности человека конструкции  

BDD-FVIII идентифицировала пять аминокислот в области A1, которые способствуют этому явлению: 

I105V, A127S, G151K, М166Т и L171P (SPI). Введение комбинации этих мутаций в человеческую конст-

рукцию повторило улучшенную активность более крупного замещения свиньи. Соответственно, в неко-

торых вариантах реализации изобретения кодируемые полипептиды фактора VIII содержат одну или не-

сколько аминокислотных замен, выбранных из I105V, A127S, G151K, М166Т и L171P, со всем набором 

из 5 аминокислот, m2, находя особое применение во многих вариантах реализации изобретения. Что ка-

сается мутации m1, варианты m2 находятся в тяжелой цепи, и, следовательно, данное описание включает 

полипептиды, которые содержат мутацию m2, включая CS01-FL-AAm2, CS01-HC-AAm2,  

CS04-FL-AAm2, CS04-HC-AAm2, CS23-FL-AAm2, CS23-HC-AAm2, CS40-FL-AAm2 и CS40-HC-AAm2 

(все из которых кодируют одни и те же соответствующие последовательности белка). 

Кроме того, в данное описание включены не только полипептидные последовательности, которые 

содержат мутацию m2, но также и полинуклеотидные последовательности с измененными кодонами, 

которые кодируют белки с мутацией m2, такие как CS01-FL-NAm2, CS01-HC-NAm2, CS04-FL-NAm2, 

CS04-HC-NAm2, CS23-FL-NAm2, CS23-HC-NA-m2, CS40-FL-NAm2 и CS40-HC-NAm2. 

В дополнительных вариантах реализации изобретения полипептиды и полинуклеотиды изобретения 

содержат m3 мутации. m3 представляет собой замену семи аминокислот на шесть в интерфейсе домена 

НС-В, что вводит дополнительный сайт гликозилирования, введенный вблизи интерфейса. Соответст-

венно, в некоторых вариантах реализации изобретения m3 представляет собой делецию аминокислот 

AIEPRSF755-761 и добавление аминокислот TTYVNRSL (SEQ ID NO: 33) после N754 относительно 

FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19) (например, AIEPRSF755-761TTYVNRSL) ("TTYVNRSL" описано как  

SEQ ID NO: 33). Остатки AIEPR755-759 относительно SEQ ID NO: 19, находятся в конце тяжелой цепи, а 

остатки S760 и F761 находятся в В-домене. В некоторых вариантах реализации изобретения, где В-домен 

FVIII удален, усечен или заменен, остатки S760 и F761 могут отсутствовать в последующей мутирован-

ной аминокислотной последовательности. Соответственно, в некоторых вариантах реализации изобрете-

ния m3 представляет собой делецию аминокислот AIEPR755-759 и добавление аминокислот TTYVNRSL 

(SEQ ID NO: 33) после N754 относительно FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19) (например,  

AIEPR755-759TTYVNRSL ("TTYVNRSL" описано как SEQ ID NO: 33). 

Варианты m3 находятся в соединении между тяжелой цепью и доменом В и, следовательно, данное 

описание включает полипептиды, которые содержат мутацию m3, включая CS01-FL-AAm3,  
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CS01-HC-AAm3, CS04-FL-AAm3, CS04-HC-AAm3, CS23-FL-AAm3, CS23-HC-AAm3, CS40-FL-AAm3 и 

CS40-HC-AAm3 (все они кодируют одни и те же соответствующие последовательности белка). 

Кроме того, в данное описание включены не только полипептидные последовательности, которые 

содержат мутацию m3, но также и полинуклеотидные последовательности с измененными кодонами, 

которые кодируют белки с мутацией m3, такие как CS01-FL-NAm3, CS01-HC-NAm3, CS04-FL-NAm3, 

CS04-HC-NAm3, CS23-FL-NAm3, CS23-HC-NA-m3, CS40-FL-NAm3 и CS40-HC-NAm3. 

В дополнительных вариантах реализации изобретения полипептиды и полинуклеотиды изобретения 

содержат m4 мутации. Устранение дисульфидной связи С1899-С1903 в факторе VIII также усиливало 

секрецию. Более того, увеличение секреции фактора VIII является аддитивным для комбинации амино-

кислотных замен F328S (SPI, F309S SPE) и C1918G/C1922G (Miao et al., Blood, 103:3412-19 (2004),  

Selvaraj et al., J. Thromb. Haemost., 10:107-15 (2012)). Соответственно, в некоторых вариантах реализации 

изобретения кодируемые полипептиды фактора VIII содержат m4 мутации, которые представляют собой 

аминокислотные замены F328S (SPI, F309S SPE) и C1918G/C1922G (SPI). Поскольку вариант F328S на-

ходится в тяжелой цепи, а два варианта цистеина находятся в легкой цепи, полипептидные последова-

тельности, которые содержат мутации m4, представляют собой CS01-FL-AAm4, CS01-HC-AAm4,  

CS01-LC-AAm4, CS04-FL-AAm4, CS04-HC-AAm4, CS04-LC-AAm4, CS23-FL-AAm4, CS23-HC-AAm4 и 

CS23-LC-AAm4. 

Кроме того, в данное описание включены не только полипептидные последовательности, которые 

содержат мутацию m4, но также и полинуклеотидные последовательности с измененными кодонами, 

которые кодируют белки с мутацией m4, такие как CS01-FL-NAm4, CS01-HC-NAm4, CS01-LC-NAm4, 

CS04-FL-NAm4, CS04-HC-NAm4, CS04-LC-NAm4, CS23-FL-NAm4, CS23-HC-NAm4, CS23-LC-NAm4, 

CS40-FL-NA-m4, CS40-HC-NA-m4 и CS40-LC-NA-m4. 

В дополнительных вариантах реализации изобретения полипептиды и полинуклеотиды изобретения 

содержат m5 мутации. Как и выше, устранение дисульфидной связи С1899-С1903 в факторе VIII также 

увеличивает секрецию. Аминокислотные замены C1918G/C1922G (SPI), содержащиеся в легкой цепи, 

называются в данном документе как набор мутаций m5. 

Варианты m5 находятся в легкой цепи и, таким образом, данное описание включает полипептиды, 

которые содержат мутацию m5, включая CS01-FL-AAm5, CS01-LC-AAm5, CS04-FL-AAm5,  

CS04-LC-AAm5, CS23-FL-AAm5, CS23-LC-AAm5, CS40-FL-AAm5 и CS40-LC-AAm5 (все из которых 

кодируют одни и те же соответствующие последовательности белка). 

Кроме того, в данное описание включены не только полипептидные последовательности, которые 

содержат мутацию m5, но также и полинуклеотидные последовательности с измененными кодонами, 

которые кодируют белки с мутацией m5, такие как CS01-FL-NAm5, CS01-LC-NAm5, CS04-FL-NAm5, 

CS04-LC-NAm5, CS23-FL-NA-m5, CS23-LC-NA-m5, CS40-FL-NA-m5 и CS40-LC-NA-m5. 

В дополнение к конкретным конструкциям (как аминокислотным последовательностям, так и нук-

леиновым кислотам), которые содержат m1, m2, m3, m4 и m5 отдельно, могут быть сделаны комбинации 

наборов мутаций, как описано в данном документе. Как отмечено в данном документе, они обозначены 

как "m12", который представляет собой комбинацию наборов m1 и m2 или "m123", который представля-

ет собой комбинацию наборов m1, m2 и m3. Таким образом, в описание включены двойные комбинации, 

включающие m12, m13, m14, m15, m23, m24, m25, m34, m35 и m45. Также включены тройные комбина-

ции, m123, m124, m125, m234, m235 и m345. Далее включены комбинации четырех наборов: m1234, 

m1235, m1345 и комбинация m12345. 

Особый интерес в некоторых вариантах реализации изобретения представляют следующие наборы 

мутаций: m1, m2, m3 и m4, m23, m123 и m234. 

В. Линкер, замещающий В-домен фактора VIII. 

В некоторых вариантах реализации изобретения связь между тяжелой цепью FVIII и легкой цепью 

(например, В-доменом в факторе VIII дикого типа) дополнительно изменяется. Из-за ограничений по 

размеру упаковочной емкости AAV, варианты с удаленным, усеченным и/или замещенным на линкер  

В-доменом должны улучшить эффективность конструкции генной терапии FVIII. Наиболее традиционно 

используемый замещающий В-домен линкер относится к SQ FVIII, который сохраняет только 14 амино-

кислот домена B в качестве линкерной последовательности. Другой вариант VIII свиньи ("OBI-1", опи-

санный в патенте США № 6,458,563) хорошо экспрессируется в клетках СНО и имеет более длинный 

линкер из 24 аминокислот. В некоторых вариантах реализации изобретения конструкции фактора VIII, 

кодируемые полинуклеотидами с измененными кодонами, описанные в данном документе, содержат 

линкерную последовательность типа SQ В-домена. В других вариантах реализации изобретения конст-

рукции фактора VIII, кодируемые полинуклеотидами с измененными кодонами, описанные в данном 

документе, содержат линкерную последовательность типа OBI-1 В-домена. 

В некоторых вариантах реализации изобретения кодируемые полипептиды фактора VIII, описанные 

в данном документе, содержат В-доменный линкер типа SQ, включая аминокислоты 760-762/1657-1667 

В-домена фактора VIII дикого типа человека (FVIII-FL-AA, SEQ ID NO: 19) (Sandberg et al., Thromb. 

Haemost. 85:93 (2001)). В некоторых вариантах реализации изобретения В-доменный линкер SQ-типа 

имеет одну аминокислотную замену относительно соответствующей последовательности дикого типа. В 
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некоторых вариантах реализации изобретения В-доменный линкер SQ-типа имеет две аминокислотные 

замены относительно соответствующей последовательности дикого типа. В некоторых вариантах реали-

зации изобретения гликозилируемый пептид вводится в линкер SQ-типа В-домена. В некоторых вариан-

тах реализации изобретения гликозилируемый пептид выбирают из тех, которые показаны на фиг. 13 

(SEQ ID NO: 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 и 75 соответственно, в порядке их упоминания). 

В некоторых вариантах реализации изобретения кодируемые полипептиды фактора VIII, описанные 

в данном документе, содержат линкер В-домена типа Greengene, включая аминокислоты 760/1582-1667 

В-домена фактора VIII дикого типа человека (FVIII-FL-AA, SEQ ID NO: 19) (Oh et al., Biotechnol. Prog., 

17:1999 (2001)). В некоторых вариантах реализации изобретения В-доменный линкер Greengene-типа 

имеет одну аминокислотную замену относительно соответствующей последовательности дикого типа. В 

некоторых вариантах реализации изобретения В-доменный линкер Greengene-типа имеет две аминокис-

лотные замены относительно соответствующей последовательности дикого типа. В некоторых вариантах 

реализации изобретения гликозилируемый пептид вводится в линкер Greengene-типа В-домена. В неко-

торых вариантах реализации изобретения гликозилируемый пептид выбирают из тех, которые показаны 

на фиг. 13 (SEQ ID NO: 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 и 75 соответственно, в порядке их упо-

минания). 

В некоторых вариантах реализации изобретения кодируемые полипептиды фактора VIII, описанные 

в данном документе, содержат расширенный линкер В-домена SQ-типа (SFSQNPPVLKRHQR,  

BDL-SQ-AA, SEQ ID NO: 30), включая аминокислоты 760-769/1657-1667 фактора VIII дикого типа чело-

века (FVIII-FL-AA, SEQ ID NO: 19) (Thim et al., Haemophilia, 16:349 (2010)). В некоторых вариантах реа-

лизации изобретения удлиненный В-доменный линкер SQ-типа имеет одну аминокислотную замену от-

носительно соответствующей последовательности дикого типа. В некоторых вариантах реализации изо-

бретения удлиненный В-доменный линкер SQ-типа имеет две аминокислотные замены относительно 

соответствующей последовательности дикого типа. В некоторых вариантах реализации изобретения гли-

козилируемый пептид вводится в удлиненный линкер SQ-типа В-домена. В некоторых вариантах реали-

зации изобретения гликозилируемый пептид выбирают из тех, которые показаны на фиг. 13  

(SEQ ID NO: 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 и 75 соответственно, в порядке их упоминания). 

В некоторых вариантах реализации изобретения кодируемые полипептиды фактора VIII, описанные 

в данном документе, содержат В-доменный линкер типа OBI-1 свиньи, включая аминокислоты SFA-

QNSRPPSASAPKPPVLRRHQR (SEQ ID NO: 31) из В-домена свиного фактора VIII дикого типа (Toschi et 

al., Curr. Opin. Mol. Ther. 12:517 (2010)). В некоторых вариантах реализации изобретения В-доменный 

линкер типа OBI-1 свиньи имеет одну аминокислотную замену относительно соответствующей последо-

вательности дикого типа. В некоторых вариантах реализации изобретения В-доменный линкер типа OBI-

1 свиньи имеет две аминокислотные замены относительно соответствующей последовательности дикого 

типа. В некоторых вариантах реализации изобретения гликозилируемый пептид вводится в В-доменный 

линкер типа OBI-1 свиньи. В некоторых вариантах реализации изобретения гликозилируемый пептид 

выбирают из тех, которые показаны на фиг. 13 (SEQ ID NO: 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 и 

75 соответственно, в порядке их упоминания). 

В некоторых вариантах реализации изобретения кодируемые полипептиды фактора VIII, описанные 

в данном документе, содержат В-доменный линкер типа OBI-1 человека, включая аминокислоты 760-

772/1655-1667 В-домена фактора VIII дикого типа человека (FVIII-FL-AA, SEQ ID NO: 19). В некоторых 

вариантах реализации изобретения В-доменный линкер типа OBI-1 человека имеет одну аминокислот-

ную замену относительно соответствующей последовательности дикого типа. В некоторых вариантах 

реализации изобретения В-доменный линкер типа OBI-1 человека имеет две аминокислотные замены 

относительно соответствующей последовательности дикого типа. В некоторых вариантах реализации 

изобретения гликозилируемый пептид вводится в В-доменный линкер типа OBI-1 человека. В некоторых 

вариантах реализации изобретения гликозилируемый пептид выбирают из тех, которые показаны на  

фиг. 13 (SEQ ID NO: 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 и 75 соответственно, в порядке их упоми-

нания). 

В некоторых вариантах реализации изобретения кодируемые полипептиды фактора VIII, описанные 

в данном документе, содержат В-доменный линкер типа O8, включая аминокислоты 

SFSQNSRHQAYRYRRG (SEQ ID NO: 32) из В-домена фактора VIII дикого типа свиньи (Toschi et al., 

Curr. Opin. Mol. Ther. 12:517 (2010)). В некоторых вариантах реализации изобретения В-доменный лин-

кер типа OBI-1 свиньи имеет одну аминокислотную замену относительно соответствующей последова-

тельности дикого типа. В некоторых вариантах реализации изобретения В-доменный линкер типа OBI-1 

свиньи имеет две аминокислотные замены относительно соответствующей последовательности дикого 

типа. В некоторых вариантах реализации изобретения гликозилируемый пептид вводится в В-доменный 

линкер типа OBI-1 свиньи. В некоторых вариантах реализации изобретения гликозилируемый пептид 

выбирают из тех, которые показаны на фиг. 13 (SEQ ID NO: 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 и 

75 соответственно, в порядке их упоминания). 

Удаление В-домена из конструкций фактора VIII, по-видимому, не влияет на активность активиро-

ванного фермента (например, FVIIIa), по-видимому, потому, что В-домен удаляется во время активации. 
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Однако В-домен фактора VIII содержит несколько остатков, которые посттрансляционно модифициро-

ваны, например, путем N- или О-опосредованного гликозилирования. Анализ in silico (предсказание сай-

тов N-гликозилирования в белках человека, R. Gupta, E. Jung and S. Brunak, в подготовке (2004)) В-

домена фактора VIII дикого типа, предсказывает, что по меньшей мере четыре из этих сайтов гликозили-

руются in vivo (фиг. 14). Считается, что эти модификации внутри В-домена вносят вклад в посттрансля-

ционное регулирование и/или период полураспада фактора VIII in vivo. 

Хотя В-домен фактора VIII отсутствует в зрелом белке фактора VIIIa, гликозилирование в В-домене 

молекулы предшественника фактора VIII может увеличить период полувыведения белка до активации. 

Таким образом, в некоторых вариантах реализации изобретения полипептидный линкер кодируемой 

конструкции фактора VIII, описанный в данном документе, содержит одну или несколько последова-

тельностей гликозилирования, чтобы обеспечить гликозилирование in vivo. В некоторых вариантах реа-

лизации изобретения полипептидный линкер содержит по меньшей мере одну консенсусную последова-

тельность гликозилирования (например, консенсусную последовательность с N- или O-опосредованным 

гликозилированием). В некоторых вариантах реализации изобретения полипептидный линкер содержит 

по меньшей мере две консенсусные гликозилируемые последовательности. В некоторых вариантах реа-

лизации изобретения полипептидный линкер содержит по меньшей мере три консенсусные гликозили-

руемые последовательности. В некоторых вариантах реализации изобретения полипептидный линкер 

содержит по меньшей мере четыре консенсусные гликозилируемые последовательности. В некоторых 

вариантах реализации изобретения полипептидный линкер содержит по меньшей мере пять консенсус-

ных гликозилируемых последовательностей. В некоторых вариантах реализации изобретения полипеп-

тидный линкер содержит по меньшей мере 6, 7, 8, 9, 10 или более консенсусных гликозилируемых по-

следовательностей. 

В некоторых вариантах реализации изобретения полипептидный линкер содержит по меньшей мере 

одну последовательность для N-опосредованного гликозилирования N-X-S/T, где X представляет собой 

любую аминокислоту, отличную от P, S или Т. В некоторых вариантах реализации изобретения полипеп-

тидный линкер содержит по меньшей мере две последовательности для N-опосредованного гликозили-

рования N-X-S/T, где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от P, S или Т. В некоторых 

вариантах реализации изобретения полипептидный линкер содержит по меньшей мере три последова-

тельности для N-опосредованного гликозилирования N-X-S/T, где X представляет собой любую амино-

кислоту, отличную от P, S или Т. В некоторых вариантах реализации изобретения полипептидный лин-

кер содержит по меньшей мере четыре последовательности для N-опосредованного гликозилирования N-

X-S/T, где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от P, S или Т. В некоторых вариантах 

реализации изобретения полипептидный линкер содержит по меньшей мере пять последовательностей 

для N-опосредованного гликозилирования N-X-S/T, где X представляет собой любую аминокислоту, от-

личную от P, S или Т. В некоторых вариантах реализации изобретения полипептидный линкер содержит 

по меньшей мере 6, 7, 8, 9, 10 или более последовательностей для N-опосредованного гликозилирования 

N-X-S/T, где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от P, S или Т. 

В некоторых вариантах реализации изобретения полипептидный линкер содержит гликозилируе-

мый пептид с высокой идентичностью последовательности с любой из SEQ ID NO: 51, 53, 55, 57, 59, 61, 

63, 65, 67, 69, 71, 73 и 75 соответственно, в порядке их упоминания, как изображено на фиг. 13А, 13В. В 

некоторых вариантах реализации изобретения гликозилируемый полипептид имеет по меньшей мере 

92% идентичность с любой из SEQ ID NO: 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 и 75 соответственно, 

в порядке их упоминания, как изображено на фиг. 13А, 13В. В некоторых вариантах реализации изобре-

тения гликозилируемый пептид имеет не более двух аминокислотных замен по отношению к любой из 

SEQ ID NO: 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 и 75, соответственно, в порядке их упоминания, 

как изображено на фиг. 13А, 13В. В некоторых вариантах реализации изобретения гликозилируемый 

пептид имеет не более одной аминокислотной замены по отношению к любой из SEQ ID NO: 51, 53, 55, 

57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 и 75, соответственно, в порядке их упоминания, как изображено на фиг. 

13А, 13В. В некоторых вариантах реализации изобретения гликозилируемый пептид имеет аминокис-

лотную последовательность, выбранную из SEQ ID NO: 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 и 75 

соответственно, в порядке их упоминания, как изображено на фиг. 13А, 13В. 

В некоторых вариантах реализации изобретения гликозилируемый пептид имеет по меньшей мере 

92% идентичность с любой из SEQ ID NO: 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 и 75 соответственно, 

в порядке их упоминания, как изображено на фиг. 13А, 13В, и кодируется полинуклеотидной последова-

тельностью, имеющей по меньшей мере 90% идентичность с соответствующей нуклеотидной последова-

тельностью, выбранной из SEQ ID NO: 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72 и 74 соответственно, как 

изображено на фиг. 13А, 13В. В некоторых вариантах реализации изобретения гликозилируемый пептид 

имеет по меньшей мере 92% идентичность с любой из SEQ ID NO: 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 

73 и 75 соответственно, в порядке их упоминания, как изображено на фиг. 13А, 13В, и кодируется поли-

нуклеотидной последовательностью, имеющей по меньшей мере 95% идентичность с соответствующей 

нуклеотидной последовательностью, выбранной из SEQ ID NO: 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72 

и 74 соответственно, в порядке их упоминания, как изображено на фиг. 13А, 13В. В некоторых вариантах 
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реализации изобретения гликозилируемый пептид имеет по меньшей мере 92% идентичность с любой из 

SEQ ID NO: 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 и 75 соответственно, в порядке их упоминания, как 

изображено на фиг. 13А, 13В, и кодируется полинуклеотидной последовательностью, имеющей по 

меньшей мере 98% идентичность с соответствующей нуклеотидной последовательностью, выбранной из 

SEQ ID NO: 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72 и 74 соответственно, в порядке их упоминания, как 

изображено на фиг. 13А, 13В. 

В некоторых вариантах реализации изобретения гликозилируемый пептид имеет не более двух 

аминокислотных замен по отношению к любой из SEQ ID NO: 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 

и 75 соответственно, в порядке их упоминания, как изображено на фиг. 13А, 13В, и кодируется полинук-

леотидной последовательностью, имеющей по меньшей мере 90% идентичность с соответствующей нук-

леотидной последовательностью, выбранной из SEQ ID NO: 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72 и 

74 соответственно, в порядке их упоминания, как изображено на фиг. 13А, 13В. В некоторых вариантах 

реализации изобретения гликозилируемый пептид имеет не более двух аминокислотных замен по отно-

шению к любой из SEQ ID NO: 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 и 75 соответственно, в порядке 

их упоминания, как изображено на фиг. 13А, 13В, и кодируется полинуклеотидной последовательно-

стью, имеющей по меньшей мере 95% идентичность с соответствующей нуклеотидной последовательно-

стью, выбранной из SEQ ID NO: 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72 и 74 соответственно, в порядке 

их упоминания, как изображено на фиг. 13А, 13В. В некоторых вариантах реализации изобретения гли-

козилируемый пептид имеет не более двух аминокислотных замен по отношению к любой из  

SEQ ID NO: 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 и 75 соответственно, в порядке их упоминания, как 

изображено на фиг. 13А, 13В, и кодируется полинуклеотидной последовательностью, имеющей по 

меньшей мере 98% идентичность с соответствующей нуклеотидной последовательностью, выбранной из 

SEQ ID NO: 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72 и 74 соответственно, в порядке их упоминания, как 

изображено на фиг. 13А, 13В. 

В некоторых вариантах реализации изобретения гликозилируемый пептид имеет не более одной 

аминокислотной замены по отношению к любой из SEQ ID NO: 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 

и 75, соответственно, в порядке их упоминания, как изображено на фиг. 13А, 13В, и кодируется поли-

нуклеотидной последовательностью, имеющей по меньшей мере 90% идентичность с соответствующей 

нуклеотидной последовательностью, выбранной из SEQ ID NO: 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72 

и 74 соответственно, в порядке их упоминания, как изображено на фиг. 13А, 13В. В некоторых вариантах 

реализации изобретения гликозилируемый пептид имеет не более одной аминокислотной замены по от-

ношению к любой из SEQ ID NO: 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 и 75 соответственно, в поряд-

ке их упоминания, как изображено на фиг. 13А, 13В, и кодируется полинуклеотидной последовательно-

стью, имеющей по меньшей мере 95% идентичность с соответствующей нуклеотидной последовательно-

стью, выбранной из SEQ ID NO: 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72 и 74 соответственно, в порядке 

их упоминания, как изображено на фиг. 13А, 13В. В некоторых вариантах реализации изобретения гли-

козилируемый пептид имеет не более одной аминокислотной замены по отношению к любой из  

SEQ ID NO: 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 и 75 соответственно, в порядке их упоминания, как 

изображено на фиг. 13А, 13В, и кодируется полинуклеотидной последовательностью, имеющей по 

меньшей мере 98% идентичность с соответствующей нуклеотидной последовательностью, выбранной из 

SEQ ID NO: 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72 и 74 соответственно, в порядке их упоминания, как 

изображено на фиг. 13А, 13В. 

В некоторых вариантах реализации изобретения гликозилируемый пептид имеет последователь-

ность, выбранную из любой из SEQ ID NO: 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 и 75 соответствен-

но, в порядке их упоминания, как изображено на фиг. 13А, 13В, и кодируется полинуклеотидной после-

довательностью, имеющей по меньшей мере 90% идентичность с соответствующей нуклеотидной после-

довательностью, выбранной из SEQ ID NO: 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72 и 74 соответствен-

но, в порядке их упоминания, как изображено на фиг. 13А, 13В. В некоторых вариантах реализации изо-

бретения гликозилируемый пептид имеет последовательность, выбранную из любой из  

SEQ ID NO: 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 и 75 соответственно, в порядке их упоминания, как 

изображено на фиг. 13А, 13В, и кодируется полинуклеотидной последовательностью, имеющей по 

меньшей мере 95% идентичность с соответствующей нуклеотидной последовательностью, выбранной из 

SEQ ID NO: 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72 и 74 соответственно, в порядке их упоминания, как 

изображено на фиг. 13А, 13В. В некоторых вариантах реализации изобретения гликозилируемый пептид 

имеет последовательность, выбранную из любой из SEQ ID NO: 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 

и 75 соответственно, в порядке их упоминания, как изображено на фиг. 13А, 13В, и кодируется полинук-

леотидной последовательностью, имеющей по меньшей мере 98% идентичность с соответствующей нук-

леотидной последовательностью, выбранной из SEQ ID NO: 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72 и 

74 соответственно, в порядке их упоминания, как изображено на фиг. 13А, 13В. 

В некоторых вариантах реализации изобретения полипептид фактора VIII, кодируемый полинук-

леотидом с измененными кодонами, описанным в данном документе, имеет линкер, замещающий  

-домен, в котором гликозилируемый пептид вставлен в SQ-линкерную последовательность (аминокисло-
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ты 760-773 CS04-FL-AA, SEQ ID NO: 2). В конкретном варианте реализации изобретения пептид выбран 

из любой из SEQ ID NO: 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 и 75 соответственно, в порядке их 

упоминания, как изображено на фиг. 13А, 13В, гликозилируемый пептид, имеющий по меньшей мере 

92% идентичность с любой из SEQ ID NO: 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 и 75 соответственно, 

в порядке их упоминания, как изображено на фиг. 13А, 13В, гликозилируемый пептид, имеющий не бо-

лее двух аминокислотных замен по отношению к любой из SEQ ID NO: 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 

69, 71, 73 и 75 соответственно, в порядке их упоминания, как изображено на фиг. 13А, 13В, и гликозили-

руемый пептид, имеющий не более одной аминокислотной замены по отношению к любой из  

SEQ ID NO: 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 и 75 соответственно, в порядке их упоминания, как 

изображено на фиг. 13А, 13В. В некоторых вариантах реализации изобретения гликозилируемый пептид 

вводится в SQ-пептид между остатками N768 и Р769 (относительно CS04-FL-AA, SEQ ID NO: 2). 

В некоторых вариантах реализации изобретения полипептидный линкер конструкции фактора VIII 

кодируется третьей нуклеотидной последовательностью, имеющей высокую идентичность последова-

тельности с любой из тех, которые изображены на фиг. 6 (SEQ ID NO: 5-7 и 36-48 соответственно, в по-

рядке их упоминания). В некоторых вариантах реализации изобретения третья нуклеотидная последова-

тельность имеет по меньшей мере 95% идентичность с любым из тех, которые изображены на фиг. 13 

(SEQ ID NO: 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72 и 74 соответственно, в порядке их упоминания). В 

некоторых вариантах реализации изобретения третья нуклеотидная последовательность имеет по мень-

шей мере 96% идентичность с любым из тех, которые изображены на фиг. 13 (SEQ ID NO: 50, 52, 54, 56, 

58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, и 74 соответственно, в порядке их упоминания). В некоторых вариантах реа-

лизации изобретения третья нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 97% идентич-

ность с любым из тех, которые изображены на фиг. 13 (SEQ ID NO: 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 

70, 72 и 74 соответственно, в порядке их упоминания). В некоторых вариантах реализации изобретения 

третья нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 98% идентичность с любым из тех, ко-

торые изображены на фиг. 13 (SEQ ID NO: 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72 и 74 соответственно, 

в порядке их упоминания). В некоторых вариантах реализации изобретения третья нуклеотидная после-

довательность имеет по меньшей мере 99% идентичность с любым из тех, которые изображены на фиг. 

13 (SEQ ID NO: 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72 и 74 соответственно, в порядке их упомина-

ния). В некоторых вариантах реализации изобретения третья нуклеотидная последовательность имеет по 

меньшей мере 99,5% идентичность с любым из тех, которые изображены на фиг. 13 (SEQ ID NO: 50, 52, 

54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72 и 74 соответственно, в порядке их упоминания). В некоторых вариан-

тах реализации изобретения третья нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 99,9% 

идентичность с любым из тех, которые изображены на фиг. 13 (SEQ ID NO: 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 

66, 68, 70, 72 и 74 соответственно, в порядке их упоминания). В некоторых вариантах реализации изо-

бретения третья нуклеотидная последовательность идентична любой из тех, которые изображены на фиг. 

13 (SEQ ID NO: 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72 и 74 соответственно, в порядке их упомина-

ния). 

С. Полинуклеотиды с измененными кодонами, кодирующие вариант фактора VIII с расщепляемым 

линкером CS04 полинуклеотиды с измененными кодонами. 

В одном варианте реализации изобретения полинуклеотиды с измененными кодонами, представ-

ленные в данном документе, содержат нуклеотидную последовательность, кодирующую вариант поли-

пептида фактора VIII, с линкером, который расщепляется in vivo. Полипептид фактора VIII содержит 

легкую цепь фактора VIII, тяжелую цепь фактора VIII и полипептидный линкер, соединяющий С-конец 

тяжелой цепи с N-концом легкой цепи. Тяжелая цепь полипептида фактора VIII кодируется первой нук-

леотидной последовательностью, имеющей высокую идентичность последовательности с CS04-HC-NA 

(SEQ ID NO: 3), которая представляет собой часть CS04-FL-NA (SEQ ID NO: 1), кодирующей тяжелую 

цепь фактора VIII. Легкая цепь полипептида фактора VIII кодируется второй нуклеотидной последова-

тельностью с высокой идентичностью последовательности с CS04-LC-NA (SEQ ID NO: 4), которая пред-

ставляет собой часть CS04-FL-NA (SEQ ID NO: 1) кодирующей легкую цепь фактора VIII. Полипептид-

ный линкер содержит фуриновый сайт расщепления, который позволяет созревать in vivo (например, 

после экспрессии in vivo или введения полипептида-предшественника). 

В некоторых вариантах реализации изобретения первая и вторая нуклеотидные последовательности 

имеют по меньшей мере 95% идентичность последовательности с CS04-HC-NA и CS04-LC-NA  

(SEQ ID NO: 3 и 4) соответственно. В некоторых вариантах реализации изобретения первая и вторая 

нуклеотидные последовательности имеют по меньшей мере 96% идентичность последовательности с 

CS04-HC-NA и CS04-LC-NA (SEQ ID NO: 3 и 4) соответственно. В некоторых вариантах реализации 

изобретения первая и вторая нуклеотидные последовательности имеют по меньшей мере 97% идентич-

ность последовательности с CS04-HC-NA и CS04-LC-NA (SEQ ID NO: 3 и 4) соответственно. В некото-

рых вариантах реализации изобретения первая и вторая нуклеотидные последовательности имеют по 

меньшей мере 98% идентичность последовательности с CS04-HC-NA и CS04-LC-NA (SEQ ID NO: 3 и 4) 

соответственно. В некоторых вариантах реализации изобретения первая и вторая нуклеотидные последо-

вательности имеют по меньшей мере 99% идентичность последовательности с CS04-HC-NA и  



038288 

- 38 - 

CS04-LC-NA (SEQ ID NO: 3 и 4) соответственно. В некоторых вариантах реализации изобретения первая 

и вторая нуклеотидные последовательности имеют по меньшей мере 99,5% идентичность последова-

тельности с CS04-HC-NA и CS04-LC-NA (SEQ ID NO: 3 и 4) соответственно. В некоторых вариантах 

реализации изобретения первая и вторая нуклеотидные последовательности имеют по меньшей мере 

99,9% идентичность последовательности с CS04-HC-NA и CS04-LC-NA (SEQ ID NO: 3 и 4) соответст-

венно. В некоторых вариантах реализации изобретения первая и вторая нуклеотидные последовательно-

сти идентичны CS04-HC-NA и CS04-LC-NA (SEQ ID NO: 3 и 4) соответственно. 

В некоторых вариантах реализации изобретения полипептидный линкер конструкции фактора VIII 

кодируется третьей нуклеотидной последовательностью, имеющей высокую идентичность последова-

тельности с BDLO04 (SEQ ID NO: 6), которая кодирует 14-аминокислотный линкер, соответствующий 

аминокислотам 760-773 CS04-FL-AA (SEQ ID NO: 2). В некоторых вариантах реализации изобретения 

третья нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 95% идентичность с BDLO04  

(SEQ ID NO: 6). В некоторых вариантах реализации изобретения третья нуклеотидная последователь-

ность имеет по меньшей мере 96% идентичность с BDLO04 (SEQ ID NO: 6). В некоторых вариантах реа-

лизации изобретения третья нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 97% идентич-

ность с BDLO04 (SEQ ID NO: 6). В некоторых вариантах реализации изобретения третья нуклеотидная 

последовательность имеет по меньшей мере 98% идентичность с BDLO04 (SEQ ID NO: 6). В некоторых 

вариантах реализации изобретения третья нуклеотидная последовательность идентична BDLO04  

(SEQ ID NO: 6). 

В некоторых вариантах реализации изобретения полинуклеотид с измененными кодонами имеет 

нуклеотидную последовательность с высокой идентичностью последовательности с CS04-FL-NA  

(SEQ ID NO: 1). В некоторых вариантах реализации изобретения нуклеотидная последовательность име-

ет по меньшей мере 95% идентичность с CS04-FL-NA (SEQ ID NO: 1). В некоторых вариантах реализа-

ции изобретения нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 96% идентичность с CS04-

FL-NA (SEQ ID NO: 1). В некоторых вариантах реализации изобретения нуклеотидная последователь-

ность имеет по меньшей мере 97% идентичность с CS04-FL-NA (SEQ ID NO: 1). В некоторых вариантах 

реализации изобретения нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 98% идентичность с 

CS04-FL-NA (SEQ ID NO: 1). В некоторых вариантах реализации изобретения нуклеотидная последова-

тельность имеет по меньшей мере 99% идентичность с CS04-FL-NA (SEQ ID NO: 1). В некоторых вари-

антах реализации изобретения нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 99,5% иден-

тичность с CS04-FL-NA (SEQ ID NO: 1). В некоторых вариантах реализации изобретения нуклеотидная 

последовательность имеет по меньшей мере 99,9% идентичность с CS04-FL-NA (SEQ ID NO: 1). В неко-

торых вариантах реализации изобретения нуклеотидная последовательность идентична CS04-FL-NA 

(SEQ ID NO: 1). 

В некоторых вариантах реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеоти-

дом с измененными кодонами, имеет аминокислотную последовательность с высокой идентичностью с 

CS04-FL-AA (SEQ ID NO: 2). В некоторых вариантах реализации изобретения аминокислотная последо-

вательность имеет по меньшей мере 97% идентичность с CS04-FL-AA (SEQ ID NO: 2). В некоторых ва-

риантах реализации изобретения аминокислотная последовательность имеет по меньшей мере 98% иден-

тичность с CS04-FL-AA (SEQ ID NO: 2). В некоторых вариантах реализации изобретения аминокислот-

ная последовательность имеет по меньшей мере 99% идентичность с CS04-FL-AA (SEQ ID NO: 2). В не-

которых вариантах реализации изобретения аминокислотная последовательность имеет по меньшей мере 

99,5% идентичность с CS04-FL-AA (SEQ ID NO: 2). В некоторых вариантах реализации изобретения 

аминокислотная последовательность имеет по меньшей мере 99,9% идентичность с CS04-FL-AA  

(SEQ ID NO: 2). В некоторых вариантах реализации изобретения аминокислотная последовательность 

идентична CS04-FL-AA (SEQ ID NO: 2). 

В некоторых вариантах реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеоти-

дом CS04, имеющий высокую гомологию последовательности с CS04-FL-AA (например, по меньшей 

мере 95, 96, 97, 98, 99, 99,5 или 99,9% идентичность) содержит одну или несколько аминокислотных за-

мен, выбранных из m1, m2, m3, m4 и m5. 

В одном варианте реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом 

CS04, содержит аминокислотную замену m1. В одном варианте реализации изобретения вариант фактора 

VIII, кодируемый полинуклеотидом CS04, содержит аминокислотную замену m2. В одном варианте реа-

лизации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS04, содержит аминокис-

лотную замену m3. В одном варианте реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый поли-

нуклеотидом CS04, содержит аминокислотную замену m4. В одном варианте реализации изобретения 

вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS04, содержит аминокислотную замену m5. 

В одном варианте реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом 

CS04, содержит аминокислотные замены m12. В одном варианте реализации изобретения вариант факто-

ра VIII, кодируемый полинуклеотидом CS04, содержит аминокислотные замены m13. В одном варианте 

реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS04, содержит аминокис-

лотные замены m23. В одном варианте реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый поли-
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нуклеотидом CS04, содержит аминокислотные замены m24. В одном варианте реализации изобретения 

вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS04, содержит аминокислотные замены m25. В 

одном варианте реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS04, со-

держит аминокислотные замены m34. В одном варианте реализации изобретения вариант фактора VIII, 

кодируемый полинуклеотидом CS04, содержит аминокислотные замены m35. 

В одном варианте реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом 

CS04, содержит аминокислотные замены m123. В одном варианте реализации изобретения вариант фак-

тора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS04, содержит аминокислотные замены m234. В одном вари-

анте реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS04, содержит ами-

нокислотные замены m125. 

CS01 полинуклеотиды с измененными кодонами. 

В одном варианте реализации изобретения полинуклеотиды с измененными кодонами, представ-

ленные в данном документе, содержат нуклеотидную последовательность, кодирующую вариант поли-

пептида фактора VIII, с линкером, который расщепляется in vivo. Полипептид фактора VIII содержит 

легкую цепь фактора VIII, тяжелую цепь фактора VIII и полипептидный линкер, соединяющий С-конец 

тяжелой цепи с N-концом легкой цепи. Тяжелая цепь полипептида фактора VIII кодируется первой нук-

леотидной последовательностью, имеющей высокую идентичность последовательности с CS01-HC-NA 

(SEQ ID NO: 24), которая представляет собой часть CS01-FL-NA (SEQ ID NO: 13), кодирующей тяжелую 

цепь фактора VIII. Легкая цепь полипептида фактора VIII кодируется второй нуклеотидной последова-

тельностью с высокой идентичностью последовательности с CS01-LC-NA (SEQ ID NO: 25), которая 

представляет собой часть CS01-FL-NA (SEQ ID NO: 13) кодирующей легкую цепь фактора VIII. Поли-

пептидный линкер содержит фуриновый сайт расщепления, который позволяет созревать in vivo (напри-

мер, после экспрессии in vivo или введения полипептида-предшественника). 

В некоторых вариантах реализации изобретения первая и вторая нуклеотидные последовательности 

имеют по меньшей мере 95% идентичность последовательности с CS01-HC-NA и CS01-LC-NA  

(SEQ ID NO: 24 и 25) соответственно. В некоторых вариантах реализации изобретения первая и вторая 

нуклеотидные последовательности имеют по меньшей мере 96% идентичность последовательности с 

CS01-HC-NA и CS01-LC-NA (SEQ ID NO: 24 и 25) соответственно. В некоторых вариантах реализации 

изобретения первая и вторая нуклеотидные последовательности имеют по меньшей мере 97% идентич-

ность последовательности с CS01-HC-NA и CS01-LC-NA (SEQ ID NO: 24 и 25) соответственно. В неко-

торых вариантах реализации изобретения первая и вторая нуклеотидные последовательности имеют по 

меньшей мере 98% идентичность последовательности с CS01-HC-NA и CS01-LC-NA (SEQ ID NO: 24 и 

25) соответственно. В некоторых вариантах реализации изобретения первая и вторая нуклеотидные по-

следовательности имеют по меньшей мере 99% идентичность последовательности с CS01-HC-NA и 

CS01-LC-NA (SEQ ID NO: 24 и 25) соответственно. В некоторых вариантах реализации изобретения пер-

вая и вторая нуклеотидные последовательности имеют по меньшей мере 99,5% идентичность последова-

тельности с CS01-HC-NA и CS01-LC-NA (SEQ ID NO: 24 и 25) соответственно. В некоторых вариантах 

реализации изобретения первая и вторая нуклеотидные последовательности имеют по меньшей мере 

99,9% идентичность последовательности с CS01-HC-NA и CS01-LC-NA (SEQ ID NO: 24 и 25) соответст-

венно. В некоторых вариантах реализации изобретения первая и вторая нуклеотидные последовательно-

сти идентичны CS01-HC-NA и CS01-LC-NA (SEQ ID NO: 24 и 25) соответственно. 

В некоторых вариантах реализации изобретения полипептидный линкер конструкции фактора VIII 

кодируется третьей нуклеотидной последовательностью, имеющей высокую идентичность последова-

тельности с BDLO04 (SEQ ID NO: 6), которая кодирует 14-аминокислотный линкер, соответствующий 

аминокислотам 760-773 CS01-FL-AA (SEQ ID NO: 2). В некоторых вариантах реализации изобретения 

третья нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 95% идентичность с BDLO04  

(SEQ ID NO: 6). В некоторых вариантах реализации изобретения третья нуклеотидная последователь-

ность имеет по меньшей мере 96% идентичность с BDLO04 (SEQ ID NO: 6). В некоторых вариантах реа-

лизации изобретения третья нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 97% идентич-

ность с BDLO04 (SEQ ID NO: 6). В некоторых вариантах реализации изобретения третья нуклеотидная 

последовательность имеет по меньшей мере 98% идентичность с BDLO04 (SEQ ID NO: 6). В некоторых 

вариантах реализации изобретения третья нуклеотидная последовательность идентична BDLO04  

(SEQ ID NO: 6). 

В некоторых вариантах реализации изобретения полинуклеотид с измененными кодонами имеет 

нуклеотидную последовательность с высокой идентичностью последовательности с CS01-FL-NA  

(SEQ ID NO: 13). В некоторых вариантах реализации изобретения нуклеотидная последовательность 

имеет по меньшей мере 95% идентичность с CS01-FL-NA (SEQ ID NO: 13). В некоторых вариантах реа-

лизации изобретения нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 96% идентичность с 

CS01-FL-NA (SEQ ID NO: 13). В некоторых вариантах реализации изобретения нуклеотидная последова-

тельность имеет по меньшей мере 97% идентичность с CS01-FL-NA (SEQ ID NO: 13). В некоторых вари-

антах реализации изобретения нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 98% идентич-

ность с CS01-FL-NA (SEQ ID NO: 13). В некоторых вариантах реализации изобретения нуклеотидная 
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последовательность имеет по меньшей мере 99% идентичность с CS01-FL-NA (SEQ ID NO: 13). В неко-

торых вариантах реализации изобретения нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 

99,5% идентичность с CS01-FL-NA (SEQ ID NO: 13). В некоторых вариантах реализации изобретения 

нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 99,9% идентичность с CS01-FL-NA  

(SEQ ID NO: 13). В некоторых вариантах реализации изобретения нуклеотидная последовательность 

идентична CS01-FL-NA (SEQ ID NO: 13). 

В некоторых вариантах реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеоти-

дом с измененными кодонами, имеет аминокислотную последовательность с высокой идентичностью с 

CS01-FL-AA (SEQ ID NO: 2). В некоторых вариантах реализации изобретения аминокислотная последо-

вательность имеет по меньшей мере 97% идентичность с CS01-FL-AA (SEQ ID NO: 2). В некоторых ва-

риантах реализации изобретения аминокислотная последовательность имеет по меньшей мере 98% иден-

тичность с CS01-FL-AA (SEQ ID NO: 2). В некоторых вариантах реализации изобретения аминокислот-

ная последовательность имеет по меньшей мере 99% идентичность с CS01-FL-AA (SEQ ID NO: 2). В не-

которых вариантах реализации изобретения аминокислотная последовательность имеет по меньшей мере 

99,5% идентичность с CS01-FL-AA (SEQ ID NO: 2). В некоторых вариантах реализации изобретения 

аминокислотная последовательность имеет по меньшей мере 99,9% идентичность с CS01-FL-AA  

(SEQ ID NO: 2). В некоторых вариантах реализации изобретения аминокислотная последовательность 

идентична CS01-FL-AA (SEQ ID NO: 2). 

В некоторых вариантах реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеоти-

дом CS01, имеющий высокую гомологию последовательности с CS01-FL-AA (например, по меньшей 

мере 95, 96, 97, 98, 99, 99,5 или 99,9% идентичность) содержит одну или несколько аминокислотных за-

мен, выбранных из m1, m2, m3, m4 и m5. 

В одном варианте реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом 

CS01, содержит аминокислотную замену m1. В одном варианте реализации изобретения вариант фактора 

VIII, кодируемый полинуклеотидом CS01, содержит аминокислотную замену m2. В одном варианте реа-

лизации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS01, содержит аминокис-

лотную замену m3. В одном варианте реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый поли-

нуклеотидом CS01, содержит аминокислотную замену m4. В одном варианте реализации изобретения 

вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS01, содержит аминокислотную замену m5. 

В одном варианте реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом 

CS01, содержит аминокислотные замены m12. В одном варианте реализации изобретения вариант факто-

ра VIII, кодируемый полинуклеотидом CS01, содержит аминокислотные замены m13. В одном варианте 

реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS01, содержит аминокис-

лотные замены m23. В одном варианте реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый поли-

нуклеотидом CS01, содержит аминокислотные замены m24. В одном варианте реализации изобретения 

вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS01, содержит аминокислотные замены m25. В 

одном варианте реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS01, со-

держит аминокислотные замены m34. В одном варианте реализации изобретения вариант фактора VIII, 

кодируемый полинуклеотидом CS01, содержит аминокислотные замены m35. 

В одном варианте реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом 

CS01, содержит аминокислотные замены m123. В одном варианте реализации изобретения вариант фак-

тора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS01, содержит аминокислотные замены m234. В одном вари-

анте реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS01, содержит ами-

нокислотные замены m125. 

CS23 полинуклеотиды с измененными кодонами. 

В одном варианте реализации изобретения полинуклеотиды с измененными кодонами, представ-

ленные в данном документе, содержат нуклеотидную последовательность, кодирующую вариант поли-

пептида фактора VIII, с линкером, который расщепляется in vivo. Полипептид фактора VIII содержит 

легкую цепь фактора VIII, тяжелую цепь фактора VIII и полипептидный линкер, соединяющий С-конец 

тяжелой цепи с N-концом легкой цепи. Тяжелая цепь полипептида фактора VIII кодируется первой нук-

леотидной последовательностью, имеющей высокую идентичность последовательности с CS23-HC-NA 

(SEQ ID NO: 22), которая представляет собой часть CS23-FL-NA (SEQ ID NO: 20), кодирующей тяжелую 

цепь фактора VIII. Легкая цепь полипептида фактора VIII кодируется второй нуклеотидной последова-

тельностью с высокой идентичностью последовательности с CS23-LC-NA (SEQ ID NO: 23), которая 

представляет собой часть CS23-FL-NA (SEQ ID NO: 20) кодирующей легкую цепь фактора VIII. Поли-

пептидный линкер содержит фуриновый сайт расщепления, который позволяет созревать in vivo (напри-

мер, после экспрессии in vivo или введения полипептида-предшественника). 

В некоторых вариантах реализации изобретения первая и вторая нуклеотидные последовательности 

имеют по меньшей мере 95% идентичность последовательности с CS23-HC-NA и CS23-LC-NA  

(SEQ ID NO: 22 и 23) соответственно. В некоторых вариантах реализации изобретения первая и вторая 

нуклеотидные последовательности имеют по меньшей мере 96% идентичность последовательности с 

CS23-HC-NA и CS23-LC-NA (SEQ ID NO: 22 и 23) соответственно. В некоторых вариантах реализации 
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изобретения первая и вторая нуклеотидные последовательности имеют по меньшей мере 97% идентич-

ность последовательности с CS23-HC-NA и CS23-LC-NA (SEQ ID NO: 22 и 23) соответственно. В неко-

торых вариантах реализации изобретения первая и вторая нуклеотидные последовательности имеют по 

меньшей мере 98% идентичность последовательности с CS23-HC-NA и CS23-LC-NA (SEQ ID NO: 22 и 

23) соответственно. В некоторых вариантах реализации изобретения первая и вторая нуклеотидные по-

следовательности имеют по меньшей мере 99% идентичность последовательности с CS23-HC-NA и 

CS23-LC-NA (SEQ ID NO: 22 и 23) соответственно. В некоторых вариантах реализации изобретения пер-

вая и вторая нуклеотидные последовательности имеют по меньшей мере 99,5% идентичность последова-

тельности с CS23-HC-NA и CS23-LC-NA (SEQ ID NO: 22 и 23) соответственно. В некоторых вариантах 

реализации изобретения первая и вторая нуклеотидные последовательности имеют по меньшей мере 

99,9% идентичность последовательности с CS23-HC-NA и CS23-LC-NA (SEQ ID NO: 22 и 23) соответст-

венно. В некоторых вариантах реализации изобретения первая и вторая нуклеотидные последовательно-

сти идентичны CS23-HC-NA и CS23-LC-NA (SEQ ID NO: 22 и 23) соответственно. 

В некоторых вариантах реализации изобретения полипептидный линкер конструкции фактора VIII 

кодируется третьей нуклеотидной последовательностью, имеющей высокую идентичность последова-

тельности с BDLO04 (SEQ ID NO: 6), которая кодирует 14-аминокислотный линкер, соответствующий 

аминокислотам 760-773 CS23-FL-AA (SEQ ID NO: 21). В некоторых вариантах реализации изобретения 

третья нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 95% идентичность с BDLO04  

(SEQ ID NO: 6). В некоторых вариантах реализации изобретения третья нуклеотидная последователь-

ность имеет по меньшей мере 96% идентичность с BDLO04 (SEQ ID NO: 6). В некоторых вариантах реа-

лизации изобретения третья нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 97% идентич-

ность с BDLO04 (SEQ ID NO: 6). В некоторых вариантах реализации изобретения третья нуклеотидная 

последовательность имеет по меньшей мере 98% идентичность с BDLO04 (SEQ ID NO: 6). В некоторых 

вариантах реализации изобретения третья нуклеотидная последовательность идентична BDLO04  

(SEQ ID NO: 6). 

В некоторых вариантах реализации изобретения полинуклеотид с измененными кодонами имеет 

нуклеотидную последовательность с высокой идентичностью последовательности с CS23-FL-NA  

(SEQ ID NO: 20). В некоторых вариантах реализации изобретения нуклеотидная последовательность 

имеет по меньшей мере 95% идентичность с CS23-FL-NA (SEQ ID NO: 20). В некоторых вариантах реа-

лизации изобретения нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 96% идентичность с 

CS23-FL-NA (SEQ ID NO: 20). В некоторых вариантах реализации изобретения нуклеотидная последова-

тельность имеет по меньшей мере 97% идентичность с CS23-FL-NA (SEQ ID NO: 20). В некоторых вари-

антах реализации изобретения нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 98% идентич-

ность с CS23-FL-NA (SEQ ID NO: 20). В некоторых вариантах реализации изобретения нуклеотидная 

последовательность имеет по меньшей мере 99% идентичность с CS23-FL-NA (SEQ ID NO: 20). В неко-

торых вариантах реализации изобретения нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 

99,5% идентичность с CS23-FL-NA (SEQ ID NO: 20). В некоторых вариантах реализации изобретения 

нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 99,9% идентичность с CS23-FL-NA  

(SEQ ID NO: 20). В некоторых вариантах реализации изобретения нуклеотидная последовательность 

идентична CS23-FL-NA (SEQ ID NO: 20). 

В некоторых вариантах реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеоти-

дом с измененными кодонами, имеет аминокислотную последовательность с высокой идентичностью с 

CS23-FL-AA (SEQ ID NO: 21). В некоторых вариантах реализации изобретения аминокислотная после-

довательность имеет по меньшей мере 97% идентичность с CS23-FL-AA (SEQ ID NO: 21). В некоторых 

вариантах реализации изобретения аминокислотная последовательность имеет по меньшей мере 98% 

идентичность с CS23-FL-AA (SEQ ID NO: 21). В некоторых вариантах реализации изобретения амино-

кислотная последовательность имеет по меньшей мере 99% идентичность с CS23-FL-AA  

(SEQ ID NO: 21). В некоторых вариантах реализации изобретения аминокислотная последовательность 

имеет по меньшей мере 99,5% идентичность с CS23-FL-AA (SEQ ID NO: 21). В некоторых вариантах 

реализации изобретения аминокислотная последовательность имеет по меньшей мере 99,9% идентич-

ность с CS23-FL-AA (SEQ ID NO: 21). В некоторых вариантах реализации изобретения аминокислотная 

последовательность идентична CS23-FL-AA (SEQ ID NO: 21). 

В некоторых вариантах реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеоти-

дом CS23, имеющий высокую гомологию последовательности с CS23-FL-AA (например, по меньшей 

мере 95, 96, 97, 98, 99, 99,5 или 99,9% идентичность) содержит одну или несколько аминокислотных за-

мен, выбранных из m1, m2, m3, m4 и m5. 

В одном варианте реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом 

CS23, содержит аминокислотную замену m1. В одном варианте реализации изобретения вариант фактора 

VIII, кодируемый полинуклеотидом CS23, содержит аминокислотную замену m2. В одном варианте реа-

лизации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS23, содержит аминокис-

лотную замену m3. В одном варианте реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый поли-

нуклеотидом CS23, содержит аминокислотную замену m4. В одном варианте реализации изобретения 
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вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS23, содержит аминокислотную замену m5. 

В одном варианте реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом 

CS23, содержит аминокислотные замены m12. В одном варианте реализации изобретения вариант факто-

ра VIII, кодируемый полинуклеотидом CS23, содержит аминокислотные замены m13. В одном варианте 

реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS23, содержит аминокис-

лотные замены m23. В одном варианте реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый поли-

нуклеотидом CS23, содержит аминокислотные замены m24. В одном варианте реализации изобретения 

вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS23, содержит аминокислотные замены m25. В 

одном варианте реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS23, со-

держит аминокислотные замены m34. В одном варианте реализации изобретения вариант фактора VIII, 

кодируемый полинуклеотидом CS23, содержит аминокислотные замены m35. 

В одном варианте реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом 

CS23, содержит аминокислотные замены m123. В одном варианте реализации изобретения вариант фак-

тора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS23, содержит аминокислотные замены m234. В одном вари-

анте реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS23, содержит ами-

нокислотные замены m125. 

D. Полинуклеотиды с измененными кодонами, кодирующие одноцепочечный белок фактора VIII. 

Конструкции фактора VIII, в которых фуриновый сайт расщепления, расположенный на С-конце  

В-домена удален, сохраняют активность в виде одноцепочечного полипептида, несмотря на то, что нор-

мальное созревание молекулы фактора VIII не может происходить (Leyte et al. (1991)). Аналогично, кон-

струкция фактора VIII с отсутствующим В-доменом с аттенуированным фуриновым сайтом (содержа-

щим аминокислотную замену R1664H) более биологически активна, чем соответствующая конструкция 

фактора VIII с фуриновым сайтом расщепления дикого типа (Siner et al. (2013)). Соответственно, в неко-

торых вариантах реализации изобретения полинуклеотиды с измененными кодонами, представленные в 

данном документе, содержат нуклеотидную последовательность, кодирующую одноцепочечный вариант 

полипептида фактора VIII. Одноцепочечный полипептид фактора VIII содержит легкую цепь фактора 

VIII, тяжелую цепь фактора VIII и полипептидный линкер, соединяющий С-конец тяжелой цепи с  

N-концом легкой цепи. Полипептидный линкер не содержит фуриновый сайт расщепления. 

CS04 одноцепочечные полинуклеотиды с измененными кодонами. 

В одном варианте реализации изобретения полинуклеотиды с измененными кодонами, представ-

ленные в данном документе, содержат нуклеотидную последовательность, кодирующую одноцепочеч-

ный вариант полипептида фактора VIII. Полипептид фактора VIII содержит легкую цепь фактора VIII, 

тяжелую цепь фактора VIII и, необязательно, полипептидный линкер, соединяющий С-конец тяжелой 

цепи с N-концом легкой цепи. Тяжелая цепь полипептида фактора VIII кодируется первой нуклеотидной 

последовательностью, имеющей высокую идентичность последовательности с CS04-HC-NA  

(SEQ ID NO: 3), которая представляет собой часть CS04-FL-NA (SEQ ID NO: 1), кодирующей тяжелую 

цепь фактора VIII. Легкая цепь полипептида фактора VIII кодируется второй нуклеотидной последова-

тельностью с высокой идентичностью последовательности с CS04-LC-NA (SEQ ID NO: 4), которая пред-

ставляет собой часть CS04-FL-NA (SEQ ID NO: 1) кодирующей легкую цепь фактора VIII. Необязатель-

ный полипептидный линкер не содержит фуриновый сайт расщепления. 

В некоторых вариантах реализации изобретения первая и вторая нуклеотидные последовательности 

имеют по меньшей мере 95% идентичность последовательности с CS04-HC-NA и CS04-LC-NA (SEQ ID 

NO: 3 и 4) соответственно. В некоторых вариантах реализации изобретения первая и вторая нуклеотид-

ные последовательности имеют по меньшей мере 96% идентичность последовательности с CS04-HC-NA 

и CS04-LC-NA (SEQ ID NO: 3 и 4) соответственно. В некоторых вариантах реализации изобретения пер-

вая и вторая нуклеотидные последовательности имеют по меньшей мере 97% идентичность последова-

тельности с CS04-HC-NA и CS04-LC-NA (SEQ ID NO: 3 и 4) соответственно. В некоторых вариантах 

реализации изобретения первая и вторая нуклеотидные последовательности имеют по меньшей мере 98% 

идентичность последовательности с CS04-HC-NA и CS04-LC-NA (SEQ ID NO: 3 и 4) соответственно. В 

некоторых вариантах реализации изобретения первая и вторая нуклеотидные последовательности имеют 

по меньшей мере 99% идентичность последовательности с CS04-HC-NA и CS04-LC-NA (SEQ ID NO: 3 и 

4) соответственно. В некоторых вариантах реализации изобретения первая и вторая нуклеотидные по-

следовательности имеют по меньшей мере 99,5% идентичность последовательности с CS04-HC-NA и 

CS04-LC-NA (SEQ ID NO: 3 и 4) соответственно. В некоторых вариантах реализации изобретения первая 

и вторая нуклеотидные последовательности имеют по меньшей мере 99,9% идентичность последова-

тельности с CS04-HC-NA и CS04-LC-NA (SEQ ID NO: 3 и 4) соответственно. В некоторых вариантах 

реализации изобретения первая и вторая нуклеотидные последовательности идентичны CS04-HC-NA и 

CS04-LC-NA (SEQ ID NO: 3 и 4) соответственно. 

В некоторых вариантах реализации изобретения полинуклеотид с измененными кодонами имеет 

нуклеотидную последовательность с высокой идентичностью последовательности с CS04-SC1-NA  

(SEQ ID NO: 9). В некоторых вариантах реализации изобретения нуклеотидная последовательность име-

ет по меньшей мере 95% идентичность с CS04-SC1-NA (SEQ ID NO: 9). В некоторых вариантах реализа-
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ции изобретения нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 96% идентичность с  

CS04-SC1-NA (SEQ ID NO: 9). В некоторых вариантах реализации изобретения нуклеотидная последова-

тельность имеет по меньшей мере 97% идентичность с CS04-SC1-NA (SEQ ID NO: 9). В некоторых вари-

антах реализации изобретения нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 98% идентич-

ность с CS04-SC1-NA (SEQ ID NO: 9). В некоторых вариантах реализации изобретения нуклеотидная 

последовательность имеет по меньшей мере 99% идентичность с CS04-SC1-NA (SEQ ID NO: 9). В неко-

торых вариантах реализации изобретения нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 

99,5% идентичность с CS04-SC1-NA (SEQ ID NO: 9). В некоторых вариантах реализации изобретения 

нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 99,9% идентичность с CS04-SC1-NA  

(SEQ ID NO: 9). В некоторых вариантах реализации изобретения нуклеотидная последовательность 

идентична CS04-SC1-NA (SEQ ID NO: 9). 

В некоторых вариантах реализации изобретения полинуклеотид с измененными кодонами имеет 

нуклеотидную последовательность с высокой идентичностью последовательности с CS04-SC2-NA  

(SEQ ID NO: 11). В некоторых вариантах реализации изобретения нуклеотидная последовательность 

имеет по меньшей мере 95% идентичность с CS04-SC2-NA (SEQ ID NO: 11). В некоторых вариантах реа-

лизации изобретения нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 96% идентичность с 

CS04-SC2-NA (SEQ ID NO: 11). В некоторых вариантах реализации изобретения нуклеотидная последо-

вательность имеет по меньшей мере 97% идентичность с CS04-SC2-NA (SEQ ID NO: 11). В некоторых 

вариантах реализации изобретения нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 98% иден-

тичность с CS04-SC2-NA (SEQ ID NO: 11). В некоторых вариантах реализации изобретения нуклеотид-

ная последовательность имеет по меньшей мере 99% идентичность с CS04-SC2-NA (SEQ ID NO: 11). В 

некоторых вариантах реализации изобретения нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 

99,5% идентичность с CS04-SC2-NA (SEQ ID NO: 11). В некоторых вариантах реализации изобретения 

нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 99,9% идентичность с CS04-SC2-NA  

(SEQ ID NO: 11). В некоторых вариантах реализации изобретения нуклеотидная последовательность 

идентична CS04-SC2-NA (SEQ ID NO: 11). 

В некоторых вариантах реализации изобретения одноцепочечный вариант фактора VIII, кодируе-

мый полинуклеотидом с измененными кодонами, имеет аминокислотную последовательность с высокой 

идентичностью с последовательностью CS04-SC1-AA (SEQ ID NO: 10, фактор VIII∆ человека (760-1667) 

(SPI; HsFVIII∆ (741-1648), SPE)). В некоторых вариантах реализации изобретения вариант фактора VIII, 

кодируемый полинуклеотидом с измененными кодонами, имеет аминокислотную последовательность с 

высокой идентичностью с CS04-SC1-AA (SEQ ID NO: 10). В некоторых вариантах реализации изобрете-

ния аминокислотная последовательность имеет по меньшей мере 97% идентичность с CS04-SC1-AA 

(SEQ ID NO: 10). В некоторых вариантах реализации изобретения аминокислотная последовательность 

имеет по меньшей мере 98% идентичность с CS04-SC1-AA (SEQ ID NO: 10). В некоторых вариантах реа-

лизации изобретения аминокислотная последовательность имеет по меньшей мере 99% идентичность с 

CS04-SC1-AA (SEQ ID NO: 10). В некоторых вариантах реализации изобретения аминокислотная после-

довательность имеет по меньшей мере 99,5% идентичность с CS04-SC1-AA (SEQ ID NO: 10). В некото-

рых вариантах реализации изобретения аминокислотная последовательность имеет по меньшей мере 

99,9% идентичность с CS04-SC1-AA (SEQ ID NO: 10). В некоторых вариантах реализации изобретения 

аминокислотная последовательность идентична CS04-SC1-AA (SEQ ID NO: 10). 

В некоторых вариантах реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеоти-

дом CS04-SC1, имеющий высокую гомологию последовательности с CS04-SC1-AA (например, по мень-

шей мере 95, 96, 97, 98, 99, 99,5 или 99,9% идентичность) содержит одну или несколько аминокислотных 

замен, выбранных из m1, m2, m3, m4 и m5. 

В некоторых вариантах реализации изобретения одноцепочечный вариант фактора VIII, кодируе-

мый полинуклеотидом с измененными кодонами, имеет аминокислотную последовательность с высокой 

идентичностью с последовательностью CS04-SC2-AA (SEQ ID NO: 12, фактор VIII∆ человека (772-1667) 

(SPI; HsFVIII∆ (753-1648), SPE)). В некоторых вариантах реализации изобретения вариант фактора VIII, 

кодируемый полинуклеотидом с измененными кодонами, имеет аминокислотную последовательность с 

высокой идентичностью с CS04-SC2-AA (SEQ ID NO: 12). В некоторых вариантах реализации изобрете-

ния аминокислотная последовательность имеет по меньшей мере 97% идентичность с CS04-SC2-AA 

(SEQ ID NO: 12). В некоторых вариантах реализации изобретения аминокислотная последовательность 

имеет по меньшей мере 98% идентичность с CS04-SC2-AA (SEQ ID NO: 12). В некоторых вариантах реа-

лизации изобретения аминокислотная последовательность имеет по меньшей мере 99% идентичность с 

CS04-SC2-AA (SEQ ID NO: 12). В некоторых вариантах реализации изобретения аминокислотная после-

довательность имеет по меньшей мере 99,5% идентичность с CS04-SC2-AA (SEQ ID NO: 12). В некото-

рых вариантах реализации изобретения аминокислотная последовательность имеет по меньшей мере 

99,9% идентичность с CS04-SC2-AA (SEQ ID NO: 12). В некоторых вариантах реализации изобретения 

аминокислотная последовательность идентична CS04-SC2-AA (SEQ ID NO: 12). 

В некоторых вариантах реализации изобретения одноцепочечный вариант фактора VIII, кодируе-
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мый полинуклеотидом CS04-SC2, имеющий высокую гомологию последовательности с CS04-SC2-AA 

(например, по меньшей мере 95, 96, 97, 98, 99, 99,5 или 99,9% идентичности), содержит одну или не-

сколько аминокислотных замен, выбранных из m1, m2, m3, m4 и m5. 

В одном варианте реализации изобретения одноцепочечный вариант фактора VIII, кодируемый по-

линуклеотидом CS04, содержит аминокислотную замену m1. В одном варианте реализации изобретения 

вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS04, содержит аминокислотную замену m2. В од-

ном варианте реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS04, со-

держит аминокислотную замену m3. В одном варианте реализации изобретения вариант фактора VIII, 

кодируемый полинуклеотидом CS04, содержит аминокислотную замену m4. В одном варианте реализа-

ции изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS04, содержит аминокислотную 

замену m5. 

В одном варианте реализации изобретения одноцепочечный вариант фактора VIII, кодируемый по-

линуклеотидом CS04, содержит аминокислотные замены m12. В одном варианте реализации изобретения 

вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS04, содержит аминокислотные замены m13. В 

одном варианте реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS04, со-

держит аминокислотные замены m23. В одном варианте реализации изобретения вариант фактора VIII, 

кодируемый полинуклеотидом CS04, содержит аминокислотные замены m24. В одном варианте реализа-

ции изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS04, содержит аминокислотные 

замены m25. В одном варианте реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклео-

тидом CS04, содержит аминокислотные замены m34. В одном варианте реализации изобретения вариант 

фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS04, содержит аминокислотные замены m35. 

В одном варианте реализации изобретения одноцепочечный вариант фактора VIII, кодируемый по-

линуклеотидом CS04, содержит аминокислотные замены m123. В одном варианте реализации изобрете-

ния вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS04, содержит аминокислотные замены m234. 

В одном варианте реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS04, 

содержит аминокислотные замены m125. 

CS01 одноцепочечные полинуклеотиды с измененными кодонами. 

В одном варианте реализации изобретения полинуклеотиды с кодонами, представленные в данном 

документе, содержат нуклеотидную последовательность, кодирующую одноцепочечный вариант поли-

пептида фактора VIII. Полипептид фактора VIII содержит легкую цепь фактора VIII, тяжелую цепь фак-

тора VIII и, необязательно, полипептидный линкер, соединяющий С-конец тяжелой цепи с N-концом 

легкой цепи. Тяжелая цепь полипептида фактора VIII кодируется первой нуклеотидной последователь-

ностью, имеющей высокую идентичность последовательности с CS01-HC-NA (SEQ ID NO: 24), которая 

представляет собой часть CS01-FL-NA (SEQ ID NO: 13), кодирующей тяжелую цепь фактора VIII. Лег-

кая цепь полипептида фактора VIII кодируется второй нуклеотидной последовательностью с высокой 

идентичностью последовательности с CS01-LC-NA (SEQ ID NO: 25), которая представляет собой часть 

CS01-FL-NA (SEQ ID NO: 13) кодирующей легкую цепь фактора VIII. Необязательный полипептидный 

линкер не содержит фуриновый сайт расщепления. 

В некоторых вариантах реализации изобретения первая и вторая нуклеотидные последовательности 

имеют по меньшей мере 95% идентичность последовательности с CS01-HC-NA и CS01-LC-NA  

(SEQ ID NO: 24 и 25) соответственно. В некоторых вариантах реализации изобретения первая и вторая 

нуклеотидные последовательности имеют по меньшей мере 96% идентичность последовательности с 

CS01-HC-NA и CS01-LC-NA (SEQ ID NO: 24 и 25) соответственно. В некоторых вариантах реализации 

изобретения первая и вторая нуклеотидные последовательности имеют по меньшей мере 97% идентич-

ность последовательности с CS01-HC-NA и CS01-LC-NA (SEQ ID NO: 24 и 25) соответственно. В неко-

торых вариантах реализации изобретения первая и вторая нуклеотидные последовательности имеют по 

меньшей мере 98% идентичность последовательности с CS01-HC-NA и CS01-LC-NA (SEQ ID NO: 24 и 

25) соответственно. В некоторых вариантах реализации изобретения первая и вторая нуклеотидные по-

следовательности имеют по меньшей мере 99% идентичность последовательности с CS01-HC-NA и 

CS01-LC-NA (SEQ ID NO: 24 и 25) соответственно. В некоторых вариантах реализации изобретения пер-

вая и вторая нуклеотидные последовательности имеют по меньшей мере 99,5% идентичность последова-

тельности с CS01-HC-NA и CS01-LC-NA (SEQ ID NO: 24 и 25) соответственно. В некоторых вариантах 

реализации изобретения первая и вторая нуклеотидные последовательности имеют по меньшей мере 

99,9% идентичность последовательности с CS01-HC-NA и CS01-LC-NA (SEQ ID NO: 24 и 25) соответст-

венно. В некоторых вариантах реализации изобретения первая и вторая нуклеотидные последовательно-

сти идентичны CS01-HC-NA и CS01-LC-NA (SEQ ID NO: 24 и 25) соответственно. 

В некоторых вариантах реализации изобретения полинуклеотид с измененными кодонами имеет 

нуклеотидную последовательность с высокой идентичностью последовательности с CS01-SC1-NA  

(SEQ ID NO: 26). В некоторых вариантах реализации изобретения нуклеотидная последовательность 

имеет по меньшей мере 95% идентичность с CS01-SC1-NA (SEQ ID NO: 26). В некоторых вариантах реа-

лизации изобретения нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 96% идентичность с 

CS01-SC1-NA (SEQ ID NO: 26). В некоторых вариантах реализации изобретения нуклеотидная последо-
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вательность имеет по меньшей мере 97% идентичность с CS01-SC1-NA (SEQ ID NO: 26). В некоторых 

вариантах реализации изобретения нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 98% иден-

тичность с CS01-SC1-NA (SEQ ID NO: 26). В некоторых вариантах реализации изобретения нуклеотид-

ная последовательность имеет по меньшей мере 99% идентичность с CS01-SC1-NA (SEQ ID NO: 26). В 

некоторых вариантах реализации изобретения нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 

99,5% идентичность с CS01-SC1-NA (SEQ ID NO: 26). В некоторых вариантах реализации изобретения 

нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 99,9% идентичность с CS01-SC1-NA  

(SEQ ID NO: 26). В некоторых вариантах реализации изобретения нуклеотидная последовательность 

идентична CS01-SC1-NA (SEQ ID NO: 26). 

В некоторых вариантах реализации изобретения полинуклеотид с измененными кодонами имеет 

нуклеотидную последовательность с высокой идентичностью последовательности с CS01-SC2-NA  

(SEQ ID NO: 27). В некоторых вариантах реализации изобретения нуклеотидная последовательность 

имеет по меньшей мере 95% идентичность с CS01-SC2-NA (SEQ ID NO: 27). В некоторых вариантах реа-

лизации изобретения нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 96% идентичность с 

CS01-SC2-NA (SEQ ID NO: 27). В некоторых вариантах реализации изобретения нуклеотидная последо-

вательность имеет по меньшей мере 97% идентичность с CS01-SC2-NA (SEQ ID NO: 27). В некоторых 

вариантах реализации изобретения нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 98% иден-

тичность с CS01-SC2-NA (SEQ ID NO: 27). В некоторых вариантах реализации изобретения нуклеотид-

ная последовательность имеет по меньшей мере 99% идентичность с CS01-SC2-NA (SEQ ID NO: 27). В 

некоторых вариантах реализации изобретения нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 

99,5% идентичность с CS01-SC2-NA (SEQ ID NO: 27). В некоторых вариантах реализации изобретения 

нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 99,9% идентичность с CS01-SC2-NA  

(SEQ ID NO: 27). В некоторых вариантах реализации изобретения нуклеотидная последовательность 

идентична CS01-SC2-NA (SEQ ID NO: 27). 

В некоторых вариантах реализации изобретения одноцепочечный вариант фактора VIII, кодируе-

мый полинуклеотидом с измененными кодонами, имеет аминокислотную последовательность с высокой 

идентичностью с последовательностью CS01-SC1-AA (SEQ ID NO: 10, фактор VIII∆ человека (760-1667) 

(SPI; HsFVIII∆ (741-1648), SPE)). В некоторых вариантах реализации изобретения вариант фактора VIII, 

кодируемый полинуклеотидом с измененными кодонами, имеет аминокислотную последовательность с 

высокой идентичностью с CS01-SC1-AA (SEQ ID NO: 10). В некоторых вариантах реализации изобрете-

ния аминокислотная последовательность имеет по меньшей мере 97% идентичность с CS01-SC1-AA 

(SEQ ID NO: 10). В некоторых вариантах реализации изобретения аминокислотная последовательность 

имеет по меньшей мере 98% идентичность с CS01-SC1-AA (SEQ ID NO: 10). В некоторых вариантах реа-

лизации изобретения аминокислотная последовательность имеет по меньшей мере 99% идентичность с 

CS01-SC1-AA (SEQ ID NO: 10). В некоторых вариантах реализации изобретения аминокислотная после-

довательность имеет по меньшей мере 99,5% идентичность с CS01-SC1-AA (SEQ ID NO: 10). В некото-

рых вариантах реализации изобретения аминокислотная последовательность имеет по меньшей мере 

99,9% идентичность с CS01-SC1-AA (SEQ ID NO: 10). В некоторых вариантах реализации изобретения 

аминокислотная последовательность идентична CS01-SC1-AA (SEQ ID NO: 10). 

В некоторых вариантах реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеоти-

дом CS01-SC1, имеющий высокую гомологию последовательности с CS01-SC1-AA (например, по мень-

шей мере 95, 96, 97, 98, 99, 99,5 или 99,9% идентичность) содержит одну или несколько аминокислотных 

замен, выбранных из m1, m2, m3, m4 и m5. 

В некоторых вариантах реализации изобретения одноцепочечный вариант фактора VIII, кодируе-

мый полинуклеотидом с измененными кодонами, имеет аминокислотную последовательность с высокой 

идентичностью с последовательностью CS01-SC2-AA (SEQ ID NO: 12, фактор VIII∆ человека (772-1667) 

(SPI; HsFVIII∆ (753-1648), SPE)). В некоторых вариантах реализации изобретения вариант фактора VIII, 

кодируемый полинуклеотидом с измененными кодонами, имеет аминокислотную последовательность с 

высокой идентичностью с CS01-SC2-AA (SEQ ID NO: 12). В некоторых вариантах реализации изобрете-

ния аминокислотная последовательность имеет по меньшей мере 97% идентичность с CS01-SC2-AA 

(SEQ ID NO: 12). В некоторых вариантах реализации изобретения аминокислотная последовательность 

имеет по меньшей мере 98% идентичность с CS01-SC2-AA (SEQ ID NO: 12). В некоторых вариантах реа-

лизации изобретения аминокислотная последовательность имеет по меньшей мере 99% идентичность с 

CS01-SC2-AA (SEQ ID NO: 12). В некоторых вариантах реализации изобретения аминокислотная после-

довательность имеет по меньшей мере 99,5% идентичность с CS01-SC2-AA (SEQ ID NO: 12). В некото-

рых вариантах реализации изобретения аминокислотная последовательность имеет по меньшей мере 

99,9% идентичность с CS01-SC2-AA (SEQ ID NO: 12). В некоторых вариантах реализации изобретения 

аминокислотная последовательность идентична CS01-SC2-AA (SEQ ID NO: 12). 

В некоторых вариантах реализации изобретения одноцепочечный вариант фактора VIII, кодируе-

мый полинуклеотидом CS01-SC2, имеющий высокую гомологию последовательности с CS01-SC2-AA 

(например, по меньшей мере 95, 96, 97, 98, 99, 99,5 или 99,9% идентичности), содержит одну или не-
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сколько аминокислотных замен, выбранных из m1, m2, m3, m4 и m5. 

В одном варианте реализации изобретения одноцепочечный вариант фактора VIII, кодируемый по-

линуклеотидом CS01, содержит аминокислотную замену m1. В одном варианте реализации изобретения 

вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS01, содержит аминокислотную замену m2. В од-

ном варианте реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS01, со-

держит аминокислотную замену m3. В одном варианте реализации изобретения вариант фактора VIII, 

кодируемый полинуклеотидом CS01, содержит аминокислотную замену m4. В одном варианте реализа-

ции изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS01, содержит аминокислотную 

замену m5. 

В одном варианте реализации изобретения одноцепочечный вариант фактора VIII, кодируемый по-

линуклеотидом CS01, содержит аминокислотные замены m12. В одном варианте реализации изобретения 

вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS01, содержит аминокислотные замены m13. В 

одном варианте реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS01, со-

держит аминокислотные замены m23. В одном варианте реализации изобретения вариант фактора VIII, 

кодируемый полинуклеотидом CS01, содержит аминокислотные замены m24. В одном варианте реализа-

ции изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS01, содержит аминокислотные 

замены m25. В одном варианте реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклео-

тидом CS01, содержит аминокислотные замены m34. В одном варианте реализации изобретения вариант 

фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS01, содержит аминокислотные замены m35. 

В одном варианте реализации изобретения одноцепочечный вариант фактора VIII, кодируемый по-

линуклеотидом CS01, содержит аминокислотные замены m123. В одном варианте реализации изобрете-

ния вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS01, содержит аминокислотные замены m234. 

В одном варианте реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS01, 

содержит аминокислотные замены m125. 

CS23 одноцепочечные полинуклеотиды с измененными кодонами. 

В одном варианте реализации изобретения полинуклеотиды с измененными кодонами, представ-

ленные в данном документе, содержат нуклеотидную последовательность, кодирующую одноцепочеч-

ный вариант полипептида фактора VIII. Полипептид фактора VIII содержит легкую цепь фактора VIII, 

тяжелую цепь фактора VIII и, необязательно, полипептидный линкер, соединяющий С-конец тяжелой 

цепи с N-концом легкой цепи. Тяжелая цепь полипептида фактора VIII кодируется первой нуклеотидной 

последовательностью, имеющей высокую идентичность последовательности с CS23-HC-NA  

(SEQ ID NO: 22), которая представляет собой часть CS23-FL-NA (SEQ ID NO: 20), кодирующей тяжелую 

цепь фактора VIII. Легкая цепь полипептида фактора VIII кодируется второй нуклеотидной последова-

тельностью с высокой идентичностью последовательности с CS23-LC-NA (SEQ ID NO: 23), которая 

представляет собой часть CS23-FL-NA (SEQ ID NO: 20) кодирующей легкую цепь фактора VIII. Необя-

зательный полипептидный линкер не содержит фуриновый сайт расщепления. 

В некоторых вариантах реализации изобретения первая и вторая нуклеотидные последовательности 

имеют по меньшей мере 95% идентичность последовательности с CS23-HC-NA и CS23-LC-NA  

(SEQ ID NO: 22 и 23) соответственно. В некоторых вариантах реализации изобретения первая и вторая 

нуклеотидные последовательности имеют по меньшей мере 96% идентичность последовательности с 

CS23-HC-NA и CS23-LC-NA (SEQ ID NO: 22 и 23) соответственно. В некоторых вариантах реализации 

изобретения первая и вторая нуклеотидные последовательности имеют по меньшей мере 97% идентич-

ность последовательности с CS23-HC-NA и CS23-LC-NA (SEQ ID NO: 22 и 23) соответственно. В неко-

торых вариантах реализации изобретения первая и вторая нуклеотидные последовательности имеют по 

меньшей мере 98% идентичность последовательности с CS23-HC-NA и CS23-LC-NA (SEQ ID NO: 22 и 

23) соответственно. В некоторых вариантах реализации изобретения первая и вторая нуклеотидные по-

следовательности имеют по меньшей мере 99% идентичность последовательности с CS23-HC-NA и 

CS23-LC-NA (SEQ ID NO: 22 и 23) соответственно. В некоторых вариантах реализации изобретения пер-

вая и вторая нуклеотидные последовательности имеют по меньшей мере 99,5% идентичность последова-

тельности с CS23-HC-NA и CS23-LC-NA (SEQ ID NO: 22 и 23) соответственно. В некоторых вариантах 

реализации изобретения первая и вторая нуклеотидные последовательности имеют по меньшей мере 

99,9% идентичность последовательности с CS23-HC-NA и CS23-LC-NA (SEQ ID NO: 22 и 23) соответст-

венно. В некоторых вариантах реализации изобретения первая и вторая нуклеотидные последовательно-

сти идентичны CS23-HC-NA и CS23-LC-NA (SEQ ID NO: 22 и 23) соответственно. 

В некоторых вариантах реализации изобретения полинуклеотид с измененными кодонами имеет 

нуклеотидную последовательность с высокой идентичностью последовательности с CS23-SC1-NA  

(SEQ ID NO: 28). В некоторых вариантах реализации изобретения нуклеотидная последовательность 

имеет по меньшей мере 95% идентичность с CS23-SC1-NA (SEQ ID NO: 28). В некоторых вариантах реа-

лизации изобретения нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 96% идентичность с 

CS23-SC1-NA (SEQ ID NO: 28). В некоторых вариантах реализации изобретения нуклеотидная последо-

вательность имеет по меньшей мере 97% идентичность с CS23-SC1-NA (SEQ ID NO: 28). В некоторых 

вариантах реализации изобретения нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 98% иден-
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тичность с CS23-SC1-NA (SEQ ID NO: 28). В некоторых вариантах реализации изобретения нуклеотид-

ная последовательность имеет по меньшей мере 99% идентичность с CS23-SC1-NA (SEQ ID NO: 28). В 

некоторых вариантах реализации изобретения нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 

99,5% идентичность с CS23-SC1-NA (SEQ ID NO: 28). В некоторых вариантах реализации изобретения 

нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 99,9% идентичность с CS23-SC1-NA  

(SEQ ID NO: 28). В некоторых вариантах реализации изобретения нуклеотидная последовательность 

идентична CS23-SC1-NA (SEQ ID NO: 28). 

В некоторых вариантах реализации изобретения полинуклеотид с измененными кодонами имеет 

нуклеотидную последовательность с высокой идентичностью последовательности с CS23-SC2-NA  

(SEQ ID NO: 29). В некоторых вариантах реализации изобретения нуклеотидная последовательность 

имеет по меньшей мере 95% идентичность с CS23-SC2-NA (SEQ ID NO: 29). В некоторых вариантах реа-

лизации изобретения нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 96% идентичность с 

CS23-SC2-NA (SEQ ID NO: 29). В некоторых вариантах реализации изобретения нуклеотидная последо-

вательность имеет по меньшей мере 97% идентичность с CS23-SC2-NA (SEQ ID NO: 29). В некоторых 

вариантах реализации изобретения нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 98% иден-

тичность с CS23-SC2-NA (SEQ ID NO: 29). В некоторых вариантах реализации изобретения нуклеотид-

ная последовательность имеет по меньшей мере 99% идентичность с CS23-SC2-NA (SEQ ID NO: 29). В 

некоторых вариантах реализации изобретения нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 

99,5% идентичность с CS23-SC2-NA (SEQ ID NO: 29). В некоторых вариантах реализации изобретения 

нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 99,9% идентичность с CS23-SC2-NA  

(SEQ ID NO: 29). В некоторых вариантах реализации изобретения нуклеотидная последовательность 

идентична CS23-SC2-NA (SEQ ID NO: 29). 

В некоторых вариантах реализации изобретения одноцепочечный вариант фактора VIII, кодируе-

мый полинуклеотидом с измененными кодонами, имеет аминокислотную последовательность с высокой 

идентичностью с последовательностью CS23-SC1-AA (SEQ ID NO: 10, фактор VIII∆ человека (760-1667) 

(SPI; CS04∆(741-1648), SPE)). В некоторых вариантах реализации изобретения вариант фактора VIII, ко-

дируемый полинуклеотидом с измененными кодонами, имеет аминокислотную последовательность с 

высокой идентичностью с CS23-SC1-AA (SEQ ID NO: 10). В некоторых вариантах реализации изобрете-

ния аминокислотная последовательность имеет по меньшей мере 97% идентичность с CS23-SC1-AA 

(SEQ ID NO: 10). В некоторых вариантах реализации изобретения аминокислотная последовательность 

имеет по меньшей мере 98% идентичность с CS23-SC1-AA (SEQ ID NO: 10). В некоторых вариантах реа-

лизации изобретения аминокислотная последовательность имеет по меньшей мере 99% идентичность с 

CS23-SC1-AA (SEQ ID NO: 10). В некоторых вариантах реализации изобретения аминокислотная после-

довательность имеет по меньшей мере 99,5% идентичность с CS23-SC1-AA (SEQ ID NO: 10). В некото-

рых вариантах реализации изобретения аминокислотная последовательность имеет по меньшей мере 

99,9% идентичность с CS23-SC1-AA (SEQ ID NO: 10). В некоторых вариантах реализации изобретения 

аминокислотная последовательность идентична CS23-SC1-AA (SEQ ID NO: 10). 

В некоторых вариантах реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеоти-

дом CS23-SC1, имеющий высокую гомологию последовательности с CS23-SC1-AA (например, по мень-

шей мере 95, 96, 97, 98, 99, 99,5 или 99,9% идентичность) содержит одну или несколько аминокислотных 

замен, выбранных из m1, m2, m3, m4 и m5. 

В некоторых вариантах реализации изобретения одноцепочечный вариант фактора VIII, кодируе-

мый полинуклеотидом с измененными кодонами, имеет аминокислотную последовательность с высокой 

идентичностью с последовательностью CS23-SC2-AA (SEQ ID NO: 12, фактор VIII∆ человека (772-1667) 

(SPI; HsFVIII∆ (753-1648), SPE)). В некоторых вариантах реализации изобретения вариант фактора VIII, 

кодируемый полинуклеотидом с измененными кодонами, имеет аминокислотную последовательность с 

высокой идентичностью с CS23-SC2-AA (SEQ ID NO: 12). В некоторых вариантах реализации изобрете-

ния аминокислотная последовательность имеет по меньшей мере 97% идентичность с CS23-SC2-AA 

(SEQ ID NO: 12). В некоторых вариантах реализации изобретения аминокислотная последовательность 

имеет по меньшей мере 98% идентичность с CS23-SC2-AA (SEQ ID NO: 12). В некоторых вариантах реа-

лизации изобретения аминокислотная последовательность имеет по меньшей мере 99% идентичность с 

CS23-SC2-AA (SEQ ID NO: 12). В некоторых вариантах реализации изобретения аминокислотная после-

довательность имеет по меньшей мере 99,5% идентичность с CS23-SC2-AA (SEQ ID NO: 12). В некото-

рых вариантах реализации изобретения аминокислотная последовательность имеет по меньшей мере 

99,9% идентичность с CS23-SC2-AA (SEQ ID NO: 12). В некоторых вариантах реализации изобретения 

аминокислотная последовательность идентична CS23-SC2-AA (SEQ ID NO: 12). 

В некоторых вариантах реализации изобретения одноцепочечный вариант фактора VIII, кодируе-

мый полинуклеотидом CS23-SC2, имеющий высокую гомологию последовательности с CS23-SC2-AA 

(например, по меньшей мере 95, 96, 97, 98, 99, 99,5 или 99,9% идентичности), содержит одну или не-

сколько аминокислотных замен, выбранных из m1, m2, m3, m4 и m5. 

В одном варианте реализации изобретения одноцепочечный вариант фактора VIII, кодируемый по-
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линуклеотидом CS23, содержит аминокислотную замену m1. В одном варианте реализации изобретения 

вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS23, содержит аминокислотную замену m2. В од-

ном варианте реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS23, со-

держит аминокислотную замену m3. В одном варианте реализации изобретения вариант фактора VIII, 

кодируемый полинуклеотидом CS23, содержит аминокислотную замену m4. В одном варианте реализа-

ции изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS23, содержит аминокислотную 

замену m5. 

В одном варианте реализации изобретения одноцепочечный вариант фактора VIII, кодируемый по-

линуклеотидом CS23, содержит аминокислотные замены m12. В одном варианте реализации изобретения 

вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS23, содержит аминокислотные замены m13. В 

одном варианте реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS23, со-

держит аминокислотные замены m23. В одном варианте реализации изобретения вариант фактора VIII, 

кодируемый полинуклеотидом CS23, содержит аминокислотные замены m24. В одном варианте реализа-

ции изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS23, содержит аминокислотные 

замены m25. В одном варианте реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклео-

тидом CS23, содержит аминокислотные замены m34. В одном варианте реализации изобретения вариант 

фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS23, содержит аминокислотные замены m35. 

В одном варианте реализации изобретения одноцепочечный вариант фактора VIII, кодируемый по-

линуклеотидом CS23, содержит аминокислотные замены m123. В одном варианте реализации изобрете-

ния вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS23, содержит аминокислотные замены m234. 

В одном варианте реализации изобретения вариант фактора VIII, кодируемый полинуклеотидом CS23, 

содержит аминокислотные замены m125. 

E. Экспрессирующие векторы фактора VIII. 

В некоторых вариантах реализации изобретения описанные в данном документе полинуклеотиды с 

измененными кодонами, интегрированы в экспрессирующие векторы. Неограничивающие примеры экс-

прессирующих векторов включают вирусные векторы (например, векторы, подходящие для генной тера-

пии), векторы в виде плазмид, векторы в виде бактериофагов, космиды, фазмиды, искусственные хромо-

сомы и тому подобное. 

Неограничивающие примеры вирусных векторов включают ретровирус, например вирус мышиной 

лейкемии Молони (MMLV), вирус мышиной саркомы Харви, вирус мышиной опухоли молочной железы 

и вирус саркомы Роуса; аденовирусы, аденоассоциированные вирусы; вирусы типа SV40; полиомавиру-

сы; вирусы Эпштейна-Барра; вирусы папилломы; вирусы герпеса; вирусы осповакцины и вирусы полио-

миелита. 

В некоторых вариантах реализации изобретения описанные в данном документе полинуклеотиды с 

измененными кодонами интегрированы в векторы генной терапии. В некоторых вариантах реализации 

изобретения вектор генной терапии является ретровирусом и, в частности, ретровирусом с дефективной 

репликацией. Протоколы для производства ретровирусов с дефицитной репликацией известны в данной 

области техники. Для обзора см. Kriegler, M., Gene Transfer and Expression, A Laboratory Manual,  

W.H. Freeman Co., New York (1990) and Murry, E.J., Methods in Molecular Biology, Vol. 7, Humana Press, 

Inc., Cliffton, N.J. (1991). 

В одном варианте реализации изобретения вектор генной терапии представляет собой вектор ген-

ной терапии, основанный на аденоассоциированном вирусе (AAV). AAV-системы были описаны ранее и, 

как правило, хорошо известны в данной области (Kelleher and Vos, Biotechniques, 17(6):1110-17 (1994); 

Cotten et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89(13):6094-98 (1992); Curiel, Nat. Immun., 13(2-3):141-64 (1994); 

Muzyczka, Curr Top Microbiol. Immunol., 158:97-129 (1992) и Asokan A., et al., Mol. Ther., 20(4):699-708 

(2012), которые включены в данное описание посредством ссылки во всей полноте для всех целей). Под-

робная информация о генерации и использовании векторов rAAV описана, например, в патентах США № 

5139941 и 4797368, каждый из которых включен в данное описание посредством ссылки во всей их пол-

ноте для всех целей. В конкретном варианте реализации изобретения вектор AAV представляет собой 

вектор AAV-8. 

В некоторых вариантах реализации изобретения, описанные в данном документе полинуклеотиды с 

измененными кодонами, интегрированы в ретровирусный вектор экспрессии. Эти системы были описа-

ны ранее и, как правило, хорошо известны в данной области (Mann et al., Cell, 33:153-159, 1983; Nicolas 

and Rubinstein, In: Vectors: A survey of molecular cloning vectors and their uses, Rodriguez and Denhardt, eds., 

Stoneham: Butterworth, p. 494-513, 1988; Temin, In: Gene Transfer, Kucherlapati (ed.), New York: Plenum 

Press, pp. 149-188, 1986). В конкретном варианте реализации изобретения ретровирусный вектор пред-

ставляет собой лентивирусный вектор (см., например, Naldini et al., Science, 272(5259):263-267, 1996; Zuf-

ferey et al., Nat. Biotechnol., 15(9):871-875, 1997; Blomer et al., J. Virol., 71(9):6641-6649, 1997; патенты 

США № 6013516 и 5994136). 

Широкое разнообразие векторов может быть использовано для экспрессии полипептида фактора 

VIII из полипептида с измененными кодонами в культуре клеток, включая эукариотические и прокарио-

тические экспрессирующие векторы. В некоторых вариантах реализации изобретения предполагается, 
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что плазмидный вектор используется для экспрессии полипептида фактора VIII в культуре клеток. В об-

щем, плазмидные векторы, содержащие репликон и контрольные последовательности, которые получены 

от видов, совместимых с клеткой-хозяином, используются в связи с этими хозяевами. Вектор может со-

держать сайт репликации, а также маркирующие последовательности, которые способны обеспечивать 

фенотипический отбор в трансформированных клетках. Плазмида будет содержать полинуклеотид с из-

мененными кодонами, кодирующий полипептид фактора VIII, функционально связанный с одной или 

несколькими контрольными последовательностями, например, промотором. 

Неограничивающие примеры векторов для прокариотической экспрессии включают плазмиды, та-

кие как pRSET, pET, pBAD и т. д., где промоторы, используемые в прокариотических экспрессирующих 

векторах, содержат lac, trc, trp, recA, araBAD и т.д. Примеры векторов для эукариотической экспрессии 

включают (i) для экспрессии в дрожжах векторы, такие как pAO, pPIC, pYES, рМЕТ, с использованием 

промоторов, таких как АОХ1, GAP, GAL1, AUG1 и т.д.; (ii) для экспрессии в клетках насекомых векто-

ры, такие как рМТ, рАс5, pIB, pMIB, pBAC и т.д., с использованием промоторов, таких как РН, p10, MT, 

Ac5, OpIE2, gp64, polh и т.д. и (iii) для экспрессии в клетках млекопитающих векторы, такие как pSVL, 

pCMV, pRc/RSV, pcDNA3, pBPV и т.д., и векторы, полученные из вирусных систем, таких как вирус ос-

повакцины, аденоассоциированные вирусы, вирусы герпеса, ретровирусы и т. д., с использованием про-

моторов таких как CMV, SV40, EF-1, UbC, RSV, ADV, BPV и β-актиновый. 

IV. Примеры. 

Пример 1. Конструирование экспрессирующей последовательности с измененными кодонами вари-

анта фактора VIII. 

Необходимо было преодолеть два препятствия, чтобы создать кодирующую последовательность 

фактора VIII, которая эффективна для генной терапии гемофилии А. Во-первых, из-за ограничений раз-

мера генома обычных векторов доставки генной терапии (например, AAV-вирионов) полипептид, коди-

рующий фактор VIII, должен быть значительно укорочен. Во-вторых, кодирующую последовательность 

необходимо было изменить, чтобы (i) стабилизировать взаимодействия при упаковке внутри вектора до-

ставки, (ii) стабилизировать промежуточную мРНК и (iii) улучшить стабильность транскрип-

ции/трансляции мРНК. 

Для достижения первой цели Заявители начали с конструкции варианта фактора VIII с удаленным 

В-доменом, называемой в данном документе "FVIII-BDD-SQ". В этой конструкции В-домен заменяется 

последовательностью из 14 аминокислот, называемой последовательностью "SQ". Рекомбинантный 

FVIII-BDD-SQ продается под торговым названием REFACTO и, как было показано, эффективен для 

лечения гемофилии А. Однако нативная кодирующая последовательность для FVIII-BDD-SQ, которая 

содержит нуклеотидную последовательность дикого типа человека для тяжелой и легкой цепей фактора 

VIII, неэффективно экспрессируется в векторах генной терапии. 

Чтобы усилить слабую экспрессию нативного FVIII-BDD-SQ, алгоритм оптимизации кодонов, опи-

санный в Fath et al. (PLoS ONE, 6:е17596 (2011)), модифицированный, как описано в Ward et al. (Blood, 

117:798 (2011)) и в Mclntosh et al. (Blood, 121, 3335-3344 (2013)) применяли к последовательности  

FVIII-BDD-SQ для создания первой промежуточной кодирующей последовательности CS04a. Однако 

заявители признали, что последовательность CS04a, созданная с использованием модифицированного 

алгоритма, может быть улучшена путем дальнейшей модификации последовательности. Соответственно, 

заявители повторно вводили CpG-динуклеотиды, повторно вводили кодон CGC для аргинина, меняли 

распределения лейцинового и серинового кодона, повторно вводили высококонсервативные пары кодо-

нов и удаляли скрытый блок ТАТА, блок ССААТ и элементы сайта сплайсинга, избегая при этом  

CpG-островков и локального преобладания AT и GC-богатых участков. 

Во-первых, модифицированный алгоритм систематически заменяет кодоны, содержащие  

CpG-динуклеотиды (например, аргининовые кодоны) на не-CpG динуклеотидные кодоны, и исключа-

ет/избегает CpG-динуклеотидов, формируемых соседними кодонами. Это строгое избегание  

CpG-динуклеотидов обычно делается для предотвращения индуцированного TLR иммунитета после 

внутримышечной инъекции ДНК-вакцин. Однако это ограничивает возможности оптимизации кодонов. 

Например, модифицированный алгоритм исключает использование полного набора кодонов CGX арги-

нина. Это особенно разрушительно в кодировании генов для экспрессии в клетках человека, поскольку 

CGC является наиболее часто используемым аргининовым кодоном в высоко экспрессируемых генах 

человека. Кроме того, предотвращение создания CpGs соседними кодонами дополнительно ограничивает 

возможности оптимизации (например, ограничивает количество пар кодонов, которые могут использо-

ваться вместе). 

Поскольку не ожидается, что индуцированный TLR иммунитет будет проблемой, связанной с пече-

ночной генной терапией на основе AAV, кодоны, содержащие CpG, и соседние кодоны, формирующие 

CpG, были повторно введены в промежуточную кодирующую последовательность CS04a, предпочти-

тельно в последовательности, кодирующей легкую цепь фактора VIII (например, на 3'-конце кодирую-

щей последовательности FVIII-BDD-SQ). Это позволило применять более частое использование пред-

почтительных кодонов человека, особенно для аргинина. Однако была предпринята осторожность, чтобы 
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избежать создания островков CpG, которые являются областями кодирующей последовательности, име-

ющими высокую частоту CpG-сайтов. Это противоречит учениям Krinner et al. (Nucleic Acids Res., 

426):3551-64 (2014)), где предполагается, что домены CpG ниже сайтов начала транскрипции способст-

вуют высоким уровням экспрессии генов. 

Во-вторых, модифицированный алгоритм применяет исключительно кодоны, такие как CTG для 

лейцина, GTG для валина и CAG для глутамина. Однако это нарушает принципы сбалансированного ис-

пользования кодонов, например, как предложено в Haas et al. (Current Biology, 6(3):315-24 (1996)). Для 

учета чрезмерного использования предпочтительных кодонов с помощью модифицированного алгорит-

ма, альтернативные кодоны лейцина были повторно введены, если это позволялось другими правилами, 

применяемыми к изменению кодона (например, частота CpG и содержание GC). 

В-третьих, модифицированный алгоритм заменяет пары кодонов независимо от того, насколько они 

консервативны, когда выполняются определенные условия (например, наличие CG-динуклеотидов). Для 

учета полезных свойств, которые могли быть сохранены путем эволюции, наиболее консервативные па-

ры кодонов, которые были заменены алгоритмом и наиболее консервативные предпочтительные пары 

кодонов, например, как описано в Tats et al. (ВМС Genomics, 9:463 (2008)), были проанализированы и 

скорректированы там, где это позволялось другими правилами, применяемыми к изменению кодонов 

(например, частота CpG и содержание GC). 

В-четвертых, сериновые кодоны, используемые в промежуточной кодирующей последовательно-

сти, также были повторно модифицированы. В частности, сериновые кодоны AGC, ТСС и ТСТ были 

введены в модифицированную кодирующую последовательность с более высокой частотой, чтобы луч-

ше соответствовать природному распределению кодонов человека (Haas et al., supra). 

В-пятых, элементы ТАТА-бокса, ССААТ-бокса и сайты сплайна интрон/экзон были выявлены и 

удалены из модифицированной кодирующей последовательности. При модификации кодирующей по-

следовательности была предпринята осторожность, чтобы избежать локального избыточного увеличения 

встречаемости AT- или GC-насыщенных участков. 

Наконец, помимо оптимизации использования кодонов в кодирующей последовательности, струк-

турные требования для AAV-вириона были рассмотрены при дальнейшей модификации промежуточной 

кодирующей последовательности CS04a. AAV-векторы (например, часть нуклеиновой кислоты AAV-

вириона) упаковываются в виде одноцепочечных молекул ДНК в их капсиды (для обзора см. Daya and 

Berns, Clin. Microbiol Rev., 21(4):583-93 (2008)). Следовательно, содержание GC в векторе, вероятно, бу-

дет влиять на упаковку генома и, следовательно, на выход вектора во время продукции. Как и многие 

алгоритмы, модифицированный алгоритм, используемый в данном документе, создает оптимизирован-

ную последовательность генов с содержанием GC не менее 60% (см. Fath et al., PLoS One, 6(3), е17596 

(2011), (erratum in: PLoS One, (6)3, (2011)). Однако капсидный белок AAV8 кодируется нуклеотидной 

последовательностью, имеющей более низкое содержание GC около 56%. Таким образом, чтобы лучше 

имитировать природную кодирующую последовательность белка капсидного AAV8, содержание GC в 

промежуточной кодирующей последовательности CS04a было снижено до 56%. 

Полученная CS04 кодирующая последовательность, изображенная на фиг. 2, имеет общее содержа-

ние GC равное 56%. Содержание CpG-динуклеотида в последовательности является умеренным. Однако 

CpG-динуклеотиды преимущественно присутствуют в нижерасположенной части кодирующей последо-

вательности, например части, кодирующей легкую цепь фактора VIII. Последовательность CS04 имеет 

идентичность нуклеотидной последовательности 79,77% с соответствующими кодирующими последова-

тельностями фактора VIII дикого типа (номер доступа Genbank M14113). 

Для сравнения были подготовлены несколько других конструкций ReFacto с оптимизированными 

кодонами. CS01 был сконструирован путем применения алгоритма оптимизации кодонов Fath et al., мо-

дифицированного согласно Ward et al., как это сделано для CS04. Однако, в отличие от CS04, конструк-

ция CS01 не содержит никаких островков CpG. Конструкция CS08 ReFacto была подвергнута оптимиза-

ции кодонов, как описано в Radcliff P.M. et al., Gene Therapy, 15:289-97 (2008), чье содержание полно-

стью включено в данное описание посредством ссылки в полном объеме для всех целей. Конструкцию 

ReFacto с оптимизированными кодонами, основанную на кодонах CS10, была получена от Eurofins Ge-

nomics (Эберсберг, Германия). Конструкция CS11 ReFacto с оптимизированными кодонами, была полу-

чена от Integrated DNA Technologies, Inc. (Коралвилль, США). Конструкция СН25 ReFacto с оптимизиро-

ванными кодонами, была получена от ThermoFischer Scientific's GeneArt services (Регенсбург, Германия). 

Конструкция CS40 ReFacto состоит из кодирующей последовательности фактора VIII дикого типа. Алго-

ритм, используемый для построения CS23, основан на JCAT tool (www.jcat.de), онлайн инструмент для 

оптимизации кодонов (Grote et al., 2005; Nucl. Acids Res. W526-31). Последовательность была дополни-

тельно модифицирована, чтобы больше соответствовать использованию кодонов надсемейства альбуми-

на (Mirsafian et al., 2014: Sc. Word Journal 2014, ID 639682). Идентификаторы последовательностей, об-

щие для каждой из кодирующих последовательностей ReFacto, показаны в табл. 2. 
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Таблица 2 

Процентная матрица идентичности для конструкций  

фактора VIII с измененными кодонами 

 
Плазмиды каждой конструкции были сконструированы путем клонирования различных синтетиче-

ских фрагментов ДНК в одну и ту же векторную основную плазмиду (pCh-BB01). Синтез ДНК фрагмен-

тов BDD-FVIII Refacto-типа с фланкирующими сайтами рестрикции ферментов AscI и NotI были выпол-

нены с помощью ThermoFischer Scientific (Регенсбург, Германия). Основа вектора содержит два фланки-

рующих инвертированных концевых повторов AAV2 (ITR), которые содержат последовательность про-

мотора/энхансера, полученную из мышиного транстиретина печени, сайты рестрикции фермента AscI и 

NotI для вставки соответствующего BDD-FVIII типа Refacto и синтетический полиА-сайт. После лигиро-

вания подготовленной векторной основы и вставок с помощью сайтов AscI и NotI полученные плазмиды 

амплифицировали в миллиграммном масштабе. Последовательности конструкций BDD-FVIII типа  

Refacto были подтверждены прямым секвенированием (Microsynth, Balgach, Switzerland). Клонирование 

приводило к созданию семи различных плазмидных конструкций с именем pCS40, pCS01, pCS04, pCS08, 

pCS10, pCS11 и pCh25 (фиг. 23). Конструкции имеют одинаковую векторную основу и кодируют один и 

тот же белок FVIII с отсутствующим В-доменом (Refacto-тип BDD-FVIII), но отличаются по своей коди-

рующей последовательности FVIII. 

Векторы AAV8 были получены с помощью трех способов трансфекции плазмидами, как описано в 

Grieger J.C., et al. (Virus Vectors Using Suspension HEK293 Cells and Continuous Harvest of Vector From the 

Culture Media for GMP FIX and FLT1 Clinical Vector, Mol. Ther., Oct 6. (2015), doi: 10.1038/mt.2015.187. 

[Epub перед печатью]), чье содержание полностью включено в данное описание посредством ссылки в 

полном объеме для всех целей. Суспензированные клетки HEK293 использовали для трансфекции плаз-

мидами с использованием соответствующей векторной плазмиды FVIII, хелперной плазмиды рХХ6-80 

(несущей аденовирусные хелперные гены) и упаковочной плазмиды pGSK2/8 (вносящей гены rep2 и 

cap8). Чтобы изолировать конструкции AAV8, клеточный осадок из одного литра культуры обрабатыва-

ли с использованием градиентов йодиксанола, как описано в Grieger et al. (2015, Supra). Процедура при-

вела к получению векторных препаратов, называемых vCS01, vCS04, vCS08, vCS10, vCS11 и vCH25. 

Векторы были количественно оценены с помощью qPCR, используя универсальную процедуру qPCR, с 

использованием инвертированных концевых повторов AAV2 (Aurnhammer, Human Gene Therapy 

Methods: Part В, 23:18-28 (2012)). Контрольная векторная плазмида, несущая инвертированные концевые 

повторы AAV2, использовалась для получения стандартной кривой. Результирующая конструкция 

VCS04 представлена как SEQ ID NO: 8 на фиг. 7А-7С. 

Целостность векторных геномов анализировали с помощью электрофореза AAV в агарозном геле. 

Электрофорез проводили, как описано в Fagone et al., Human Gene Therapy Methods 23:1-7 (2012). Вкрат-

це, препараты AAV-вектора инкубировали при температуре 75°С в течение 10 мин в присутствии  

0,5 SDS и затем охлаждали до комнатной температуры. Приблизительно 1.5Е10 векторных геномов (vg) 

загружали на дорожку 1 1× TAE агарозного геля и подвергали электрофорезу в течение 60 мин при на-

пряженности электрического поля 7 В/см длины геля. Затем гель окрашивали с помощью раствора 2× 

GelRed (Biotium Cat # 41003) и визуализировали с помощью ChemiDocMP (Biorad). Результаты, изо-

браженные на фиг. 24, показывают, что вирусные векторы vCS01, vCS04 и vCS40 имеют геном одинако-

вого размера, обозначенный отдельной полосой в диапазоне 5 кб (фиг. 24, дорожки 2-4). Несмотря на 

размер вектора около 5,2 кб, геном проявляется в виде однородной полоски, подтверждающей правиль-

ную упаковку генома несколько завышенного размера (относительно AAV генома дикого типа 4,7 кб). 

Все остальные векторы vCS демонстрируют тот же геномный размер (данные не показаны). 

Чтобы подтвердить ожидаемый паттерн капсидных белков, SDS PAGE с последующим окрашива-

нием серебром проводили с векторами vCS01, vCS04 и vCS40 (фиг. 25). Как показано на фиг. 25, даль-

нейшая процедура очистки привела к получению высокоочищенного препарата, демонстрирующего 

ожидаемый паттерн белков VP1, VP2 и VP3 (фиг. 25, дорожки 2-4). Тот же паттерн была получен для 
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всех других вирусных препаратов (не показаны). Процедура SDS-PAGE препаратов AAV проводилась в 

соответствии со стандартными протоколами. Каждая дорожка содержала 1Е10 vg соответствующей ви-

русной конструкции и разделялась на 4-12 геле Bis-Tris (NuPAGE Novex, Life Technologies) в соответ-

ствии с инструкциями производителя. Окрашивание серебром выполнялось с помощью набора  

SilverQuest (Novex, Life Technologies) в соответствии с инструкциями производителя. 

Удивительно, но AAV-векторы vCS01 и VCS04 имели более плотную упаковку вирионов, измеряе-

мую более высокими выходами при производстве вируса AAV по сравнению с кодирующей конструкци-

ей дикого типа VCS40 и другими конструкциями с оптимизированными кодонами. Как показано в табл. 

3, векторы vCS01 и vCS04 реплицируются значительно лучше, чем VCS40, что обеспечивает увеличение 

выхода AAV в 5-7 раз. 

Таблица 3 

Выход на 1 л клеточной культуры, полученной с помощью  

векторных конструкций AAV vCS01, vCS04 и vCD40  

при очищении от клеточного осадка 

 
Пример 2. Экспрессия in vivo вариантов экспрессирующих последовательностей фактора VIII с из-

мененными кодонами. 

Для проверки биологической активности вариантов последовательностей фактора VIII с изменен-

ными кодонами, конструкции FVIII типа ReFacto, описанные в примере 1, вводили мышам, не имеющим 

фактора VIII. Вкратце, анализы проводили с использованием нокаутных по C57Bl/6 FVIII мышей (на) (6-

8 животных на группу) путем инъекции в хвостовую вену 4Е12 векторных геномов (vg) на килограмм 

массы тела мыши. Кровь отбирали через 14 дней после инъекции путем ретроорбитальной пункции, 

плазму готовили и замораживали, используя стандартные процедуры. Уровни экспрессии измеряли на 

14-й день из-за минимального влияния ингибирующих антител в это время, которое наблюдаются у не-

которых животных этой мышиной модели в более поздние сроки. Активность FVIII в мышиной плазме 

определяли с использованием анализа Technochrome FVIII с незначительными модификациями, как это 

было предложено производителем (Technoclone, Вена, Австрия). Для анализа образцы плазмы соответст-

вующим образом разбавляли и смешивали с аналитическими реагентами, содержащими тромбин, акти-

вированный фактор IX (FIXa), фосфолипиды, фактор X и кальций. После активации FVIII тромбином 

образуется комплекс с FIXa, фосфолипидами и кальцием. Этот комплекс активирует FX приводя к обра-

зованию активного FX (FXa), который, в свою очередь, отщепляет пара-нитроанилид (pNA) от хромо-

генного субстрата. Кинетику образования pNA измеряют при 405 нм. Скорость прямо пропорциональна 

концентрации FVIII в образце. Концентрации FVIII считываются с контрольной кривой, и результаты 

приведены в виде ME FVIII/мл. 

Результаты, представленные в табл. 4, демонстрируют, что последовательности с измененными ко-

донами, разработанные с использованием коммерческих алгоритмов (CS10, CS11 и СН25), обеспечили 

лишь небольшое увеличение BDD-фактора VIII (в 3-4 раза) по сравнению с конструкцией BDD-фактора 

VIII дикого типа (CS40). Аналогично, конструкция BDD-фактора VIII с измененными кодонами, полу-

ченная, как описано в Radcliffe et al. (CS08) обеспечила лишь 3-4-кратное увеличение экспрессии BDD-

FVIII. Этот результат согласуется с результатами, полученными в Radcliff et al. Удивительно, что конст-

рукции CS01, CS04 и CS23 обеспечивали значительно более высокую экспрессию BDD-FVIII в исследо-

ваниях активности in vivo (соответственно 18, 74 и 30 раз). 
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Таблица 4 

Экспрессия FVIII в плазме нокаутных по FVIII мышей,  

индуцированная различными векторными конструкциями AAV 

 
Пример 3. Разработка гликолизируемых пептидов линкера, замещающего В-домен. 

Другие исследования показали, что включение небольшого пептида ("V3-пептида"), содержащего 

шесть предполагаемых N-опосредованных сайтов гликозилирования из В-домена фактора VIII дикого 

типа, в конструкцию генной терапии с удаленным В-доменом, увеличивает уровни фактора VIII в плазме 

мышей (Mclntosh et al., Blood, 121(17):3335-44 (2013)). Однако для поддержания небольшого размера 

линкера, замещающего В-домен сайты гликозилирования были вынесены из контекста В-домена дикого 

типа. В предсказании in silico (Gupta et al., Supra) линкера, содержащего пептид V3, предполагается, что 

только два из этих сайтов гликозилирования в V3-пептиде будут модифицированы in vivo (фиг. 15). 

Таким образом, заявители пытались идентифицировать альтернативные гликолизируемые пептиды, 

которые поддерживали бы более высокие уровни гликозилирования in vivo, которые более близки к гли-

козилированию дикого типа, нежели V3-пептид. Заявители разработали и испытали in silico несколько 

альтернативных гликолизируемых пептидов. Было предсказано, что некоторые из этих пептидов, пока-

занные на фиг. 13А, 13В, имеют равную или большую степень гликозилирования in vivo, нежели V3-

пептид, в случаях, когда они помещены между аминокислотами N768 и Р769 линкера, замещающего В-

домен в SEQ ID NO: 2. Результаты предсказаний in silico приведены в табл. 5. В табл. 5 также приводятся 

результаты экспериментов по исследованию экспрессии, проведенных для нескольких конструкций, ко-

дирующих белок фактора VIII типа ReFacto, с гликолизируемым пептидом, включенным в линкер, заме-

щающий В-домен, взяв за основу CS01 с измененными кодонами. 
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Таблица 5 

Прогнозирование N-гликозилирования в пептидах с линкером,  

замещающим В-домен и эффективность векторных  

конструкций AAV in vivo 

 

 
Векторы AAV, содержащие варианты NG, были сконструированы так, как описано в примере 1, и 

тестировались на нокаутных по FVIII мышах, как описано в примере 2. Все вирусные векторы (кроме 

контрольного вектора VCS40), показанные в табл. 5, основаны на алгоритме, используемом для vCS01. 

Также был подготовлен параллельный набор конструкций с использованием алгоритма VCS04 (серия 

VNG/CS04) и протестирован в мышиной модели. Результаты сравнивали с уровнями экспрессии, полу-

ченными с помощью конструкции vCS40 дикого типа. В этом примере были выбраны уровни экспрессии 

28-го дня, поскольку уровни экспрессии большинства конструкций достигли наивысших уровней в этот 

момент времени. Три вектора AAV достигали более чем 40-кратных уровней экспрессии FVIII, включая 

VNG4/CS01, vNG10/CS01 и VNG16/CS01 (табл. 5). Ожидается, что соответствующие конструкции 

VNG4/CS04, VNG10/CS04 и VNG16/CS04 будут показывать еще более высокую экспрессию, поскольку 

они основаны на лучшем алгоритме VCS04. 

Удивительно, но векторы AAV серии vNG/CS01 имели более плотную упаковку вириона, измеряе-

мую более высокими выходами при производстве вируса AAV по сравнению с кодирующей конструкци-

ей дикого типа VCS40. Как показано в табл. 6, векторы на основе vNG/CS01 реплицируются значительно 

лучше, чем VCS40, обеспечивая примерно 3-кратное увеличение выхода в титре AAV. 

Таблица 6 

Выход на 1 л клеточной культуры конструкций AAV вектора  

при очищении от клеточного осадка 
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Пример 4. Получение конструкций мутантного BDD-FVIII. 

Были клонированы и скринированы многочисленные различные мутантные конструкции BDD-

FVIII типа Refacto, несущие аминокислотные мутации в тяжелой цепи фактора VIII и/или линкере, за-

мещающем В-домен. Соответствующие векторы, называемые в данном документе серией векторов 

"vCS", кодируют варианты BDD-FVIII из CS01, CS04 и CS23 основ с измененными кодонами. Способ, 

используемый для создания основ CS01 и CS04, описан в примере 1. Способ, используемый для построе-

ния CS23, был основан на JCAT tool (www.jcat.de), онлайн инструмент для оптимизации кодонов (Grote 

et al., 2005; Nucl. Acids Res. W526-31). 

Последовательность была дополнительно модифицирована, чтобы лучше соответствовать исполь-

зованию кодонов надсемейства альбумина (Mirsafian et al., Sc. Word Journal, ID 639682 (2014)), содержа-

ние которого полностью включено в данное описание посредством ссылки в полном объеме для всех 

целей. 

Комбинации трех типов мутаций были включены в последовательности FVIII серии конструкций 

vCS. Первое изменение аминокислоты, введенное в последовательность FVIII, представляет собой мута-

цию X1 (TTYVNRSL (SEQ ID NO: 33); X. Xiao), которая вводит дополнительный сайт гликозилирования 

вблизи линкера, замещающего В-домен. Мутация X1 также упоминается в данном документе как мута-

ция m3. Второе изменение аминокислоты, сделанное в последовательности FVIII, включает мутацию 

F328S (SPI, F309S SPE), изменение аминокислоты, известное, как приводящее к улучшению секреции 

FVIII (Swaaroop, J. Biol. Chem., 272:24121-24 (1997)). Эта мутация также упоминается в данном докумен-

те как мутация m1. Третьим изменением является так называемая мутация Х5, которая представляет со-

бой комбинацию из пяти аминокислотных изменений в домене A1 тяжелой цепи, которая улучшает спе-

цифическую активность и секрецию BDD-FVIII (Cao et al., 2014; тезисы ASGCT № 460, подробности 

мутаций описаны в устном докладе). Мутация Х5 также упоминается в данном документе как мутация 

m2. Затем были реализованы комбинации X1 и F328S (SPI, F309S SPE), а затем комбинации X1 и Х5, 

также называемые "X6", а также были сделаны другие комбинации Х5 и F328S (SPI, F309S SPE)  

(табл. 7). 

Синтез генов и клонирование векторных плазмид. 

Плазмиды были сконструированы путем клонирования различных синтетических фрагментов ДНК 

в одну и ту же векторную основную плазмиду (pCh-ВВ01). Синтез ДНК фрагментов BDD-FVIII  

Refacto-типа с фланкирующими сайтами рестрикции ферментов AscI и NotI были выполнены с помощью 

ThermoFischer Scientific (Регенсбург, Германия). Основа вектора содержит два фланкирующих инверти-

рованных концевых повтора AAV2 (ITR), которые содержат последовательность промотора/энхансера, 

полученную из мышиного транстиретина печени, сайты рестрикции фермента AscI и NotI для вставки 

соответствующего BDD-FVIII типа Refacto и синтетический полиА-сайт. После лигирования подготов-

ленной векторной основы и вставок с помощью сайтов AscI и NotI полученные плазмиды амплифициро-

вали в миллиграммном масштабе. Последовательности конструкций BDD-FVIII типа Refacto были под-

тверждены прямым секвенированием (Microsynth, Balgach, Switzerland). Клонирование приводило к по-

лучению различных плазмидных конструкций, как изображено на фиг. 44. 

Маломасштабные векторные препараты и количественная оценка с помощью количественной ПЦР 

(qPCR). Векторы AAV8 были получены с помощью трех способов трансфекции плазмидами, полностью 

как описано в Grieger et al. (2015, Supra). Суспензированные клетки HEK293 использовали для трансфек-

ции плазмидами с использованием соответствующей векторной плазмиды FVIII, хелперной плазмиды 

рХХ6Х80 (несущей аденовирусные хелперные гены) и упаковочной плазмиды pGSK2/8 (вносящей гены 

rep2 и cap8). В последующем процессе клеточный осадок 1 л культуры обрабатывали с использованием 

градиентов йодиксанола, как описано выше. 

Процедура привела к получению векторов, как указано в табл. 8. Векторы были количественно оце-

нены с помощью qPCR, используя универсальную процедуру qPCR, с использованием инвертированных 

концевых повторов AAV2 (Aurnhammer, HUMAN GENE THERAPY METHODS: Part В 23:18-28 (2012)). 

Контрольная векторная плазмида, точно оцененная количественно, несущая инвертированные концевые 

повторы AAV2, использовалась для получения стандартной кривой. 

Характеристики AAV вектора. 

Целостность векторного генома анализировали с помощью электрофореза AAV в агарозном геле. 

Электрофорез проводили согласно Fagone et al. (Human Gene Therapy Methods, 23:1-7 (2012)). Препараты 

AAV-вектора инкубировали при температуре 75°С в течение 10 мин в присутствии 0,5 SDS и затем ох-

лаждали до комнатной температуры. Приблизительно 1.5Е10 векторных геномов (vg) загружали на до-

рожку 1 1× TAE агарозного геля и подвергали электрофорезу в течение 60 мин при напряженности элек-

трического поля 7 В/см длины геля. Затем гель окрашивали с помощью раствора 2× GelRed (Biotium Cat 

#41003) и визуализировали с помощью ChemiDocMP (Biorad). Результаты отбора векторов показаны на 

фиг. 45. Вирусные векторы VCS04 (контроль), vCS17, vCS20, vCS24, vCS16 и vCS40 (контроль) демон-

стрируют геномы одного и того же размера в виде отдельной полоски в диапазоне 5 кб (фиг. 45, полосы 

2-7, стрелка справа). Несмотря на размер вектора около 5,2 кб, геном проявляется в виде однородной 
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полоски, подтверждающей правильную упаковку генома несколько завышенного размера (относительно 

AAV генома дикого типа 4,7 кб). 

Чтобы подтвердить чистоту вектора и ожидаемый паттерн капсидных белков, SDS PAGE с после-

дующим окрашиванием серебром проводили с векторами, как изображено на фиг. 46. Как показано на 

фиг.46, дальнейшая процедура очистки привела к получению высокоочищенного препарата, демонстри-

рующего ожидаемый паттерн белков VP1, VP2 и VP3 (фиг. 46, дорожки 2-9; стрелки справа). Процедура 

SDS-PAGE препаратов AAV проводилась в соответствии со стандартными протоколами. Каждая дорож-

ка содержала 1Е10 vg и разделение проводилось с помощью 4-12 геля Bis-Tris (NuPAGE Novex, Life 

Technologies) в соответствии с инструкциями производителя. Окрашивание серебром выполнялось с по-

мощью набора SilverQuest (Novex, Life Technologies) в соответствии с инструкциями производителя. 

Исследование активности векторов in vivo Различные конструкции BDD-FVIII типа Refacto были 

подвергнуты скринингу в мышиной модели. Исследование проводили на нокаутных по C57Bl/6 FVIII 

мышей (на) (6-8 животных на группу) путем инъекции в хвостовую вену 4Е12 векторных геномов (vg) на 

килограмм массы тела мыши. Кровь отбирали через 14 дней после инъекции путем ретроорбитальной 

пункции, плазму готовили и замораживали, используя стандартные процедуры. Активность FVIII в 

плазме мышей определяли с помощью хромогенного анализа Technoclone с незначительными модифика-

циями (Technochrome FVIII, Technoclone, Вена, Австрия). Вкратце, образец плазмы соответствующим 

образом разбавляли и смешивали с аналитическими реагентами, содержащими тромбин, активированный 

фактор IX (FIXa), фосфолипиды, фактор X и кальций. После активации FVIII тромбином образуется 

комплекс с FIXa, фосфолипидами и кальцием. Этот комплекс активирует FX приводя к образованию ак-

тивного FX (FXa), который, в свою очередь, отщепляет пара-нитроанилид (pNA) от хромогенного суб-

страта. Кинетику образования pNA измеряют при 405 нм. Скорость прямо пропорциональна концентра-

ции FVIII в образце. Концентрации FVIII считываются с контрольной кривой, и результаты приведены в 

виде ME FVIII/мл. 

Результаты исследования активности у мышей (данные экспрессии FVIII на 14-й день в междуна-

родных единицах на миллилитр [МЕ/мл] в мышиной плазме и кратность увеличения экспрессии по срав-

нению с контролем vCS40 дикого типа) показаны в табл. 7. AAV-векторы vCS19, vCS26 и vCS32 все со-

держат сайт гликозилирования X1 в соответствующих CS01, CS04 и CS23 основах с измененными кодо-

нами. Как показано в табл. 7, были получены удивительно высокие уровни экспрессии по сравнению с 

конструкцией дикого типа vCS40 (уровень, определенный как 1). Например, vCS26 демонстрирует в 202 

раза более высокие уровни экспрессии по сравнению с вектором VCS40 дикого типа. Другая контроль-

ная конструкция для векторов серии X1, vCH111, которая содержит мутацию X1 в контексте кодонов 

Geneart, показала более умеренное увеличение экспрессии (в 12 раз). 

Векторы vCS16, vCS28 и VCS34 все содержат мутацию усиления секреции F328S (SPI, F309S SPE) 

в соответствующих CS01, CS04 и CS23 основах с измененными кодонами. Как показано в табл. 7, высо-

кие уровни экспрессии (в 45-93 раз выше, чем контроль VCS40 дикого типа) были получены с помощью 

VCS16 и VCS28. 

Векторы vCS20, VCS24 и VCS33 содержат мутацию Х5 в соответствующих CS01, CS04 и CS23 ос-

новах с измененными кодонами. Наилучшим вариантом в серии Х5 был VCS20, достигающий уровней 

>3 единицы/мл после 14-го дня и 121-кратное увеличение по сравнению с контролем VCS40 дикого типа. 

Векторы vCS17, VCS29 и VCS31 содержат комбинацию мутаций X1 и F328S (SPI, F309S SPE) в со-

ответствующих CS01, CS04 и CS23 основах с измененными кодонами (табл. 6). Конструкции VCS17 и 

vCS29 достигли очень высоких уровней экспрессии в исследованиях на мышиной модели (115-246-

кратное увеличение по сравнению с контролем vCS40). Примечательно, что в используемой мышиной 

модели с нокаутом FVIII большинство мышей, обработанных конструкцией vCS17, со временем не раз-

вивали нейтрализующие антитела, о чем свидетельствуют увеличение уровней FVIII в более поздние 

моменты времени (например, 28-й день и 42-й день, данные не показаны). Это неожиданное открытие, 

потому что для некоторых других конструкций уровни экспрессии начали уменьшаться со временем из-

за образования нейтрализующих антител. Основа CS01 в сочетании с мутациями F328S, усиливающими 

секрецию (SPI, F309S SPE) и X1, приводила к низкой индукции иммуногенности. 

Векторы vCS18, VCS27 и VCS35 содержат комбинацию мутаций X1 и Х5 в соответствующих CS01, 

CS04 и CS23 основах с измененными кодонами. Комбинация этих двух мутаций также была очень эф-

фективной. 145-кратное увеличение по сравнению с контролем vCS40 может быть достигнуто, например, 

с помощью VCS18 (табл. 7). 

Векторы vCS48 и VCS49 содержат комбинацию мутаций Х5 и F328S (SPI, F309S SPE) в соответст-

вующих основах CS01 и CS04 с измененными кодонами. Комбинация этих двух мутаций также была 

очень эффективной. Одно из самых больших увеличений среди всех мутантов, в 239 раз превышающее 

контроль VCS40, может быть достигнуто с помощью vCS49, подтверждающее особое значение комби-

наций, содержащих мутацию F328S (SPI, F309S SPE). 

Еще одно удивительное наблюдение заключалось в том, что мутантные векторы AAV формируются 

значительно лучше, чем в случае конструкции VCS40, содержащей кодоны BDD-FVIII дикого типа. Оп-
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тимизация последовательности привела к увеличению выхода векторов в несколько раз. В некоторых из 

лучших экспрессирующих конструкций (например, vCS29, vCS17, vCS20 и vCS26) увеличение выхода в 

результате изменения кодонов и/или мутантной последовательности было примерно в 3-5 раз выше по 

сравнению с вектором дикого типа (табл. 8). 

Экспрессия BDD-FVIII в плазме мышей, нокаутных по FVIII, обработанных различными вектор-

ными конструкциями AAV, приведена в табл. 7. Конструкции имеют одинаковую векторную основную 

цепь, однако кодируют различные типы мутированных FVIII, включая различные версии оптимизации 

кодонов. Уровни экспрессии измеряли на 14-й день из-за минимального влияния ингибирующих антител 

в этот момент времени, которое обычно наблюдаются у некоторых животных этой мышиной модели в 

более поздние сроки. N.d., не определено 

Таблица 7 

Данные активности конструкций vCS in vivo 
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Таблица 8 

Выход на 1 л клеточной культуры (эффективность упаковки),  

полученный с использованием различных векторных конструкций AAV.  

Векторы очищали от клеточного осадка; n.d., не определено 

 

 
Понятно, что примеры и варианты реализации изобретения, описанные в данном документе, пред-

назначены только для иллюстративных целей и что различные модификации или изменения в свете этого 

будут предложены специалистам в данной области техники и должны быть включены в объем примене-

ния данного документа и объем прилагаемой формула изобретения. Все публикации, патенты и патент-

ные заявки, приведенные в данном документе, включены посредством ссылки в полном объеме для всех 

целей. 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Полинуклеотид, содержащий нуклеотидную последовательность, кодирующую полипептид фак-

тора VIII, указанный полипептид фактора VIII, содержащий легкую цепь, тяжелую цепь и полипептид-

ный линкер, соединяющий С-конец тяжелой цепи с N-концом легкой цепи, где 

тяжелая цепь полипептида фактора VIII кодируется первой нуклеотидной последовательностью, 

имеющей по меньшей мере 95% идентичность с SEQ ID NO: 3; 

легкая цепь полипептида фактора FVIII кодируется второй нуклеотидной последовательностью, 

имеющей по меньшей мере 95% идентичность с SEQ ID NO: 4; 

полипептидный линкер содержит фуриновый сайт расщепления; а также 

полипептидный линкер содержит гликозилируемый пептид с аминокислотной последовательно-

стью, имеющей по меньшей мере 92% идентичность с гликозилируемым пептидом, выбранным из груп-

пы, состоящей из SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 59,  

SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 71 и  

SEQ ID NO: 73. 

2. Полинуклеотид по п.1, отличающийся тем, что полипептидный линкер кодируется третьей нук-

леотидной последовательностью, имеющей по меньшей мере 95% идентичность с SEQ ID NO: 6. 

3. Полинуклеотид по п.1 или 2, отличающийся тем, что 

первая нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 99% идентичность с  

SEQ ID NO: 3; 

вторая нуклеотидная последовательность имеет по меньшей мере 99% идентичность с  

SEQ ID NO: 4. 

4. Полинуклеотид по п.1 или 2, отличающийся тем, что 

первая нуклеотидная последовательность представляет собой SEQ ID NO: 3; 

вторая нуклеотидная последовательность представляет собой SEQ ID NO: 4. 

5. Полинуклеотид по п.1, отличающийся тем, что кодируемый полипептидный линкер содержит 
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гликозилируемый пептид, выбранный из группы, состоящей из SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 53,  

SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 65,  

SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 71 и SEQ ID NO: 73. 

6. Полинуклеотид по п.1, отличающийся тем, что кодируемый полипептидный линкер содержит 

гликозилируемый пептид, имеющий аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 55. 

7. Полинуклеотид по п.1 или 5, отличающийся тем, что гликозилируемый пептид кодируется поли-

нуклеотидом с нуклеотидной последовательностью, имеющей по меньшей мере 95% идентичность с по-

следовательностью, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 54, 

SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 66,  

SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 70 и SEQ ID NO: 72. 

8. Полинуклеотид по п.1 или п.5, отличающийся тем, что гликозилируемый пептид кодируется по-

линуклеотидом, имеющим по меньшей мере 95% идентичность с нуклеотидной последовательностью 

SEQ ID NO: 54. 

9. Полинуклеотид по п.1 или п.5, отличающийся тем, что гликозилируемый пептид кодируется по-

линуклеотидом с нуклеотидной последовательностью, выбранной из одной из SEQ ID NO: 50, SEQ ID 

NO: 52, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 64, 

SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 70 и SEQ ID NO: 72. 

10. Полинуклеотид по п.1 или п.5, отличающийся тем, что гликозилируемый пептид кодируется по-

линуклеотидом, имеющим нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 54. 

11. Полинуклеотид по п.1, отличающийся тем, что полипептидный линкер кодируется третьей нук-

леотидной последовательностью, имеющей по меньшей мере 95% идентичность с последовательностью, 

выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39, SEQ 

ID NO: 40, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 

46 и SEQ ID NO: 47. 

12. Полинуклеотид по п.1, отличающийся тем, что полипептидный линкер кодируется третьей по-

следовательностью, имеющей по меньшей мере 95% идентичность с нуклеотидной последовательностью 

SEQ ID NO: 38. 

13. Полинуклеотид по п.1, отличающийся тем, что полипептидный линкер кодируется третьей по-

следовательностью, имеющей нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 38. 

14. Полинуклеотид, содержащий нуклеотидную последовательность, кодирующую полипептид 

фактора VIII, указанный полипептид фактора VIII, содержащий легкую цепь, тяжелую цепь и полипеп-

тидный линкер, соединяющий С-конец тяжелой цепи с N-концом легкой цепи, где 

тяжелая цепь полипептида фактора VIII кодируется первой нуклеотидной последовательностью, 

имеющей по меньшей мере 95% идентичность с SEQ ID NO: 3; 

легкая цепь полипептида фактора FVIII кодируется второй нуклеотидной последовательностью, 

имеющей по меньшей мере 95% идентичность с SEQ ID NO: 4; 

полипептидный линкер содержит фуриновый сайт расщепления; а также 

кодируемый полипептид фактора VIII содержит аминокислотные замены I105V, A127S, G151K, 

М166Т и L171P относительно SEQ ID NO: 19. 

15. Полинуклеотид по п.14, отличающийся тем, что полипептидный линкер кодируется третьей 

нуклеотидной последовательностью, имеющей по меньшей мере 95% идентичность с SEQ ID NO: 6. 

16. Полинуклеотид по любому из пп.14 или 15, отличающийся тем, что кодируемый полипептид-

ный линкер содержит гликозилируемый пептид с аминокислотной последовательностью, имеющей по 

меньшей мере 92% идентичность с гликозилируемым пептидом, выбранным из группы, состоящей из 

SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 61,  

SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 71 и SEQ ID NO: 73. 

17. Полинуклеотид по любому из пп.14 или 15, отличающийся тем, что кодируемый полипептид-

ный линкер содержит гликозилируемый пептид, выбранный из группы, состоящей из SEQ ID NO: 51, 

SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 63,  

SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 71 и SEQ ID NO: 73. 

18. Полинуклеотид по любому из пп.14 или 15, отличающийся тем, что кодируемый полипептид-

ный линкер содержит гликозилируемый пептид, имеющий аминокислотную последовательность  

SEQ ID NO: 55. 

19. Полинуклеотид по любому из пп.16-18, отличающийся тем, что гликозилируемый пептид коди-

руется полинуклеотидом с нуклеотидной последовательностью, имеющей по меньшей мере 95% иден-

тичность с последовательностью, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 52, 

SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 64,  

SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 70 и SEQ ID NO: 72. 

20. Полинуклеотид по п.19, отличающийся тем, что гликозилируемый пептид кодируется полинук-

леотидом, имеющим по меньшей мере 95% идентичность с нуклеотидной последовательностью  

SEQ ID NO: 54. 

21. Полинуклеотид по любому из пп.16-18, отличающийся тем, что гликозилируемый пептид коди-
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руется полинуклеотидом с нуклеотидной последовательностью, выбранной из одной из SEQ ID NO: 50, 

SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 62,  

SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 70 и SEQ ID NO: 72. 

22. Полинуклеотид по п.21, отличающийся тем, что гликозилируемый пептид кодируется полинук-

леотидом, имеющим нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 54. 

23. Полинуклеотид по любому из пп.16-18, отличающийся тем, что полипептидный линкер кодиру-

ется третьей нуклеотидной последовательностью, имеющей по меньшей мере 95% идентичность с по-

следовательностью, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, 

SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44,  

SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46 и SEQ ID NO: 47. 

24. Полинуклеотид по п.23, отличающийся тем, что полипептидный линкер кодируется третьей по-

следовательностью, имеющей по меньшей мере 95% идентичность с нуклеотидной последовательностью 

SEQ ID NO: 38. 

25. Полинуклеотид по п.23, отличающийся тем, что полипептидный линкер кодируется третьей по-

следовательностью, имеющей нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 38. 

26. Полинуклеотид по любому из пп.1-25, отличающийся тем, что кодируемый полипептид фактора 

VIII содержит аминокислотную замену F328S относительно SEQ ID NO: 19. 

27. Полинуклеотид по любому из пп.1-25, отличающийся тем, что кодируемый полипептид фактора 

VIII содержит: 

a) делецию аминокислот AIEPRSF755-761 относительно SEQ ID NO: 19; 

b) вставку аминокислот TTYVNRSL (SEQ ID NO: 33) после N754 относительно SEQ ID NO: 19. 

28. Полинуклеотид по любому из пп.1-26, отличающийся тем, что кодируемый полипептид фактора 

VIII содержит: 

a) аминокислотную замену F328S относительно SEQ ID NO: 19; 

b) аминокислотные замены C1918G и C1922G относительно SEQ ID NO: 19. 

29. Полинуклеотид по любому из пп.1-26, отличающийся тем, что кодируемый полипептид фактора 

VIII содержит: 

a) аминокислотную замену F328S относительно SEQ ID NO: 19; 

b) делецию аминокислот AIEPRSF755-761 относительно SEQ ID NO: 19; 

c) вставку аминокислот TTYVNRSL (SEQ ID NO: 33) после N754 относительно SEQ ID NO: 19. 

30. Полинуклеотид по любому из пп.1-26, отличающийся тем, что кодируемый полипептид фактора 

VIII содержит: 

a) аминокислотные замены I105V, A127S, G151K, М166Т и L171P относительно SEQ ID NO: 19; 

b) делецию аминокислот AIEPRSF755-761 относительно SEQ ID NO: 19; 

c) вставку аминокислот TTYVNRSL (SEQ ID NO: 33) после N754 относительно SEQ ID NO: 19. 

31. Полинуклеотид по любому из пп.1-26, отличающийся тем, что кодируемый полипептид фактора 

VIII содержит: 

a) аминокислотную замену F328S относительно SEQ ID NO: 19; 

b) аминокислотные замены C1918G и C1922G относительно SEQ ID NO: 19; 

c) аминокислотные замены I105V, A127S, G151K, М166Т и L171P относительно SEQ ID NO: 19. 

32. Полинуклеотид по любому из пп.1-26, отличающийся тем, что кодируемый полипептид фактора 

VIII содержит: 

a) аминокислотную замену F328S относительно SEQ ID NO: 19; 

b) аминокислотные замены C1918G и C1922G относительно SEQ ID NO: 19; 

c) делецию аминокислот AIEPRSF755-761 относительно SEQ ID NO: 19; 

d) вставку аминокислот TTYVNRSL (SEQ ID NO: 33) после N754 относительно SEQ ID NO: 19. 

33. Полинуклеотид по любому из пп.1-26, отличающийся тем, что кодируемый полипептид фактора 

VIII содержит: 

a) аминокислотные замены I105V, A127S, G151K, М166Т и L171P относительно SEQ ID NO: 19; 

b) аминокислотную замену F328S относительно SEQ ID NO: 19; 

c) аминокислотные замены C1918G и C1922G относительно SEQ ID NO: 19; 

d) делецию аминокислот AIEPRSF755-761 относительно SEQ ID NO: 19; 

e) вставку аминокислот TTYVNRSL (SEQ ID NO: 33) после N754 относительно SEQ ID NO: 19. 

34. Полинуклеотид по любому из пп.1-33, дополнительно содержащий промоторный элемент, 

функционально связанный с полинуклеотидом, кодирующим полипептид фактора VIII. 

35. Полинуклеотид по п.34, отличающийся тем, что промоторный элемент представляет собой спе-

цифическую для печени промоторную последовательность перед нуклеотидной последовательностью, 

кодирующей полипептид фактора VIII. 

36. Полинуклеотид по п.35, дополнительно содержащий последовательность интрона, расположен-

ную между специфической для печени промоторной последовательностью и нуклеотидной последова-

тельностью, кодирующей полипептид фактора VIII. 

37. Вектор на основе аденоассоциированного вируса (AAV), содержащий полинуклеотид по любо-
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му из пп.1-36, для лечения гемофилии А. 

38. Частица аденоассоциированного вируса (AAV), содержащая полинуклеотид по любому из пп.1-

36, для лечения гемофилии А. 

39. Клетка-хозяин, инфицированная частицей аденоассоциированного вируса (AAV), содержащей 

полинуклеотид по любому из пп.1-36. 

40. Способ получения частицы аденоассоциированного вируса (AAV), включающий введение по-

линуклеотида по любому из пп.1-36 в клетку-хозяин млекопитающего, причем полинуклеотид является 

способным к репликации в указанной клетке-хозяине млекопитающего. 

41. Способ лечения гемофилии А, включающий введение пациенту, нуждающемуся в этом, частицы 

аденоассоциированного вируса (AAV) по п.38. 

42. Способ трансдукции клетки-хозяина, включающий контактирование клетки-хозяина с частицей 

аденоассоциированного вируса (AAV) по п.38. 
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