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(57) Настоящее изобретение предусматривает химерную молекулу, содержащую белок VWF, связанный
с гетерологичным фрагментом с помощью линкера VWF. Изобретение предусматривает
эффективный линкер VWF, который может быть расщеплен в присутствии тромбина. Химерная
молекула может дополнительно содержать полипептидную цепь, содержащую белок FVIII и второй
гетерологичный фрагмент, причем цепь, содержащая белок VWF, и цепь, содержащая белок FVIII,
ассоциированы друг с другом. Изобретение также включает нуклеотиды, векторы, клетки-хозяева,
способы применения химерных белков.
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Уровень техники 

Гемофилия А представляет собой нарушение, сопровождающееся повышенной кровоточивостью, 

вызываемое дефектами кодирования гена коагулирующего фактора VIII (FVIII), и поражает 1-2 из 10000 

родившихся мальчиков. Graw et al., Nat. Rev. Genet. 6(6): 488-501 (2005). Пациентов, страдающих гемо-

филией А, можно лечить инфузией очищенного или рекомбинантно полученного FVIII. Однако извест-

но, что все коммерчески доступные продукты FVIII имеют период полувыведения, равный около 8-12 

часов, что требует частого внутривенного введения пациентам. См. Weiner M.A. and Cairo, M.S., Pediatric 

Hematology Secrets, Lee, M.T., 12. Disorders of Coagulation, Elsevier Health Sciences, 2001; Lillicrap, D. 

Thromb. Res. 122 Suppl 4:S2-8 (2008). Кроме того, был опробован ряд подходов, направленных на увели-

чение периода полувыведения FVIII. Например, подходы, используемые для увеличения периода полу-

выведения факторов свертывания крови, включают пегилирование, гликопегилирование и конъюгацию с 

альбумином. See Dumont et al., Blood. 119(13): 3024-3030 (интернет-публикация 13 января 2012 г.). Неза-

висимо от используемой белковой инженерии, однако, разрабатываемые в настоящее время продукты 

FVIII пролонгированного действия имеют улучшенные значения периода полувыведения, но величины 

периодов полувыведения, как сообщается, ограничены всего лишь около 1,5-2-кратным увеличением в 

доклинических животных моделях. См. там же. Непротиворечивые результаты были продемонстрирова-

ны на людях, например, сообщалось, что rFVIIIFc улучшает период полувыведения до около 1,7-кратной 

величины по сравнению с ADVATE  у пациентов с гемофилией А. См. там же. Таким образом, увели-

чение периода полувыведения, несмотря на незначительные улучшения, может указывать на существо-

вание других факторов, ограничивающих t1/2. 

Вследствие частого введения доз и неудобств, причиняемых графиком введения, существует по-

требность в разработке продуктов FVIII, требующих меньшей частоты введения, т.е. продукта FVIII, 

имеющего период полувыведения, превышающий 1,5-2-кратный предел периода полувыведения. 

Сущность изобретения 

Настоящее изобретение касается химерной молекулы, содержащей белок фактора фон Виллебранда 

(VWF), гетерологичный фрагмент (H1), последовательность XTEN и линкер VWF, соединяющий белок 

VWF с гетерологичным фрагментом, при этом линкер VWF содержит полипептид, выбранный из: (i) об-

ласти а2 из фактора VIII (FVIII); (ii) области a1 из FVIII; (iii) области а3 из FVIII; (iv) сайта расщепления 

тромбином, содержащего X-V-P-R (SEQ ID NO: 3) и мотив экзосайта взаимодействия PAR1, где X пред-

ставляет собой алифатическую аминокислоту; или (v) любой их комбинации, и при этом последователь-

ность XTEN соединена с белком VWF, гетерологичным фрагментом (H1), линкером VWF или любой их 

комбинацией. В одном варианте реализации изобретения последовательность XTEN соединяет белок 

VWF с линкером VWF или линкер VWF с гетерологичным фрагментом. В другом варианте реализации 

изобретения химерная молекула дополнительно включает вторую полипептидную цепь, которая содер-

жит белок FVIII, при этом первая полипептидная цепь и вторая полипептидная цепь ассоциированы друг 

с другом. В других вариантах реализации изобретения белок FVIII в химерной молекуле дополнительно 

содержит дополнительную последовательность XTEN. Дополнительная последовательность XTEN мо-

жет быть связана с N-концом или С-концом белка FVIII или вставлена между двумя соседними амино-

кислотами FVIII. В еще одних вариантах реализации изобретения вторая полипептидная цепь дополни-

тельно содержит второй гетерологичный фрагмент (Н2). 

Настоящее описание также включает химерную молекулу, содержащую первую полипептидную 

цепь, которая содержит белок VWF, гетерологичный фрагмент (H1) и линкер VWF, соединяющий белок 

VWF и гетерологичный фрагмент (H1), и вторую полипептидную цепь, содержащую белок FVIII и по-

следовательность XTEN, при этом линкер VWF в первой полипептидной цепи содержит: (i) область а2 из 

FVIII; (ii) область a1 из FVIII; (iii) область а3 из FVIII; (iv) сайт расщепления тромбином, содержащий X-

V-P-R (SEQ ID NO: 3) и мотив экзосайта взаимодействия PAR1, где X представляет собой алифатиче-

скую аминокислоту; или (v) любую их комбинацию, и при этом первая полипептидная цепь и вторая по-

липептидная цепь ассоциированы друг с другом. В одном варианте реализации изобретения последова-

тельность XTEN присоединена к N-концу или С-концу белка FVIII или вставлена между двумя соседни-

ми аминокислотами FVIII. В другом варианте реализации изобретения химерная молекула дополнитель-

но содержит дополнительную последовательность XTEN, которая связана с белком VWF, гетерологич-

ным фрагментом, линкером VWF или любой их комбинацией. В других вариантах реализации изобрете-

ния химерная молекула дополнительно содержит второй гетерологичный фрагмент (Н2). В еще одних 

вариантах реализации изобретения второй гетерологичный фрагмент соединен с белком FVIII, последо-

вательностью XTEN или обоими. 

Для химерных молекул, в соответствии с настоящим изобретением, последовательность XTEN, со-

единенная с белком VWF, линкером VWF, белком FVIII или любыми другими компонентами в химерных 

молекулах, содержит около 42 аминокислот, около 72 аминокислот, около 108 аминокислот, около 144 

аминокислот, около 180 аминокислот, около 216 аминокислот, около 252 аминокислот, около 288 амино-

кислот, около 324 аминокислот, около 360 аминокислот, около 396 аминокислот, около 432 аминокислот, 

около 468 аминокислот, около 504 аминокислот, около 540 аминокислот, около 576 аминокислот, около 

612 аминокислот, около 624 аминокислот, около 648 аминокислот, около 684 аминокислот, около 720 ами-
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нокислот, около 756 аминокислот, около 792 аминокислот, около 828 аминокислот, около 836 аминокислот, 

около 864 аминокислот, около 875 аминокислот, около 912 аминокислот, около 923 аминокислот, около 

948 аминокислот, около 1044 аминокислот, около 1140 аминокислот, около 1236 аминокислот, около 1318 

аминокислот, около 1332 аминокислот, около 1428 аминокислот, около 1524 аминокислот, около 1620 ами-

нокислот, около 1716 аминокислот, около 1812 аминокислот, около 1908 аминокислот или около 2004 ами-

нокислот. В некоторых вариантах реализации изобретения полипептид XTEN выбирают из АЕ42, АЕ72, 

АЕ864, АЕ576, АЕ288, АЕ144, AG864, AG576, AG288 или AG144. В других вариантах реализации изобре-

тения полипептид XTEN выбирают из SEQ ID NO: 39; SEQ ID NO: 40; SEQ ID NO: 47; SEQ ID NO: 45; SEQ 

ID NO: 44; SEQ ID NO: 41; SEQ ID NO: 48; SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 44 или SEQ ID NO: 42. 

В других аспектах дополнительная последовательность XTEN в химерных молекулах содержит 

около 42 аминокислот, около 72 аминокислот, около 108 аминокислот, около 144 аминокислот, около 

180 аминокислот, около 216 аминокислот, около 252 аминокислот, около 288 аминокислот, около 324 

аминокислот, около 360 аминокислот, около 396 аминокислот, около 432 аминокислоты, около 468 ами-

нокислот, около 504 аминокислоты, около 540 аминокислот, около 576 аминокислот, около 612 амино-

кислот, около 624 аминокислот, около 648 аминокислот, около 684 аминокислот, около 720 аминокислот, 

около 756 аминокислот, около 792 аминокислот, около 828 аминокислот, около 836 аминокислот, около 

864 аминокислоты, около 875 аминокислот, около 912 аминокислот, около 923 аминокислот, около 948 

аминокислот, около 1044 аминокислот, около 1140 аминокислот, около 1236 аминокислот, около 1318 

аминокислот, около 1332 аминокислот, около 1428 аминокислот, около 1524 аминокислот, около 1620 

аминокислот, около 1716 аминокислот, около 1812 аминокислот, около 1908 аминокислот или около 

2004 аминокислот. В некоторых вариантах реализации изобретения дополнительный полипептид XTEN 

выбирают из АЕ42, АЕ72, АЕ864, АЕ576, АЕ288, АЕ144, AG864, AG576, AG288, или AG144. В опреде-

ленных вариантах реализации изобретения дополнительный полипептид XTEN выбирают из SEQ ID NO: 

39; SEQ ID NO: 40; SEQ ID NO: 47; SEQ ID NO: 45; SEQ ID NO: 43; SEQ ID NO: 41; SEQ ID NO: 48; SEQ 

ID NO: 46, SEQ ID NO: 44 или SEQ ID NO: 42. 

В одном варианте реализации изобретения линкер VWF, пригодный для соединяющего белка VWF 

и гетерологичного фрагмента в химерных молекулах, содержит область а2, которая содержит аминокис-

лотную последовательность, по меньшей мере на около 80, около 85, около 90, около 95 или 100% иден-

тичную участку от Glu720 до Arg740, соответствующему полноразмерному FVIII, при этом область а2 

способна расщепляться тромбином. В конкретном варианте реализации изобретения область а2 содержит 

ISDKNTGDYYEDSYEDISAYLLSKNNAIEPRSFS (SEQ ID NO: 4). В другом варианте реализации изо-

бретения линкер VWF, пригодный для соединяющего белка VWF и гетерологичного фрагмента, содер-

жит область a1, которая содержит аминокислотную последовательность, по меньшей мере на около 80, 

около 85, около 90, около 95 или 100% идентичную участку от Met337 до Arg372, соответствующему 

полноразмерному FVIII, при этом область a1 способна расщепляться тромбином. В некоторых вариантах 

реализации изобретения область a1 содержит ISMKNNEEAEDYDDDLTDSEMDVVRFDDDNSPS-

FIQIRSV (SEQ ID NO: 5). В других вариантах реализации изобретения линкер VWF, пригодный для со-

единяющего белка VWF и гетерологичного фрагмента, содержит область а3, которая содержит амино-

кислотную последовательность, по меньшей мере на около 80, около 85, около 90, около 95 или 100% 

идентичную участку от Glu1649 до Arg1689, соответствующему полноразмерному FVIII, при этом об-

ласть а3 способна расщепляться тромбином. В конкретном варианте реализации изобретения область а3 

содержит ISEITRTTLQSDQEEroYDDTISVEMKKEDFDIYDEDENQSPRSFQ (SEQ ID NO: 6). В еще од-

них вариантах реализации изобретения линкер VWF, пригодный для соединяющего белка VWF и гете-

рологичного фрагмента, содержит сайт расщепления тромбином, содержащий X-V-P-R (SEQ ID NO: 3) и 

мотив экзосайта взаимодействия PAR1, при этом мотив экзосайта взаимодействия PAR1 содержит S-F-L-

L-R-N (SEQ ID NO: 7). В одном варианте реализации изобретения мотив экзосайта взаимодействия PAR1 

дополнительно содержит последовательность, выбранную из Р, P-N, P-N-D, P-N-D-K (SEQ ID NO: 8), P-

N-D-K-Y (SEQ ID NO: 9), P-N-D-K-Y-E (SEQ ID NO: 10), P-N-D-K-Y-E-P (SEQ ID NO: 11), P-N-D-K-Y-E-

P-F (SEQ ID NO: 12), P-N-D-K-Y-E-P-F-W (SEQ ID NO: 13), P-N-D-K-Y-E-P-F-W-E (SEQ ID NO: 14), P-

N-D-K-Y-E-P-F-W-E-D (SEQ ID NO: 20), P-N-D-K-Y-E-P-F-W-E-D-E (SEQ ID NO: 21), P-N-D-K-Y-E-P-F-

W-E-D-E-E (SEQ ID NO: 22), P-N-D-K-Y-E-P-F-W-E-D-E-E-S (SEQ ID NO: 23) или любой их комбина-

ции. В другом варианте реализации изобретения алифатическую аминокислоту выбирают из глицина, 

аланина, валина, лейцина или изолейцина. В конкретном варианте реализации изобретения линкер VWF 

содержит GGLVPRSFLLRNPNDKYEPFWEDEES (SEQ ID NO: 24). В определенных вариантах реализа-

ции изобретения тромбин расщепляет линкер VWF быстрее, чем тромбин расщеплял бы сайт расщепле-

ния тромбином, если бы сайт расщепления тромбином замещал линкер VWF в химерной молекуле. В 

других вариантах реализации изобретения тромбин расщепляет линкер VWF по меньшей мере в около 

10 раз, по меньшей мере в около 20 раз, по меньшей мере в около 30 раз, по меньшей мере в около 40 раз, 

по меньшей мере в около 50 раз, по меньшей мере в около 60 раз, по меньшей мере в около 70 раз, по 

меньшей мере в около 80 раз, по меньшей мере в около 90 раз или по меньшей мере в около 100 раз бы-

стрее, чем тромбин расщеплял бы сайт расщепления тромбином, если бы сайт расщепления тромбином 

замещал линкер VWF в химерной молекуле. 
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В некоторых вариантах реализации изобретения линкер VWF дополнительно содержит одну или 

более аминокислот и имеет длину по меньшей мере около 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 

120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 

700, 750, 800, 850, 900, 950, 1000, 1200, 1400, 1600, 1800 или 2000 аминокислот. В одном примере одна 

или более аминокислот содержат пептид gly. В другом примере одна или более аминокислот содержат 

GlyGly. В других примерах одна или более аминокислот содержат пептид gly/ser. В некоторых примерах 

пептид gly/ser имеет формулу (Gly4Ser)n или S(Gly4Ser)n, где n обозначает положительное целое число, 

выбранное из 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 или 100. В 

определенных примерах линкер (Gly4Ser)n представляет собой (Gly4Ser)3 (SEQ ID NO: 89) или (Gly4Ser)4 

(SEQ ID NO: 90). 

Белок VWF, пригодный для химерной молекулы по изобретению, может содержать домен D' и до-

мен D3 VWF, где домен D' и домен D3 способны связываться с белком FVIII. В одном варианте реализа-

ции изобретения домен D' белка VWF содержит аминокислотную последовательность, по меньшей мере 

на около 90, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичную аминокислотам 764-866 SEQ ID NO: 2. В другом 

варианте реализации изобретения домен D3 белка VWF содержит аминокислотную последовательность, 

по меньшей мере на около 90, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичную аминокислотам 867-1240 SEQ ID 

NO: 2. В других вариантах реализации изобретения белок VWF содержит по меньшей мере одно амино-

кислотное замещение в остатке, соответствующем остатку 1099, остатку 1142, или обоим остаткам 1099 

и 1142 SEQ ID NO: 2. В еще одних вариантах реализации изобретения в последовательности белка VWF, 

аминокислота, отличная от цистеина, замещает остаток, соответствующий остатку 1099, остатку 1142 

или обоим остаткам 1099 и 1142 SEQ ID NO: 2. В других вариантах реализации изобретения последова-

тельность белка VWF содержит аминокислоты 764-1240 SEQ ID NO: 2. В определенных вариантах реа-

лизации изобретения белок VWF дополнительно содержит домен D1, домен D2, или домены D1 и D2 

VWF. В некоторых вариантах реализации изобретения белок VWF дополнительно содержит домен VWF, 

выбранный из домена А1, домена А2, домена A3, домена D4, домена В1, домена В2, домена В3, домена 

С1, домена С2, домена CK, одного или более их фрагментов, или любых их комбинаций. В других вари-

антах реализации изобретения белок VWF состоит, по существу, из или состоит из: (1) доменов D' и D3 

VWF или их фрагментов; (2) доменов D1, D' и D3 VWF или их фрагментов; (3) доменов D2, D' и D3 VWF 

или их фрагментов; (4) доменов D1, D2, D' и D3 VWF или их фрагментов; или (5) доменов D1, D2, D', D3 

и A1 VWF или их фрагментов. В еще одних вариантах реализации изобретения белок VWF дополни-

тельно содержит сигнальный пептид VWF. В других вариантах реализации изобретения белок VWF яв-

ляется пегилированным, гликозилированным, гэкилированным (гидроксиэтилкрохмал-

конъюгированным) или полисиалилированным. Термин "пегилированный" относится к наличию поли-

этиленгликоля (ПЭГ), присоединенного к белку; термин "гликозилированный" относится к наличию гли-

козилирования белка; термин "гэкилированный" относится к наличию гидроксиэтилкрахмала (ГЭК), 

присоединенного к белку; и термин "полисиалилированный" относится к наличию полисиаловой кисло-

ты (ПСК), присоединенной к белку. Примеры ПЭГ, ГЭК и ПСК приведены в других разделах данного 

документа. 

В некоторых аспектах гетерологичный фрагмент (H1), соединенный с белком VWF с помощью 

линкера VWF, способен увеличивать период полувыведения химерной молекулы. В одном варианте реа-

лизации изобретения гетерологичный фрагмент (H1) содержит константную область иммуноглобулина 

или ее участок, альбумин, альбуминсвязывающий фрагмент, PAS, HAP, трансферрин или его фрагмент, 

полиэтиленгликоль (ПЭГ), гидроксиэтилкрахмал (ГЭК), ПСК, С-концевой пептид (СТР) β-субъединицы 

хорионического гонадотропина человека, или любую их комбинацию. В другом варианте реализации 

изобретения гетерологичный фрагмент содержит партнера связывания FcRn. В других вариантах реали-

зации изобретения гетерологичный фрагмент содержит Fc-область. В других вариантах реализации изо-

бретения гетерологичный фрагмент (H1) содержит клиренс-рецептор, или его фрагмент, причем кли-

ренс-рецептор блокирует связывание белка FVIII с клиренс-рецепторами FVIII. В некоторых вариантах 

реализации изобретения клиренс-рецептор представляет собой рецептор липоппротеинов низкой плотно-

сти - связанный белок 1 (LRP1) или его FVIII-связывающий фрагмент. В некоторых аспектах второй ге-

терологичный фрагмент, соединенный с белком FVIII через необязательный линкер FVIII, содержит кон-

стантную область иммуноглобулина или ее участок, альбумин, альбумин-связывающий полипептид, 

PAS, C-концевой пептид (СТР) β-субъединицы хорионического гонадотропина человека, полиэтиленг-

ликоль (ПЭГ), гидроксиэтилкрахмал (ГЭК), альбумин-связывающие малые молекулы, или любые их 

комбинации. В одном варианте реализации изобретения второй гетерологичный фрагмент (Н2) способен 

увеличивать период полувыведения белка FVIII. В другом варианте реализации изобретения второй ге-

терологичный фрагмент (Н2) содержит полипептид, неполипептидный фрагмент, или оба. В другом ва-

рианте реализации изобретения второй гетерологичный фрагмент (Н2) содержит константную область 

иммуноглобулина или ее участок. В еще одних вариантах реализации изобретения второй гетерологич-

ный фрагмент содержит партнер связывания FcRn. В других вариантах реализации изобретения второй 

гетерологичный фрагмент содержит вторую Fc-область. В некоторых вариантах реализации изобретения 
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первый гетерологичный фрагмент, соединенный с белком VWF с помощью линкера VWF, и второй гете-

рологичный фрагмент, соединенный с белком FVIII с помощью необязательного линкера, в котором по-

следовательность XTEN связана с любым из компонентов, ассоциированы друг с другом. В одном вари-

анте реализации изобретения ассоциация между первой полипептидной цепью и вторым полипептидом 

обозначает ковалентную связь. В другом варианте реализации изобретения ассоциация между первым 

гетерологичным фрагментом и вторым гетерологичным фрагментом представляет собой дисульфидную 

связь. В других вариантах реализации изобретения первый гетерологичный фрагмент является партне-

ром связывания FcRn и второй гетерологичный фрагмент является партнером связывания FcRn. В еще 

одних вариантах реализации изобретения первый гетерологичный фрагмент является Fc-областью и вто-

рой гетерологичный фрагмент является Fc-областью. 

В определенных вариантах реализации изобретения белок FVIII соединен со вторым гетерологич-

ным фрагментом с помощью линкера FVIII. В одном варианте реализации изобретения второй линкер 

представляет собой расщепляемый линкер. В другом варианте реализации изобретения линкер FVIII 

идентичен линкеру VWF. В других вариантах реализации изобретения линкер FVIII отличается от лин-

кера VWF. В некоторых аспектах химерная молекула по изобретению имеет формулу, выбранную из: (a) 

V-L1-X1-H1:H2-L2-X2-C; (b) V-X1-L1-H1:H2-L2-X2-C; (с) V-L1-X1-H1:H2-X2-L2-C; (d) V-X1-L1-H1:H2-

X2-L2-C; (e) V-L1-X1-H1: H2-L2-C(X2); (f) V-X1-L1-H1:H2-L2-C(X2); (g) C-X2-L2-H2:H1-X1-L1-V; (h) 

C-X2-L2-H2:H1-L1-X1-V; (i) C-L2-X2-H2:H1-L1-X1-V; (j) C-L2-X2-H2:H1-L1-X1-V; (k) C(X2)-L2-H2:H1-

X1-L1-V; или (1) C(X2)-L2-H2:H1-L1-X1-V; где V обозначает белок VWF; L1 обозначает линкер VWF; 

L2 обозначает необязательный линкер FVIII; H1 представляет собой первый гетерологичный фрагмент; 

Н2 обозначает второй гетерологичный фрагмент; X1 обозначает последовательность XTEN; X2 обозна-

чает необязательную последовательность XTEN; С обозначает белок FVIII; С(Х2) обозначает белок 

FVIII, слитый с последовательностью XTEN, причем последовательность XTEN вставлена между двумя 

соседними аминокислотами FVIII; (-) обозначает пептидную связь или одну или более аминокислот; и (:) 

обозначает ковалентную связь между H1 и Н2. 

В других аспектах химерная молекула имеет формулу, выбранную из: (а) V-L1-X1-H1: H2-L2-X2-C; 

(b) V-X1-L1-H1: H2-L2-X2-C; (с) V-L1-X1-H1: H2-X2-L2-C; (d) V-X1-L1-H1: H2-X2-L2-C; (е) V-L1-X1-

H1: H2-L2-C(X2); (f) V-X1-L1-H1: H2-L2-C(X2); (g) C-X2-L2-H2: H1-X1-L1-V; (h) C-X2-L2-H2: H1-L1-

X1-V; (i) C-L2-X2-H2:H1-L1-X1-V; (j) C-L2-X2-H2:H1-L1-X1-V; (k) C(X2)-L2-H2:H1-X1-L1-V; или (1) 

C(X2)-L2-H2:H1-L1-X1-V; где V обозначает белок VWF; L1 обозначает линкер VWF; L2 обозначает не-

обязательный линкер FVIII; H1 обозначает первый гетерологичный фрагмент; Н2 обозначает второй ге-

терологичный фрагмент; X1 обозначает необязательную последовательность XTEN; X2 обозначает по-

следовательность XTEN; С обозначает белок FVIII; C(X2) обозначает белок FVIII, слитый с последова-

тельностью XTEN, причем последовательность XTEN вставлена между двумя соседними аминокислота-

ми FVIII; (-) обозначает пептидную связь или одну или более аминокислот; и (:) обозначает ковалентную 

связь между H1 и Н2. В химерных молекулах по изобретению белок VWF может ингибировать или пре-

дотвращать связывание эндогенного VWF с белком FVIII. 

В определенных аспектах белок FVIII в химерных молекулах может содержать третий гетерологич-

ный фрагмент (Н3). Третий гетерологичный фрагмент (Н3) может быть последовательностью XTEN. В 

других аспектах белок FVIII содержит четвертый гетерологичный фрагмент (Н4). Четвертый гетероло-

гичный фрагмент (Н4) может быть последовательностью XTEN. В некоторых аспектах, белок FVIII со-

держит пятый гетерологичный фрагмент (Н5). Пятый гетерологичный фрагмент может быть последова-

тельностью XTEN. В других аспектах, белок FVIII содержит шестой гетерологичный фрагмент (Н6). 

Шестой гетерологичный фрагмент может быть последовательностью XTEN. В определенных аспектах, 

один или более из третьего гетерологичного фрагмента (Н3), четвертого гетерологичного фрагмента 

(Н4), пятого гетерологичного фрагмента (Н5) и шестого гетерологичного фрагмента (Н6) способны уве-

личивать период полувыведения химерной молекулы. В других аспектах, третий гетерологичный фраг-

мент (Н3), четвертый гетерологичный фрагмент (Н4), пятый гетерологичный фрагмент (Н5) и шестой 

гетерологичный фрагмент (Н6) присоединены к С-концу или N-концу FVIII или вставлены между двумя 

аминокислотами белка FVIII. В других аспектах один или более из третьего гетерологичного фрагмента, 

четвертого гетерологичного фрагмента, пятого гетерологичного фрагмента и шестого гетерологичного 

фрагмента содержат отрезок, выбранный из одного или более из около 42 аминокислот, около 72 амино-

кислот, около 108 аминокислот, около 144 аминокислот, около 180 аминокислот, около 216 аминокислот, 

около 252 аминокислот, около 288 аминокислот, около 324 аминокислот, около 360 аминокислот, около 

396 аминокислот, около 432 аминокислот, около 468 аминокислот, около 504 аминокислот, около 540 

аминокислот, около 576 аминокислот, около 612 аминокислот, около 624 аминокислот, около 648 амино-

кислот, около 684 аминокислот, около 720 аминокислот, около 756 аминокислот, около 792 аминокислот, 

около 828 аминокислот, около 836 аминокислот, около 864 аминокислот, около 875 аминокислот, около 

912 аминокислот, около 923 аминокислот, около 948 аминокислот, около 1044 аминокислот, около 1140 

аминокислот, около 1236 аминокислот, около 1318 аминокислот, около 1332 аминокислот, около 1428 

аминокислот, около 1524 аминокислот, около 1620 аминокислот, около 1716 аминокислот, около 1812 

аминокислот, около 1908 аминокислот или около 2004 аминокислот. Например, последовательность 
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XTEN третьего гетерологичного фрагмента, четвертого гетерологичного фрагмента, пятого гетерологич-

ного фрагмента или шестого гетерологичного фрагмента может быть выбрана из АЕ42, АЕ72, АЕ864, 

АЕ576, АЕ288, АЕ144, AG864, AG576, AG288 или AG144. В частности последовательность XTEN может 

быть выбрана из SEQ ID NO: 39; SEQ ID NO: 40; SEQ ID NO: 47; SEQ ID NO: 45; SEQ ID NO: 43; SEQ ID 

NO: 41; SEQ ID NO: 48; SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 44 или SEQ ID NO: 42. В определенных вариантах 

реализации изобретения период полувыведения химерной молекулы увеличивается по меньшей мере в 

около 1,5 раза, по меньшей мере в около 2 раза, по меньшей мере в около 2,5 раза, по меньшей мере в 

около 3 раза, по меньшей мере в около 4 раза, по меньшей мере в около 5 раз, по меньшей мере в около 6 

раз, по меньшей мере в около 7 раз, по меньшей мере в около 8 раз, по меньшей мере в около 9 раз, по 

меньшей мере в около 10 раз, по меньшей мере в около 11 раз или по меньшей мере в около 12 раз по 

сравнению с FVIII дикого типа. 

Настоящее описание также предусматривает полинуклеотид или набор полинуклеотидов, коди-

рующих химерную молекулу или ее комплементарную последовательность. Полинуклеотид или набор 

полинуклеотидов может дополнительно содержать полинуклеотидную цепь, которая кодирует РС5 или 

РС7. 

Также включен вектор или набор векторов, содержащих полинуклеотид или набор полинуклеоти-

дов и один или более промоторов, функционально связанных с полинуклеотидом или набором полинук-

леотидов. В некоторых вариантах реализации изобретения вектор или набор векторов могут дополни-

тельно содержать дополнительную полинуклеотидную цепь, кодирующую РС5 или РС7. 

Настоящее изобретение также включает клетку-хозяина, содержащую полинуклеотид или набор 

полинуклеотидов или вектор или набор векторов. В одном варианте реализации изобретения клетка-

хозяин представляет собой клетку млекопитающего. В другом варианте реализации изобретения клетку-

хозяина выбирают из клетки HEK293, клетки СНО или клетки ВНК. 

В некоторых аспектах изобретение включает фармацевтическую композицию, содержащую химер-

ную молекулу, раскрытую в данном документе, полинуклеотид или набор полинуклеотидов, кодирую-

щих химерную молекулу, вектор или набор векторов, содержащих полинуклеотид или набор полинук-

леотидов, или клетку-хозяина, раскрытую в данном документе, и фармацевтически приемлемый носи-

тель. В одном варианте реализации изобретения химерная молекула в композиции имеет увеличенный 

период полувыведения по сравнению с белком FVIII дикого типа. В другом варианте реализации изобре-

тения период полувыведения химерной молекулы в композиции увеличен по меньшей мере в около 1,5 

раза, по меньшей мере в около 2 раза, по меньшей мере в около 2,5 раза, по меньшей мере в около 3 раза, 

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

меньшей мере в около 7 раз, по меньшей мере в около 8 раз, по меньшей мере в около 9 раз, по меньшей 

мере в около 10 раз, по меньшей мере в около 11 раз или по меньшей мере в около 12 раз по сравнению с 

FVIII дикого типа. 

Также включен способ снижения частоты или тяжести эпизода кровотечения у субъекта, нуждаю-

щегося в этом, включающий введение эффективного количества химерной молекулы, раскрытой в дан-

ном документе, полинуклеотида или набора полинуклеотидов, кодирующих химерную молекулу, векто-

ра или набора векторов, раскрытых в данном документе, клетки-хозяина, раскрытой в данном документе, 

или композиции, раскрытой в данном документе. Изобретение также включает способ предотвращения 

возникновения эпизода кровотечения у субъекта, нуждающегося в этом, включающий введение эффек-

тивного количества химерной молекулы, раскрытой в данном документе, полинуклеотида или набора 

полинуклеотидов, кодирующих химерную молекулу, вектора или набора векторов, раскрытых в данном 

документе, клетки-хозяина, раскрытой в данном документе, или композиции, раскрытой в данном доку-

менте. В одном варианте реализации изобретения эпизод кровотечения выбирают из нарушения сверты-

ваемости крови, гемартроза, мышечного кровотечения, кровотечения в ротовой полости, кровоизлияния, 

кровоизлияния в мышцы, кровоизлияния в полости рта, травмы, повреждения черепа (trauma capitis), 

желудочно-кишечного кровотечения, внутричерепного кровоизлияния, внутрибрюшного кровоизлияния, 

внутригрудного кровоизлияния, перелома кости, кровотечения в центральной нервной системе, кровоте-

чения в заглоточном пространстве, кровотечения в забрюшинном пространстве, кровоизлияния во влага-

лище подвздошно-поясничной мышцы, или любых их комбинаций. В другом варианте реализации изо-

бретения химерная молекула, раскрытая в данном документе, полинуклеотид или набор полинуклеоти-

дов, кодирующих химерную молекулу, вектор или набор векторов, раскрытых в данном документе, клет-

ка-хозяин, раскрытая в данном документе, или композиция, раскрытая в данном документе, могут быть 

введены путем, выбранным из местного введения, внутриглазного введения, парентерального введения, 

интратекального введения, субдурального введения, перорального введения или любых их комбинаций. 

Настоящее описание также включает способ получения химерной молекулы, включающий трансфек-

цию одной или более клеток-хозяев полинуклеотидом, раскрытым в данном документе, или вектором, рас-

крытым в данном документе, и экспрессию химерной молекулы в клетке-хозяине. Способ дополнительно 

включает выделение химерной молекулы. В некоторых вариантах реализации изобретения активность хи-

мерной молекулы по отношению к FVIII может быть измерена путем анализа активированного частичного 

тромбопластинового времени (АЧТВ) или методом ротационной тромбоэластометрии (ROTEM). 
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Краткое описание графических материалов 

Фиг. 1 иллюстрирует примерную схему химерной молекулы (FVIII-XTEN/гетеродимер VWF), со-

держащей две полипептидные цепи - первую цепь, содержащую белок VWF (например, домен D' и до-

мен D3 VWF) соединенный с Fc-областью с помощью расщепляемого тромбином линкера VWF, и вто-

рую цепь, содержащую белок FVIII, соединенный со второй Fc-областью с помощью линкера FVIII. Бе-

лок FVIII содержит один или более XTEN в разных доменах FVIII. 

Фиг. 2 иллюстрирует разные конструкты VWF, причем каждый конструкт содержит домен D' и до-

мен D3, соединенные с Fc-областью с помощью расщепляемого тромбином линкера VWF, за исключе-

нием контроля (т.е. VWF-052). VWF-031 содержит линкер из 48 аминокислот, включающий сайт расще-

пления тромбином L-V-P-R (SEQ ID NO: 25). VWF-034 содержит последовательность XTEN, состоящую 

из 288 аминокислот, и линкер из 35 аминокислот, включающий сайт расщепления тромбином L-V-P-R 

(SEQ ID NO: 25). VWF-035 содержит линкер из 73 аминокислот, включающий сайт расщепления тром-

бином L-V-P-R (SEQ ID NO: 25). VWF-036 содержит линкер из 98 аминокислот, включающий сайт рас-

щепления тромбином L-V-P-R (SEQ ID NO: 25). VWF-039 содержит линкер VWF из 26 аминокислот, 

включающий сайт расщепления тромбином L-V-P-R (SEQ ID NO: 25) и мотив экзосайта взаимодействия 

PAR1. VWF-051 содержит линкер из 54 аминокислот, включающий сайт расщепления тромбином A-L-R-

P-R-V-V (SEQ ID NO: 26). VWF-052 содержит линкер из 48 аминокислоты без какого-либо сайта расще-

пления тромбином (контроль). VWF-054 содержит линкер VWF из 40 аминокислот, включающий об-

ласть a1 FVIII. VWF-055 содержит линкер VWF из 34 аминокислот, включающий область а2 FVIII. 

VWF-056 содержит линкер VWF из 46 аминокислот, включающий область а3 FVIII. 

Фиг. 3А иллюстрирует скорость тромбин-медиируемого расщепления в единицах сдвига положения 

резонанса за секунду (RU/s) как функцию плотности захвата в единицах RU для слитых конструктов 

VWF-Fc, т.е. VWF-031, VWF-034, VWF-036, VWF-039, VWF-051 и VWF-052. 

Фиг. 3В иллюстрирует скорость тромбин-медиируемого расщепления в единицах сдвига положения 

резонанса за секунду (RU/s) как функцию плотности захвата в единицах RU для слитых конструктов 

VWF-Fc, т.е. VWF-031, VWF-034, VWF-036, VWF-051 и VWF-052. В этих экспериментах, каждый сли-

тый конструкт VWF-Fc захватывался при разных плотностях и затем подвергался воздействию фиксиро-

ванной концентрации альфа-тромбина человека. Наклон каждой кривой на фиг. 3A и 3В непосредствен-

но отображает восприимчивость каждого конструкта к расщеплению тромбином. 

Фиг. 4А иллюстрирует скорость тромбин-медиируемого расщепления в единицах сдвига положения 

резонанса за секунду (RU/s) как функцию плотности захвата в единицах RU для слитых конструктов 

VWF-Fc, т.е. VWF-054, VWF-055 и VWF-056. 

Фиг. 4В иллюстрирует скорость тромбин-медиируемого расщепления в единицах сдвига положения 

резонанса за секунду (RU/s) как функцию плотности захвата в единицах RU для слитых конструктов 

VWF-Fc, т.е. VWF-031, VWF-039, VWF-054, VWF-055 и VWF-056. В этих экспериментах каждый сли-

тый конструкт VWF-Fc захватывался при разных плотностях и затем подвергался воздействию фиксиро-

ванной концентрации альфа-тромбина человека. Наклон каждой кривой на фиг. 4А и 4В непосредствен-

но отображает восприимчивость каждого конструкта к расщеплению тромбином. 

Фиг. 5 иллюстрирует результаты линейного регрессионного анализа с целью определения воспри-

имчивости различных конструктов VWF-Fc - VWF-031, VWF-034, VWF-036, VWF-039, VWF-051, VWF-

052, VWF-054, VWF-055 и VWF-056 - к тромбин-медиируемому расщеплению. Значения величин выра-

жены в обратных секундах и отображают наклоны кривых, проиллюстрированных на фиг. 3 и 4. Относи-

тельную восприимчивость двух разных конструктов определяют как частное от деления значений их со-

ответствующих наклонов. Отношение наклонVWF-039/наклонVWF-031 равно 71, указывая на то, что слитый 

конструкт VWF-Fc VWF-039 является в 71 раз более чувствительным к тромбин-медиируемому расщеп-

лению, чем VWF-031. Отношение наклонVWF-055/наклонVWF-031 равно 65, и отношение  

наклонVWF-051/наклонVWF-031 равно 1,8. 

Фиг. 6 иллюстрирует время свертывания для различных химерных молекул у HemA-пациента, из-

меренное путем анализа цельной крови методом ROTEM. FVII155/VWF-031 содержит две полипептид-

ные цепи - первую цепь, содержащую BDD FVIII, соединенный с Fc-областью, и вторую цепь, содержа-

щую домен D' и домен D3 VWF, соединенные с Fc-областью через минимальный сайт расщепления 

тромбином (т.е. L-V-P-R (SEQ ID NO: 25)). FVII155/VWF-039 содержит две полипептидные цепи - пер-

вую цепь, содержащую BDD FVIII, соединенный с Fc-областью, и вторую цепь, содержащую домен D' и 

домен D3 VWF, соединенные с Fc-областью с помощью линкера VWF, содержащего L-V-P-R (SEQ ID 

NO: 25) и мотив экзосайта взаимодействия PAR1. FVII155/VWF-055 содержит две полипептидные цепи - 

первую цепь, содержащую BDD FVIII, соединенный с Fc-областью, и вторую цепь, содержащую домен 

D' и домен D3 VWF, соединенные с Fc-областью с помощью линкера VWF, содержащего область а2 из 

FVIII. 

Фиг. 7 иллюстрирует схему типичного гетеродимера FVIII-VWF и конструктов FVIII169, FVIII286, 

VWF057, VWF059 и VWF062. Например, конструкт FVIII169 содержит белок FVIII с делецией В-домена 

с замещением R1648A, соединенный с Fc-областью, в котором последовательность XTEN (например, 

АЕ288) вставлена в положении аминокислоты 745, что соответствует зрелому полноразмерному FVIII 
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(A1-a1-A2-a2-288XTEN-a3-A3-C1-C2-Fc). Конструкт FVIII286 содержит белок FVIII с делецией В-

домена с замещением R1648, соединенный с Fc-областью, в котором последовательность XTEN (напри-

мер, АЕ288) вставлена в положении аминокислоты 745, что соответствует зрелому полноразмерному 

FVIII, с дополнительной областью а2 между FVIII и Fc (A1-a1-A2-a2-288XTEN-a3-A3-C1-C2-a2-Fc). 

VWF057 представляет собой слитый конструкт VWF-Fc, содержащий домен D'D3 белка VWF (с двумя 

аминокислотными замещениями в домене D'D3, т.е. C336A и С379А), связанный с Fc-областью с помо-

щью линкера VWF, который содержит тромбиновый сайт LVPR ("LVPR") и GS-линкер ("GS"), при этом 

последовательность XTEN (т.е. 144XTEN) вставлена между доменом D'D3 и линкером VWF (D'D3-

144XTEN-GS+LVPR-Fc). VWF059 представляет собой слитый конструкт VWF-Fc, содержащий домен 

D'D3 белка VWF (с двумя аминокислотными замещениями в домене D'D3, т.е. С336А и С379А), связан-

ный с Fc-областью с помощью участка кислотной области 2 (а2) в качестве линкера VWF, при этом по-

следовательность XTEN вставлена между доменом D'D3 и линкером VWF. VWF062 представляет собой 

слитый конструкт VWF-Fc, содержащий содержит домен D'D3 белка VWF (с двумя аминокислотными 

замещениями в домене D'D3, т.е. С336А и С379А), связанный с Fc-областью, при этом последователь-

ность XTEN вставлена между доменом D'D3 и Fc-областью (D'D3-144XTEN-Fc). 

Фиг. 8 иллюстрирует острую эффективность гетеродимеров FVIII-XTEN-Fc/D'D3-линкер-Fc (т.е. 

FVIII169/VWF034, FVIII169/VWF059 и FVIII169/VWF057), по сравнению с FVIII с делецией В-домена 

("SQ BDD FVIII" или "BDD-rFVIII") или контрольным носителем в модели HemA-мышей со срезанным 

кончиком хвоста. BDD-rFVIII обозначен кружками, и FVIII169/VWF034 обозначен квадратами, 

FVIII169/VWF059 обозначен треугольниками, FVIII169/VWF057 обозначен незакрашенными кружками, 

и носитель обозначен перевернутыми треугольниками. VWF034 представляет собой слитый конструкт 

VWF-Fc, который содержит Fc-область, соединенную с доменом D' и доменом D3 VWF с помощью лин-

кера VWF, содержащий LVPR, при этом последовательность XTEN (т.е. 288XTEN) вставлена между до-

меном D'D3 и линкером VWF (D'D3-288XTEN-LVPR-Fc). Подробное описание конструктов FVIII169, 

VWF059 и VWF057 приведено в других разделах данного документа. Медианная потеря крови (мкл) у 

мышей после введения дозы 75 МЕ/кг конструкта в каждой экспериментальной группе показана гори-

зонтальными линиями. 

Подробное описание изобретения 

Настоящее изобретение касается химерной молекулы, содержащей последовательность XTEN и 

расщепляемый тромбином линкер, соединяющий белок VWF или белок FVIII с гетерологичным фраг-

ментом, например фрагментом, увеличивающим период полувыведения. Изобретение также предусмат-

ривает химерную молекулу, содержащую две полипептидные цепи - первую цепь, содержащую белок 

VWF, связанный с гетерологичным фрагментом, и вторую цепь, содержащую белок FVIII и второй гете-

рологичный фрагмент, причем химерная молекула содержит последовательность XTEN в первой или 

второй полипептидных цепях, и или белок VWF, или белок FVIII (или оба) связанны с гетерологичным 

фрагментом с помощью линкера VWF или линкера FVIII (или обоих). Расщепляемый тромбином линкер 

(линкер VWF или линкер FVIII) может эффективно расщепляться тромбином в месте повреждения, где 

тромбин является легкодоступным. Типичные примеры химерных молекул проиллюстрированы в на-

стоящем описании и фигурах. В некоторых вариантах реализации изобретения изобретение относится к 

химерным молекулам, имеющим структуры, представленные, например, на фиг. 1-7. В других вариантах 

реализации изобретения изобретение относится к полинуклеотиду, кодирующему конструкты химерных 

молекул, раскрытые в данном документе. 

Для обеспечения четкого понимания описания и формулы изобретения, ниже приводятся следую-

щие определения. 

I. Определения. 

Следует отметить, что объекты, описываемые в единственном числе, относятся к одному или более 

указанным объектам; например, подразумевается, что "нуклеотидная последовательность" обозначает 

одну или более нуклеотидных последовательностей. По существу, термины в единственном числе, "один 

или более", и "по меньшей мере один" могут использоваться в данном документе взаимозаменяемо. Тер-

мин "около" используется в данном документе в значениях приблизительно, ориентировочно, около или 

близко к. Когда термин "около" используется в сочетании с диапазоном числовых значений, он модифи-

цирует этот диапазон путем расширения его границ до значений выше и ниже указанных числовых вели-

чин. В общем, термин "около" используется в данном документе для модификации числовой величины 

за счет отклонения ее на 10 процентов от указанного значения в большую или меньшую сторону (выше 

или ниже). 

Термин "полинуклеотид" или "нуклеотид" рассматривается как охватывающий отдельно взятую 

нуклеиновую кислоту, а также множество нуклеиновых кислот, и относится к выделенной молекуле или 

конструкту нуклеиновой кислоты, например матричной РНК (мРПК) или плазмидной ДНК (пДНК). В 

определенных вариантах реализации изобретения полинуклеотид содержит обычную фосфодиэфирную 

связь или необычную связь (например, амидную связь, такую как присутствующую в пептидных нук-

леиновых кислотах (ПНК)). Термин "нуклеиновая кислота" относится к любому одному или более сег-

ментам нуклеиновой кислоты, например фрагментам ДНК или РНК, присутствующим в полинуклеотиде. 
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Под "выделенной" нуклеиновой кислотой или полинуклеотидом подразумевается молекула нуклеиновой 

кислоты, ДНК или РНК, извлеченная из ее естественного окружения. Например, рекомбинантный поли-

нуклеотид, кодирующий полипептид фактора VIII, содержащийся в векторе, считается выделенным в 

целях настоящего изобретения. Дополнительные примеры выделенного полинуклеотида включают ре-

комбинантные полинуклеотиды, поддерживаемые в гетерологичных клетках-хозяевах или очищенные 

(частично или в значительной степени) от других полинуклеотидов в растворе. Выделенные молекулы 

РНК включают in vivo или in vitro РНК-транскрипты полинуклеотидов по настоящему изобретению. Вы-

деленные полинуклеотиды или нуклеиновые кислоты в соответствии с настоящим изобретением допол-

нительно включают такие молекулы, полученные путем синтеза. Кроме того, полинуклеотид или нук-

леиновая кислота могут включать регуляторные элементы, такие как промоторы, энхансеры, сайты свя-

зывания рибосом или сигналы терминации транскрипции. 

В используемом в данном документе значении "кодирующая область" или "кодирующая последова-

тельность" представляет собой участок полинуклеотида, который состоит из кодонов, транслируемых в 

аминокислоты. Хотя "стоп-кодон" (TAG, TGA или ТАА) типично не транслируется в аминокислоту, он 

может считаться частью кодирующей области, но любые фланкирующие последовательности, например 

промоторы, сайты связывания рибосом, терминаторы транскрипции, интроны и т.п., не являются частью 

кодирующей области. Границы кодирующей области типично определяются старт-кодоном на 5'-конце, 

кодирующим амино-конец образующегося полипептида, и кодоном терминации трансляции на 3'-конце, 

кодирующим карбоксильный конец образующегося полипептида. Две или больше кодирующих областей 

по настоящему изобретению может присутствовать в одном полинуклеотидном конструкте, например в 

одном векторе или в отдельных полинуклеотидных конструктах, например в отдельных (разных) векто-

рах. Отсюда следует, что один вектор может содержать только одну кодирующую область, или могут 

содержать две или больше кодирующих областей, например один вектор может отдельно кодировать 

первую полипептидную цепь и вторую полипептидную цепь химерной молекулы, как описано ниже. 

Кроме того, вектор, полинуклеотид, или нуклеиновая кислота по изобретению могут кодировать гетеро-

логичные кодирующие области, слитые или неслитые с нуклеиновой кислотой, кодирующей химерную 

молекулу по изобретению. Гетерологичные кодирующие области включают, без ограничений, специали-

зированные элементы или мотивы, такие как секреторный сигнальный пептид или гетерологичный 

функциональный домен. 

Определенные белки, секретируемые клетками млекопитающего, ассоциированы с секреторным 

сигнальным пептидом, который отщепляется от зрелого белка после инициации экспорта растущей бел-

ковой цепи через шероховатую эндоплазматическую сеть. Рядовые специалисты в данной области тех-

ники знают, что сигнальные пептиды обычно присоединены к N-концу полипептида и отщепляются от 

полного или "полноразмерного" полипептида с образованием секретируемой или "зрелой" формы поли-

пептида. В определенных вариантах реализации используется нативный сигнальный пептид, например 

сигнальный пептид FVIII или сигнальный пептид VWF, или функциональное производное такой после-

довательности, которое сохраняет способность направлять секрецию полипептида, функционально ассо-

циированного с ним. Альтернативно, может быть использован гетерологичный сигнальный пептид мле-

копитающего, например тканевый активатор плазминогена (ТРА) человека или сигнальный пептид β-

глюкуронидазы мыши, или их функциональное производное. Термин "ниже по ходу транскрипции" от-

носится к нуклеотидной последовательности, которая расположена по направлению к 3'-концу от рефе-

рентной нуклеотидной последовательности. В определенных вариантах реализации изобретения ниже по 

ходу транскрипции нуклеотидной последовательности относится к последовательности, следующей за 

точкой начала транскрипции. Например, кодон инициации трансляции гена расположен ниже по ходу 

транскрипции от сайта начала транскрипции. 

Термин "против хода транскрипции" относится к нуклеотидной последовательности, которая рас-

положена по направлению к 5'-концу от референтной нуклеотидной последовательности. В определен-

ных вариантах реализации изобретения расположенные против хода транскрипции нуклеотидные после-

довательности относятся к последовательностям, находящимся со стороны 5'-конца от кодирующей об-

ласти или точки начала транскрипции. Например, большинство промоторов расположены в направлении 

против хода транскрипции от сайта начала транскрипции. 

В используемом в данном документе значении термин "регуляторная область" относится к нуклео-

тидным последовательностям, которые расположены в направлении против хода транскрипции (5'-

некодирующие последовательности), внутри, или ниже по ходу транскрипции (3'-некодирующие после-

довательности) от кодирующей области, и которые оказывают влияние на транскрипцию, процессинг 

РНК, стабильность, или трансляция ассоциированной кодирующей области. Регуляторные области могут 

включать промоторы, лидерные последовательности трансляции, интроны, последовательности распо-

знавания полиаденилирования, сайты процессинга РНК, эффекторные сайты связывания и структуры 

стебель-петля. Если кодирующая область предназначена для экспрессии в эукариотической клетке, то 

сигнал полиаденилирования и последовательность терминации транскрипции будут обычно расположе-

ны по направлению к 3'-концу от кодирующей последовательности. 

Полинуклеотид, который кодирует генный продукт, например полипептид, может включать промо-
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тор и/или другие контрольные элементы транскрипции или трансляции, функционально ассоциирован-

ные с одной или более кодирующими областями. При функциональной ассоциации кодирующая область 

генного продукта, например полипептида, ассоциирована с одной или более регуляторными областями 

таким образом, чтобы поставить экспрессию генного продукта под влияние или контроль регуляторной 

области (областей). Например, кодирующая область и промотор являются "функционально ассоцииро-

ванными", если индуцирование функции промотора приводит к транскрипции мРНК, кодирующей ген-

ный продукт, кодируемый кодирующей областью, и если природа связи между промотором и кодирую-

щей областью не препятствует способности промотора направлять экспрессию генного продукта или не 

препятствует способности к транскрипции ДНК-матрицы. Другие контрольные элементы транскрипции, 

кроме промотора, например энхансеры, операторы, репрессоры и сигналы терминации транскрипции, 

также могут быть функционально ассоциированы с кодирующей областью для направления экспрессии 

генного продукта. 

Различные контрольные области транскрипции известны квалифицированным специалистам в дан-

ной области техники. Они включают, без ограничений, контрольные области транскрипции, которые 

функционируют в клетках позвоночных, такие как, без ограничений, промоторные и энхансерные сег-

менты цитомегаловирусов (непосредственный ранний промотор, в сочетании с интроном-А), вирус обе-

зьян 40 (ранний промотор) и ретровирусы (такие как вирус саркомы Рауса). Другие контрольные области 

транскрипции включают области, выделенные из генов позвоночных, такие как актин, белок теплового 

шока, бычий гормон роста и β-глобин кролика, а также другие последовательности, способные контро-

лировать экспрессию генов в эукариотических клетках. Дополнительне пригодные контрольные области 

транскрипции включают тканеспецифичные промоторы и энхансеры, а также лимфокин-индуцируемые 

промоторы (например, промоторы, индуцируемые интерферонами или интерлейкинами). Аналогично, 

различные контрольные элементы трансляции известны рядовым специалистам в данной области техни-

ки. Они включают, без ограничений, сайты связывания рибосом, кодоны инициации и терминации 

трансляции и элементы, выделенные из пикорнавирусов (в частности, внутренний рибосомо-

связывающий сайт, или IRES, также называемый последовательностью CITE). 

Термин "экспрессия" в используемом в данном документе значении относится к процессу, в кото-

ром полинуклеотид продуцирует генный продукт, например РНК или полипептид. Он включает, без ог-

раничений, транскрипцию полинуклеотида в матричную РНК (мРНК), транспортную РНК (тРНК), ма-

лую шпилечную РНК (shPHK), малую интерферирующую РНК (siPHK) или любой другой РНК-продукт, 

и трансляцию мРНК в полипептид. Экспрессия дает "генный продукт". В используемом в данном доку-

менте значении генный продукт может быть или нуклеиновой кислотой, например матричной РНК, по-

лученной в результате транскрипции гена или полипептида, который транслируется из транскрипта. 

Генные продукты, описанные в данном документе, дополнительно включают нуклеиновые кислоты с 

посттранскрипционными модификациями, например полиаденилированием или сплайсингом, или поли-

пептиды с посттрансляционными модификациями, например метилированием, гликозилированием, до-

бавлением липидов, ассоциацией с другими белковыми субъединицами или протеолитическим расщеп-

лением. 

"Вектор" относится к любому носителю для клонирования и/или переноса нуклеиновой кислоты в 

клетку-хозяина. Вектор может быть репликоном, к которому может быть присоединен другой сегмент 

нуклеиновой кислоты для осуществления репликации присоединенного сегмента. "Репликон" относится 

к любому генетическому элементу (например, плазмиде, фагу, космиде, хромосоме, вирусу), который 

функционирует в качестве автономной единицы репликации in vivo, т.е. способной к репликации под 

своим собственным контролем. Термин "вектор" включает как вирусные, так и невирусные носители для 

введения нуклеиновой кислоты в клетку in vitro, ex vivo или in vivo. В данной области техники известно 

и используется большое число векторов, включая, например, плазмиды, модифицированные эукариоти-

ческие вирусы, или модифицированные бактериальные вирусы. Вставка полинуклеотида в пригодный 

вектор может быть осуществлена путем лигирования соответствующих полинуклеотидных фрагментов в 

выбранный вектор, имеющий комплементарные липкие концы. 

Векторы могут быть подвергнуты генетическим модификациям с целью кодирования селектируе-

мых маркеров или репортеров, которые обеспечивают селекцию или идентификацию клеток со вклю-

ченным вектором. Экспрессия селектируемых маркеров или репортеров обеспечивает возможность 

идентификации и/или селекции клеток-хозяев, которые включают и экспрессируют другие кодирующие 

области, содержащиеся в векторе. Примеры генов селектируемых маркеров, известных и используемых в 

данной области техники, включают: гены, обеспечивающие стойкость к ампициллину, стрептомицину, 

гентамицину, канамицин, гигромицин, гербициду биалафосу, сульфонамиду и т.п.; и гены, которые ис-

пользуют в качестве фенотипических маркеров, т.е. регуляторные гены антоцианина, ген изопентанил-

трансферазы и т.п. Примеры репортеров, известных и используемых в данной области техники, включа-

ют: люциферазу (Luc), зеленый флуоресцентный белок (GFP), хлорамфениколацетилтрансферазу (CAT), 

-галактозидазу (LacZ), -глюкуронидазу (Gus) и т.п. Селектируемые маркеры могут также считаться ре-

портерами. 

Термин "плазмида" относится к внехромосомальному элементу, часто несущему ген, не являющий-
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ся частью центрального метаболизма клетки и обычно имеющий форму кольцевой двухцепочечной мо-

лекулы ДНК. Такие элементы могут быть автономно реплицирующими последовательностями, геном-

интегрирующими последовательностями, фагом или нуклеотидными последовательностями, линейной, 

кольцевой или сверхспиральной, одно- или двухцепочечной ДНК или РНК, выделенными из любого ис-

точника, в котором ряд нуклеотидных последовательностей был соединен или рекомбинирован в уни-

кальную конструкцию, способную вводить промоторный фрагмент и последовательность ДНК выбран-

ного генного продукта вместе с соответствующей 3'-нетранслированной последовательностью в клетку. 

Эукариотические вирусные векторы, которые могут быть использованы, включают, без ограниче-

ний, аденовирусные векторы, ретровирусные векторы, адено-ассоциированные вирусные векторы, по-

ксвирус, например векторы на основе вируса коровьей оспы, бакуловирусные векторы или векторы на 

основе вируса герпеса. Невирусные векторы включают плазмиды, липосомы, электрически заряженные 

липиды (цитофектины), комплексы ДНК-белок и биополимеры. 

"Клонирующий вектор" относится к "репликону", представляющему собой единичный отрезок нук-

леиновой кислоты, который реплицируется последовательно, и который содержит точку начала реплика-

ции, такой как плазмида, фаг или космида, к которому может быть присоединен другой сегмент нуклеи-

новой кислоты для осуществления репликации присоединенного сегмента. Определенные клонирующие 

векторы способны к репликации в одном типе клеток, например бактериях, и экспрессии в другом, на-

пример эукариотических клетках. Клонирующие векторы типично содержат одну или более последова-

тельностей, которые могут быть использованы для селекции клеток, содержащих вектор, и/или один или 

более множественных сайтов клонирования для вставки последовательностей нуклеиновой кислоты, 

представляющих интерес. 

Термин "экспрессионный вектор" относится к носителю, сконструированному для обеспечения 

возможности экспрессии вставленной последовательности нуклеиновой кислоты после введения в клет-

ку-хозяина. Вставленная последовательность нуклеиновой кислоты функционально ассоциируется с ре-

гуляторными областями, как описано выше. 

Векторы вводятся в клетки-хозяева способами, хорошо известными в данной области техники, на-

пример трансфекцией, электропорацией, микроинъекцией, трансдукцией, слиянием клеток, с помощью 

DEAE-декстрана, осаждением фосфата кальция, липофекцией (слияние с лизосомами), с использованием 

генной пушки или вектора-переносчика ДНК. 

"Культура", "культивировать" и "культивация", в используемом в данном документе значении, оз-

начают инкубирование клеток в условиях in vitro, обеспечивающих возможность роста или деления кле-

ток или поддержание клеток в жизнеспособном состоянии. "Культивируемые клетки", в используемом в 

данном документе значении, означает клетки, размножающиеся in vitro. 

В используемом в данном документе значении, термин "полипептид" рассматривается как охваты-

вающий форму единственного числа "полипептид", а также форму множественного числа "полипепти-

ды", и относится к молекуле, состоящей из мономеров (аминокислоы), линейно соединенных амидными 

связями (также известными как пептидные связи). Термин "полипептид" относится к любой цепи или 

цепям, состоящим из двух или более аминокислот, и не указывает на определенную длину продукта. Та-

ким образом, пептиды, дипептиды, трипептиды, олигопептиды, "белок", "аминокислотная цепь" или лю-

бой другой термин, используемый для обозначения цепи или цепей, состоящих из двух или больше ами-

нокислот, включены в определение "полипептида", и термин "полипептид" может быть использован вме-

сто или взаимозаменяемо с любым из этих терминов. Также предусматривается, что термин "полипеп-

тид" относится к продуктам постэкспрессионной модификации полипептида, включая, без ограничений 

гликозилирование, ацетилирование, фосфорилирование, амидирование, дериватизацию с помощью из-

вестных защитных/блокирующих групп, протеолитическое расщепление, или модификация неприрод-

ными аминокислотами. Полипептид может быть выделен из природного биологического источника или 

получен с использованием рекомбинантной технологии, но не обязательно транслирован из указанной 

последовательности нуклеиновой кислоты. Он может быть получен любым способом, включая химиче-

ский синтез. 

"Выделенный" полипептид или его фрагмент, вариант или производное относится к полипептиду, 

не находящемуся в его природном окружении. Никакой конкретной степени очистки не требуется. На-

пример, выделенный полипептид может быть просто извлечен из его нативного или природного окруже-

ния. Рекомбинантно полученные полипептиды и белки, экспрессируемые в клетках-хозяевах, считаются 

выделенными в целях изобретения, так же, как и нативные или рекомбинантные полипептиды, которые 

были отделены, фракционированы, или частично или в значительной степени очищены любым пригод-

ным методом. 

Настоящее изобретение также включает фрагменты или варианты полипептидов и любую их ком-

бинацию. Термины "фрагмент" или "вариант" по отношению к полипептид-связывающим доменам или 

связывающим молекулам по настоящему изобретению включают любые полипептиды, которые сохра-

няют, по меньшей мере, некоторые свойства (например, аффинность связывания FcRn по отношению к 

FcRn-связывающему домену или варианту Fc, коагулирующую активность по отношению к варианту 

FVIII, или активность связывания FVIII по отношению к белку VWF) референтного полипептид. Фраг-
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менты полипептидов включают протеолитические фрагменты, а также фрагменты с делециями, в допол-

нение к специфическим фрагментам антител, описанным в других разделах данного документа, но не 

включают природный полноразмерный полипептид (или зрелый полипептид). Варианты полипептид-

связывающих доменов или связывающих молекул по настоящему изобретению включают фрагменты, 

как описано выше, а также полипептиды с измененными аминокислотными последовательностями в ре-

зультате аминокислотных замещений, делеций или вставок. Варианты могут встречаться или не встре-

чаться в природных условиях. Неприродные варианты могут быть получены с использованием извест-

ных в данной области техники методов мутагенеза. Варианты полипептидов могут содержать консерва-

тивные или неконсервативные аминокислотные замещения, делеций или добавления. Термин "фрагмент 

VWF" или "фрагменты VWF", используемый в данном документе, означает любые фрагменты VWF, ко-

торые взаимодействуют с FVIII и сохраняют по меньшей мере одно или более свойств, нормально обес-

печиваемых для FVIII полноразмерным VWF, например предотвращение преждевременной активации к 

FVIIIa, предотвращение преждевременного протеолиза, предотвращение ассоциации с фосфолипидными 

мембранами, что может приводить к преждевременному клиренсу, предотвращение связывания с кли-

ренс-рецепторами FVIII, которые могут свяывать "голый" FVIII, но не связанный с VWF FVIII, и/или 

стабилизацию взаимодействий тяжелой цепи и легкой цепи FVIII. В конкретном варианте реализации 

изобретения "фрагмент VWF", в используемом в данном документе значении, содержит домен D' и до-

мен D3 белка VWF, но не включает домен А1, домен А2, домен A3, домен D4, домен В1, домен В2, до-

мен В3, домен С1, домен С2 и домен CK белка VWF. 

Термин "фактор, ограничивающий период полувыведения" или "фактор, ограничивающий период 

полувыведения FVIII", в используемом в данном документе значении, обозначает фактор, который пре-

пятствует увеличению период полувыведения белка FVIII более чем в 1,5 или в 2 раза по сравнению с 

FVIII дикого типа (например, ADVATE или REFACTO). Например, полноразмерный или зрелый 

VWF может действовать как фактор, ограничивающий период полувыведения FVIII, путем индуцирова-

ния выведения комплекса FVIII и VWF из системы по одному или более путям клиренса VWF. В одном 

примере эндогенный VWF представляет собой фактор, ограничивающий период полувыведения FVIII. В 

другом примере полноразмерная рекомбинантная молекула VWF, нековалентно связанная с белком 

FVIII, представляет собой фактор, ограничивающий период полувыведения FVIII. 

Термин "эндогенный VWF", в используемом в данном документе значении, обозначает молекулы 

VWF, в природных условиях присутствующие в плазме. Эндогенная молекула VWF может быть мульти-

мером, но может быть мономером или димером. Эндогенный VWF в плазме связывается с FVIII и обра-

зует нековалентный комплекс с FVIII. "Консервативное аминокислотное замещение" представляет собой 

замещение, при котором аминокислотный остаток замещается на аминокислотный остаток, имеющий 

схожую боковую цепь. Семейства аминокислотных остатков, имеющих схожие боковые цепи, были оп-

ределены в данной области техники, включая основные боковые цепи (например, лизин, аргинин, гисти-

дин), кислотные боковые цепи (например, аспарагиновая кислота, глутаминовая кислота), незаряженные 

полярные боковые цепи (например, глицин, аспарагин, глутамин, серии, треонин, тирозин, цистеин), не-

полярные боковые цепи (например, аланин, валин, лейцин, изолейцин, пролин, фенилаланин, метионин, 

триптофан), бета-разветвленные боковые цепи (например, треонин, валин, изолейцин) и ароматические 

боковые цепи (например, тирозин, фенилаланин, триптофан, гистидин). Таким образом, если аминокис-

лота в полипептиде замещена на другую аминокислоту из того же семейства боковых цепей, такое заме-

щение считается консервативным. В другом варианте реализации изобретения цепочка аминокислот мо-

жет быть консервативно замещена на структурно схожую цепочку, отличающуюся по порядку и/или по 

составу членов семейств боковых цепей. 

Как известно в данной области техники, "идентичность последовательностей" между двумя поли-

пептидами определяется путем сравнения аминокислотной последовательности одного полипептида с 

последовательностью второго полипептида. При обсуждении в данном документе, вопрос о том, являет-

ся ли какой-либо конкретный полипептид на по меньшей мере около 50, 60, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 99 или 

100% идентичным другому полипептиду, может быть определен с использованием способов и компью-

терных программ/прикладного программного обеспечения, известных в данной области техники, таких 

как, без ограничений, программа BESTFIT (Wisconsin Sequence Analysis Package (программный пакет для 

анализа последовательностей, Университет Висконсина), версия 8 для операционной системы Unix, Ge-

netics Computer Group, University Research Park, 575 Science Drive, Madison, WI 53711). BESTFIT исполь-

зует алгоритм локальной гомологии Смита и Уотермана (Smith and Waterman, Advances in Applied Math-

ematics 2:482-489 (1981)), для нахождения сегмента с наилучшей гомологией между двумя последова-

тельностями. При использовании BESTFIT или любой другой программы для выравнивания последова-

тельностей с целью определения того, является ли определенная последовательность, например, иден-

тичной на 95% референтной последовательности в соответствии с настоящим изобретением, параметры 

задаются, конечно, таким образом, чтобы процент идентичности рассчитывался по полной длине рефе-

рентной полипептидной последовательности, и чтобы были дозволены пробелы в гомологии, состав-

ляющие до 5% от общего числа аминокислот в референтной последовательности. 

В используемом в данном документе значении "аминокислота, соответствующая" или "эквивалент-
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ная аминокислота" в последовательности VWF или последовательности белка FVIII определяентся путем 

выравнивания для максимального увеличения идентичности или подобия между первой последователь-

ностью VWF или FVIII и второй последовательностью VWF или FVIII. Число, используемое для иден-

тификации эквивалентной аминокислоты во второй последовательности VWF или FVIII, основано на 

числе, используемом для идентификации соответствующей аминокислоты в первой последовательности 

VWF или FVIII. 

"Слитая" или "химерная" молекула содержит первую аминокислотную последовательность, связан-

ную со второй аминокислотной последовательностью, с которой она обычно не соединена в природных 

условиях. Аминокислотные последовательности, нормально присутствующие в разных белках, могут 

быть объединены в слитом полипептиде, или аминокислотные последовательности, нормально присут-

ствующие в одном и том же белке, могут быть размещены в другом порядке в слитом полипептиде, на-

пример, в результате слияния домена фактора VIII по изобретению с доменом иммуноглобулина Fc. 

Слитый белок получают, например, путем химического синтеза, или путем создания и трансляции поли-

нуклеотида, в котором пептидные области кодируются с желательным взаимным расположением. Хи-

мерный белок может дополнительно содержать вторую аминокислотную последовательность, ассоции-

рованную с первой аминокислотной последовательностью с помощью ковалентной непептидной связи 

или нековалентной связи. 

В используемом в данном документе значении термин "период полувыведения" относится к биоло-

гическому периоду полувыведения конкретного полипептида in vivo. Период полувыведения может быть 

представлен как время, необходимое для выведения половины количества, введенного субъекту, из цир-

куляции и/или других тканей животного. Если кривая клиренса для данного полипептида строится как 

функция времени, то эта кривая обычно является двухфазной, с быстрой а-фазой и более длительной Р-

фазой. а-Фаза типично соответствует равновесию введенного полипептида между внутри- и внесосуди-

стым пространством и, частично, определяется размером полипептида. β-Фаза типично соответствует 

катаболизму полипептида во внутрисосудистом пространстве. В некоторых вариантах реализации изо-

бретения химерная молекула по изобретению является монофазной и, таким образом, не имеет альфа-

фазы, а только одну бета-фазу. Таким образом, в определенных вариантах реализации изобретения тер-

мин период полувыведения в используемом в данном документе значении относится к периоду полувы-

ведения полипептида в β-фазе. Типичный β-фазовый период полувыведения человеческого антитела у 

людей составляет 21 день. 

Термин "гетерологичный" по отношению к полинуклеотиду или полипептиду означает, что поли-

нуклеотид или полипептид выделены из объекта, отличного от того объекта, с которым он сравнивается. 

Таким образом, гетерологичный полипептид, связанный с белком VWF, означает полипептидную цепь, 

которая соединена с белком VWF и не является встречающейся в природе частью белка VWF. Например, 

гетерологичный полинуклеотид или антиген может быть получен от разных видов, из разных типов кле-

ток индивидуума, или из одних и тех же или разных типов клеток разных индивидуумов. Термин "свя-

занный", "слитый" или "соединенный" в используемом в данном документе значении, относится к пер-

вой аминокислотной последовательности или нуклеотидной последовательности, присоединенной ко 

второй аминокислотной последовательности или нуклеотидной последовательности (например, с помо-

щью пептидной связи или фосфодиэфирной связи, соответственно). Термин "ковалентно связанный" или 

"ковалентное соединение" относится к ковалентной связи, например дисульфидной связи, пептидной 

связи, или к одной или более аминокислотам, например линкеру, между двумя фрагментами, связанными 

вместе. Первая аминокислота или нуклеотидная последовательность может быть непосредственно при-

соединена ко второй аминокислотной или нуклеотидной последовательности, или, альтернативно, про-

межуточная последовательность может связывать первую последовательность со второй последователь-

ностью. Термин "связанный", "слитый", или "соединенный" означает не только слияние первой амино-

кислотной последовательности со второй аминокислотной последовательностью на С-конце или N-

конце, но также включает вставку целой первой аминокислотной последовательности (или второй ами-

нокислотной последовательности) между любыми двумя аминокислотами второй аминокислотной по-

следовательности (или первой аминокислотной последовательности, соответственно). В одном варианте 

реализации изобретения первая аминокислотная последовательность может быть присоединена ко вто-

рой аминокислотной последовательности с помощью пептидной связи или линкера. Первая нуклеотид-

ная последовательность может быть присоединена ко второй нуклеотидной последовательности с помо-

щью фосфодиэфирной связи или линкера. Линкер может быть пептидом или полипептидом (для поли-

пептидных цепей) или нуклеотидом или нуклеотидной цепью (для нуклеотидных цепей) или любым хи-

мическим фрагментом (как для полипептидных, так и для полинуклеотидных цепей). Ковалентная связь 

иногда обозначается как (-) или черточка. 

В используемом в данном документе значении термин "ассоциированный с" относится к ковалент-

ной или нековалентной связи, образованной между первой аминокислотной цепью и второй аминокис-

лотной цепью. В одном варианте реализации изобретения термин "ассоциированный с" означает кова-

лентную непептидную связь или нековалентную связь. В некоторых вариантах реализации такая связь 
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обозначается двоеточием, т.е. (:). В другом варианте реализации изобретения он означает ковалентную 

связь, за исключением пептидной связи. В других вариантах реализации изобретения термин "ковалент-

но ассоциированный", в используемом в данном документе значении, означает ассоциацию между двумя 

фрагментами с помощью ковалентной связи, например дисульфидной связи, пептидной связи, или одной 

или более аминокислот (например, линкера). Например, аминокислота цистеин содержит тиольную 

группу, которая может образовывать дисульфидную связь или мостик с тиольной группой второго цис-

теинового остатка. У большинства природных молекул IgG, области СН1 и CL соединены дисульфидной 

связью, и две тяжелые цепи соединены двумя дисульфидными связями в положениях, соответствующих 

239 и 242 по системе нумерации Кабат (положения 226 или 229, система нумерации EU). Примеры кова-

лентных связей включают, без ограничений, пептидную связь, металлическую связь, водородную связь, 

дисульфидную связь, сигма-связь, пи-связь, дельта-связь, гликозидную связь, агностическую связь, изо-

гнутую связь, диполярную связь, пи-дативное взаимодействие, двойную связь, тройную связь, четверную 

связь, пятикратную связь, шестикратную связь, конъюгацию, гиперконъюгацию, ароматичность, гапт-

ность или антисвязывание. Неограничивающие примеры нековалентных связей включают ионную связь 

(например, катион-пи-связь или солевую связь), металлическую связь, водородную связь (например, ди-

водородную связь, диводородный комплекс, низкобарьерную водородную связь, или симметричную во-

дородную связь), вандерваальсовы силы, лондоновские дисперсионные силы, механическую связь, гало-

генную связь, аурофильность, интеркаляцию, стекинг (stacking), энтропийные силы или химическую по-

лярность. 

В используемом в данном документе значении, термин "сайт расщепления" или "сайт ферментатив-

ного расщепления" относится к сайту, распознаваемому ферментом. В одном варианте реализации изо-

бретения полипептид имеет сайт ферментативного расщепления, расщепляемый ферментом, который 

активируется в каскаде свертывания, так, чтобы расщепление таких сайтов происходило в месте образо-

вания сгустка. В другом варианте реализации изобретения линкер FVIII соединяющий белок FVIII и вто-

рой гетерологичный фрагмент, может содержать сайт расщепления. Типичные примеры таких сайтов 

включают, например, сайты, распознаваемые тромбином, фактором XIa или фактором Ха. Типичные 

примеры сайтов расщепления FXIa включают, например, TQSFNDFTR (SEQ ID NO: 27) и SVSQTSKLTR 

(SEQ ID NO: 28). Типичные примеры сайтов расщепления тромбином включают, например, 

DFLAEGGGVR (SEQ ID NO: 29), TTKTKPR (SEQ ID NO: 30), LVPRG (SEQ ID NO: 31) и ALRPR (ами-

нокислоты 1-5 SEQ ID NO: 26). Другие сайты ферментативного расщепления известны в данной области 

техники. Сайт расщепления, который может расщепляться тромбином, называется в данном документе 

"сайт расщепления тромбином". 

В используемом в данном документе значении, термин "сайт процессинга" или "внутриклеточный 

сайт процессинга" относится к типу сайта ферментативного расщепления в полипептиде, являющегося 

мишенью для ферментов, которые функционируют после трансляции полипептида. В одном варианте 

реализации изобретения такие ферменты функционируют во время транспортировки из полости Гольджи 

в транс-Гольджи компартмент. Ферменты внутриклеточного процессинга расщепляют полипептиды пе-

ред секрецией белка из клетки. Примеры таких сайтов процессинга включают, например, сайты, являю-

щиеся мишенями для семейства эндопептидаз РАСЕ/фурин (где РАСЕ является акронимом от Paired ba-

sic Amino acid Cleaving Enzyme (фермент, расщепляющий спаренные основные аминокислоты)). Эти 

ферменты локализованы в мембране Гольджи и расщепляют белки со стороны карбоксильного конца от 

мотива последовательности Arg-[любой остаток]-(Lys или Arg)-Arg. В используемом в данном докумен-

те значении семейство "фуриновых" ферментов включает, например, PCSK1 (также известен как 

PC1/Рс3), PCSK2 (также известен как РС2), PCSK3 (также известен как фурин или РАСЕ), PCSK4 (также 

известен как РС4), PCSK5 (также известен как РС5 или РС6), PCSK6 (также известен как РАСЕ4) или 

PCSK7 (также известен как PC7/LPC, РС8 или SPC7). Другие сайты процессинга известны в данной об-

ласти техники. Термин "процессируемый линкер", упоминаемый в данном документе, означает линкер, 

содержащий сайт внутриклеточного процессинга. 

Термин "фурин" относится к ферментам, классифицированным в соответствии с ЕС (классифика-

ция ферментов) как № 3.4.21.75. Фурин представляет собой субтилизин-подобную пропротеинконверта-

зу, которая также известна как РАСЕ (Paired basic Amino acid Cleaving Enzyme (фермент, расщепляющий 

спаренные основные аминокислоты)). Фурин делетирует участки неактивных прекурсорных белков, пре-

вращая их в биологически активные белки. Во время внутриклеточной транспортировки, пропептид от-

щепляется от зрелой молекулы VWF ферментом фурином в (аппарате) Гольджи. 

Следует понимать, что в конструктах, содержащих несколько сайтов процессинга или расщепления, 

такие сайты могут быть одинаковыми или разными. Нарушение гемостаза, в используемом в данном до-

кументе значении, означает генетически унаследованное или приобретенное состояние, характеризую-

щееся склонностью к кровоизлиянию, спонтанно или в результате травмы, вследствие нарушенной спо-

собности или неспособности образовывать фибриновый сгусток. Примеры таких расстройств включают 

гемофилии. Тремя основными формами являются гемофилия А (дефицит фактора VIII), гемофилия В 

(дефицит фактора IX или "болезнь Кристмаса") и гемофилия С (дефицит фактора XI, слабая склонность к 

кровотечению). Другие расстройства гемостаза включают, например, болезнь фон Виллебранда, дефицит 
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фактора XI (дефицит РТА), дефицит фактора XII, недостаточности или структурные аномалии фибрино-

гена, протромбина, фактора V, фактора VII, фактора X или фактора XIII, синдром Бернара-Сулье, кото-

рый представляет собой дефект или дефицит GPIb. GPIb, представляющий собой рецептор VWF, может 

быть дефектным и приводить к недостаточности первичного образования сгустка (первичный гемостаз) 

и повышенной склонности к кровотечениям) и тромбастении Гланцманна-Негели (тромбастения Гланц-

манна). При печеночной недостаточности (острая и хроническая формы) наблюдается недостаточное 

продуцирование коагулирующих факторов печенью; это может увеличивать риск кровотечения. 

Химерные молекулы по изобретению могут быть использованы профилактично. В используемом в 

данном документе значении термин "профилактическое лечение" относится к введению молекулы до 

эпизода кровотечения. В одном варианте реализации изобретения субъект, нуждающийся в гемостатиче-

ском средстве общего действия, подвергается, или должен быть подвергнут, хирургии. Химерный белок 

по изобретению может быть введен до или после хирургии в качестве профилактики. Химерный белок 

по изобретению может быть введен во время или после хирургии для остановки острого эпизода крово-

течения. Хирургия может включать, без ограничений, трансплантацию печени, резекцию печени, зубо-

врачебные процедуры или трансплантацию стволовых клеток. 

Химерная молекула по изобретению также используется для лечения "по требованию" (также назы-

ваемого "эпизодическим"). Термин "лечение "по требованию"" или "эпизодическое лечение" относится к 

введению химерной молекулы в ответ на симптомы эпизода кровотечения или перед активностью, кото-

рая может вызвать кровотечение. В одном аспекте лечение "по требованию" (эпизодическое) может быть 

предоставлено субъекту при начале кровотечения, например после травмы, или при ожидаемом кровоте-

чении, например перед хирургией. В другом аспекте лечение "по требованию" может быть предоставле-

но до активностей, которые увеличивают риск кровотечения, таких как контактные виды спорта. 

В используемом в данном документе значении термин "острое кровотечение" относится к эпизоду 

кровотечения независимо от вызвавшей его причины. Например, субъект может иметь травму, уремию, 

наследственное нарушение, сопровождающееся повышенной кровоточивостью (например, дефицит фак-

тора VII), тромбоцитарное расстройство или резистентность вследствие выработки антител к факторам 

свертывания крови. 

Лечить, лечение, лечащий, в используемом в данном документе значении, относятся, например, к 

снижению тяжести болезни или состояния; уменьшению продолжительности течения болезни; облегче-

нию одного или более симптомов, ассоциированных с болезнью или состоянием; обеспечению полезных 

эффектов для субъекта с болезнью или состоянием, без обязательного исцеления болезни или состояния, 

или профилактике одного или более симптомов, ассоциированных с болезнью или состоянием. В одном 

варианте реализации изобретения термин "лечить" или "лечение" означает поддержание у субъекта ми-

нимального уровня перед введением очередной дозы FVIII, равного по меньшей мере около 1, 2, 3, 4, 5, 

6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 или 20 МЕ/дл путем введения химерной молекулы по изобре-

тению. В другом варианте реализации изобретения лечить или лечение означает поддержание мини-

мального уровня FVIII перед введением очередной дозы, имеющего значение между около 1 и около 20 

МЕ/дл, около 2 и около 20 МЕ/дл, около 3 и около 20 МЕ/дл, около 4 и около 20 МЕ/дл, около 5 и около 

20 МЕ/дл, около 6 и около 20 МЕ/дл, около 7 и около 20 МЕ/дл, около 8 и около 20 МЕ/дл, около 9 и 

около 20 МЕ/дл или около 10 и около 20 МЕ/дл. Лечение или терапия болезни или состояния может так-

же включать поддержание у субъекта активности FVIII на уровне, сопоставимом с по меньшей мере око-

ло 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 или 20% активности FVIII у субъекта без ге-

мофилии. Минимальный уровень перед введением очередной дозы, необходимый для лечения, может 

быть измерен одним или более известными способами и может быть отрегулирован (увеличен или 

уменьшен) для каждого субъекта. 

II. Химерные молекулы. 

Химерные молекулы по изобретению предназначены для улучшения высвобождения белка VWF 

или белка FVIII от другого фрагмента, с которым связан белок VWF или белок FVIII. Изобретение обес-

печивает расщепляемый тромбином линкер, который может быстро и эффективно расщепляться в месте 

повреждения. В одном аспекте изобретения химерная молекула может содержать белок фактора фон 

Виллебранда (VWF), гетерологичный фрагмент (H1), последовательность XTEN и линкер VWF, соеди-

няющий белок VWF с гетерологичным фрагментом, причем линкер VWF содержит полипептид, выбран-

ный из: (i) области а2 из фактора VIII (FVIII); (ii) области a1 из FVIII; (iii) области а3 из FVIII; (iv) сайта 

расщепления тромбином, содержащего X-V-P-R (SEQ ID NO: 3) и мотив экзосайта взаимодействия 

PAR1, где X представляет собой алифатическую аминокислоту; или (v) любую их комбинацию, и после-

довательность XTEN соединена с белком VWF, гетерологичным фрагментом (H1), линкером VWF или 

любой их комбинацией. В другом аспекте изобретения химерная молекула может содержать первую по-

липептидную цепь, которая содержит белок VWF, гетерологичный фрагмент (H1) и линкер VWF, соеди-

няющий белок VWF и гетерологичный фрагмент (H1), и вторую полипептидную цепь, содержащую бе-

лок FVIII и последовательность XTEN, причем линкер VWF в первой полипептидной цепи содержит: (i) 

область а2 из FVIII; (ii) область a1 из FVIII; (iii) область а3 из FVIII; (iv) сайт расщепления тромбином, 

содержащий X-V-P-R (SEQ ID NO: 3) и мотив экзосайта взаимодействия PAR1, где X представляет собой 
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алифатическую аминокислоту; или (v) любую их комбинацию, и первая полипептидная цепь и вторая 

полипептидная цепь ассоциированы друг с другом. 

В других аспектах изобретения химерная молекула содержит полипептидную цепь, содержащую 

белок FVIII, соединенный с гетерологичным фрагментом с помощью линкера FVIII, причем линкер FVIII 

содержит: (i) область а2 из FVIII; (ii) область a1 из FVIII; (iii) область а3 из FVIII; (iv) сайт расщепления 

тромбином, содержащий X-V-P-R (SEQ ID NO: 3) и мотив экзосайта взаимодействия PAR1, где X пред-

ставляет собой алифатическую аминокислоту; или (v) любую их комбинацию. 

II.А. Химерные молекулы с VWF, XTEN, линкером VWF. 

Настоящее изобретение предусматривает химерную молекулу, содержащую белок VWF, слитый с 

последовательностью XTEN с помощью линкера VWF, причем линкер VWF содержит полипептид, вы-

бранный из: (i) области а2 из FVIII; (ii) области a1 из FVIII; (iii) области а3 из FVIII; (iv) сайта расщепле-

ния тромбином, содержащего X-V-P-R (SEQ ID NO: 3) и мотива экзосайта взаимодействия PAR1, где X 

представляет собой алифатическую аминокислоту; или (v) любой их комбинации. 

В одном варианте реализации изобретения химерная молекула содержит белок VWF, гетерологич-

ный фрагмент (H1), последовательность XTEN и линкер VWF, соединяющий белок VWF с гетерологич-

ным фрагментом, причем последовательность XTEN расположена между белком VWF и линкером VWF, 

и линкер VWF содержит полипептид, выбранный из: (i) области а2 из фактора VIII (FVIII); (ii) области a1 

из FVIII; (iii) области а3 из FVIII; (iv) сайта расщепления тромбином, содержащего X-V-P-R (SEQ ID NO: 

3) и мотив экзосайта взаимодействия PAR1, где X представляет собой алифатическую аминокислоту; или 

(v) любой их комбинации. В другом варианте реализации изобретения химерная молекула содержит бе-

лок VWF, гетерологичный фрагмент (H1), последовательность XTEN и линкер VWF, соединяющий бе-

лок VWF с гетерологичным фрагментом, причем последовательность XTEN расположена между линке-

ром VWF и гетерологичным фрагментом, и линкер VWF содержит полипептид, выбранный из: (i) облас-

ти а2 из FVIII; (ii) области a1 из FVIII; (iii) области а3 из FVIII; (iv) сайта расщепления тромбином, со-

держащего X-V-P-R (SEQ ID NO: 3) и мотив экзосайта взаимодействия PAR1, где X представляет собой 

алифатическую аминокислоту; или (v) любой их комбинации. В других вариантах реализации изобрете-

ния химерная молекула дополнительно содержит полипептидную цепь, содержащую белок FVIII, при-

чем первая цепь, содержащая белок VWF, и вторая цепь, содержащая белок FVIII, ассоциированы друг с 

другом. В одном примере ассоциация может быть ковалентной ассоциацией, например, дисульфидной 

связью. В еще одних вариантах реализации изобретения полипептидная цепь, содержащая белок FVIII 

дополнительно содержит дополнительную последовательность XTEN. Дополнительная последователь-

ность XTEN может быть связана с N-концом или С-концом белка FVIII или вставлена между двумя со-

седними аминокислотами FVIII. В других вариантах реализации изобретения цепь, содержащая белок 

FVIII, дополнительно содержит второй гетерологичный фрагмент (Н2). В некоторых вариантах реализа-

ции изобретения белок FVIII соединен со вторым гетерологичным фрагментом с помощью линкера 

FVIII. В определенных вариантах реализации изобретения линкер FVIII идентичен линкеру VWF, соеди-

няющему белок VWF и гетерологичный фрагмент. В других вариантах реализации изобретения линкер 

FVIII отличается от линкера VWF, соединяющего белок VWF и гетерологичный фрагмент. 

В определенных вариантах реализации изобретения химерная молекула имеет формулу, выбранную 

из: (i) V-L1-X1-H1:H2-L2-X2-C; (ii) V-X1-L1-H1:H2-L2-X2-C; (iii) V-L1-X1-H1:H2-X2-L2-C; (iv) V-X1-

L1-H1:H2-X2-L2-C; (v) V-L1-X1-H1:H2-L2-C(X2); (vi) V-X1-L1-H1:H2-L2-C(X2); (vii) C-X2-L2-H2:H1-

X1-L1-V; (viii) C-X2-L2-H2:H1-L1-X1-V; (ix) C-L2-X2-H2:H1-L1-X1-V; (x) C-L2-X2-H2:H1-L1-X1-V; (xi) 

C(X2)-L2-H2:H1-X1-L1-V; или (xii) C(X2)-L2-H2:H1-L1-X1-V; где V обозначает белок VWF; L1 обозна-

чает линкер VWF; L2 обозначает необязательный линкер FVIII; H1 представляет собой первый гетероло-

гичный фрагмент; Н2 обозначает второй гетерологичный фрагмент; X1 обозначает последовательность 

XTEN; X2 обозначает необязательную последовательность XTEN; С обозначает белок FVIII; C(X2) обо-

значает белок FVIII, слитый с последовательностью XTEN, причем последовательность XTEN вставлена 

между двумя соседними аминокислотами FVIII; (-) обозначает пептидную связь или одну или более ами-

нокислот; и (:) обозначает ковалентную связь между H1 и Н2. 

В некоторых вариантах реализации изобретения белок FVIII в химерной молекуле содержит третий 

гетерологичный фрагмент (Н3), который может быть последовательностью XTEN. В других вариантах реа-

лизации изобретения белок FVIII химерной молекулы содержит четвертый гетерологичный фрагмент (Н4), 

который может быть последовательностью XTEN. В еще одних вариантах реализации изобретения белок 

FVIII химерной молекулы содержит пятый гетерологичный фрагмент (Н5), который может быть последо-

вательностью XTEN. В других вариантах реализации изобретения белок FVIII химерной молекулы содер-

жит шестой гетерологичный фрагмент (Н6), который может быть последовательностью XTEN. В опреде-

ленных вариантах реализации изобретения один или более из третьего гетерологичного фрагмента (Н3), 

четвертого гетерологичного фрагмента (Н4), пятого гетерологичного фрагмента (Н5) и шестого гетероло-

гичного фрагмента (Н6) способны увеличивать период полувыведения химерной молекулы. В некоторых 

вариантах реализации изобретения третий гетерологичный фрагмент (Н3), четвертый гетерологичный 

фрагмент (Н4), пятый гетерологичный фрагмент (Н5) и шестой гетерологичный фрагмент (Н6) присоеди-

нены к С-концу или N-концу FVIII или вставлены между двумя аминокислотами белка FVIII. 
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II.В. Химерные молекулы с FVIII, XTEN, белком VWF, линкером VWF. 

Настоящее изобретение также предусматривает химерную молекулу, содержащую первую поли-

пептидную цепь, которая содержит белок VWF, гетерологичный фрагмент (H1) и линкер VWF, соеди-

няющий белок VWF и гетерологичный фрагмент (H1), и вторую полипептидную цепь, содержащую бе-

лок FVIII и последовательность XTEN, причем линкер VWF в первой полипептидной цепи содержит: (i) 

область а2 из FVIII; (ii) область a1 из FVIII; (iii) область а3 из FVIII; (iv) сайт расщепления тромбином, 

содержащий X-V-P-R (SEQ ID NO: 3) и мотив экзосайта взаимодействия PAR1, где X представляет собой 

алифатическую аминокислоту; или (v) любую их комбинацию, и первая полипептидная цепь и вторая 

полипептидная цепь ассоциированы друг с другом. В одном варианте реализации последовательность 

XTEN присоединена к N-концу или С-концу белка FVIII или вставлена между двумя соседними амино-

кислотами FVIII. В другом варианте реализации изобретения химерная молекула дополнительно содер-

жит дополнительную последовательность XTEN, которая связана с белком VWF, гетерологичным фраг-

ментом, линкером VWF, или любой их комбинацией. В других вариантах реализации изобретения хи-

мерная молекула дополнительно содержит второй гетерологичный фрагмент (Н2). В других вариантах 

реализации изобретения второй гетерологичный фрагмент химерной молекулы соединен с белком FVIII, 

последовательностью XTEN или обоими. В других вариантах реализации изобретения второй гетероло-

гичный фрагмент химерной молекулы соединен с белком FVIII или последовательностью XTEN с помо-

щью линкера FVIII. В других вариантах реализации изобретения линкер FVIII идентичен линкеру VWF. 

В некоторых вариантах реализации изобретения линкер FVIII отличается от линкера VWF. В определен-

ных вариантах реализации изобретения химерная молекула имеет формулу, выбранную из: (i) V-L1-X1-

H1:H2-L2-X2-C; (ii) V-X1-L1-H1:H2-L2-X2-C; (iii) V-L1-X1-H1:H2-X2-L2-C; (iv) V-X1-L1-H1:H2-X2-L2-

C; (v) V-L1-X1-H1:H2-L2-C(X2); (vi) V-X1-L1-H1:H2-L2-C(X2); (vii) C-X2-L2-H2:H1-X1-L1-V; (viii) C-

X2-L2-H2:H1-L1-X1-V; (ix) C-L2-X2-H2:H1-L1-X1-V; (x) C-L2-X2-H2:H1-L1-X1-V; (xi) C(X2)-L2-H2:H1-

X1-L1-V; или (xii) C(X2)-L2-H2:H1-L1-X1-V; где V обозначает белок VWF; L1 обозначает линкер VWF; 

L2 обозначает необязательный линкер FVIII; H1 представляет собой первый гетерологичный фрагмент; 

Н2 обозначает второй гетерологичный фрагмент; X1 обозначает необязательную последовательность 

XTEN; X2 обозначает последовательность XTEN; С обозначает белок FVIII; С(Х2) обозначает белок 

FVIII, слитый с последовательностью XTEN, причем последовательность XTEN вставлена между двумя 

соседними аминокислотами FVIII; (-) обозначает пептидную связь или одну или более аминокислот; и (:) 

обозначает ковалентную связь между H1 и Н2. В одном варианте реализации изобретения линкер VWF и 

линкер FVIII могут быть одинаковыми. В другом варианте реализации изобретения линкер VWF и лин-

кер FVIII являются разными. В определенных вариантах реализации изобретения белок FVIII химерной 

молекулы содержит третий гетерологичный фрагмент (Н3), который может быть последовательностью 

XTEN. В других вариантах реализации изобретения белок FVIII химерной молекулы содержит четвер-

тый гетерологичный фрагмент (Н4), который является последовательностью XTEN. В еще одних вариан-

тах реализации изобретения белок FVIII химерной молекулы содержит пятый гетерологичный фрагмент 

(Н5), который может быть последовательностью XTEN. В других вариантах реализации изобретения 

белок FVIII содержит шестой гетерологичный фрагмент (Н6), который может быть последовательностью 

XTEN. В определенных вариантах реализации изобретения один или более из третьего гетерологичного 

фрагмента (Н3), четвертого гетерологичного фрагмента (Н4), пятого гетерологичного фрагмента (Н5) и 

шестого гетерологичного фрагмента (Н6) способны увеличивать период полувыведения химерной моле-

кулы. В некоторых вариантах реализации изобретения третий гетерологичный фрагмент (Н3), четвертый 

гетерологичный фрагмент (Н4), пятый гетерологичный фрагмент (Н5) и/или шестой гетерологичный 

фрагмент (Н6) присоединены к С-концу или N-концу FVIII или вставлены между двумя аминокислотами 

белка FVIII. 

II.С. Химерные молекулы с FVIII, XTEN и линкером FVIII. 

Химерная молекула по изобретению может содержать белок FVIII, последовательность XTEN и ге-

терологичный фрагмент, присоединенный с помощью линкера FVIII, который содержит (i) область а2 из 

FVIII; (ii) область a1 из FVIII; (iii) область а3 из FVIII; (iv) сайт расщепления тромбином, содержащий X-

V-P-R (SEQ ID NO: 3) и мотив экзосайта взаимодействия PAR1, где X представляет собой алифатиче-

скую аминокислоту; или (v) любую их комбинацию. В определенных вариантах реализации изобретения 

химерная молекула содержит две полипептидные цепи - первую цепь, содержащую белок FVIII, соеди-

ненный с первой Fc-областью с помощью линкера FVIII, и вторую цепь, содержащую белок VWF (на-

пример, домен D' и домен D3 VWF), соединенную с Fc-областью, причем линкер FVIII в первой поли-

пептидной цепи содержит: (i) область а2 из FVIII; (ii) область a1 из FVIII; (iii) область а3 из FVIII; (iv) 

сайт расщепления тромбином, содержащий X-V-P-R (SEQ ID NO: 3) и мотив экзосайта взаимодействия 

PAR1, где X представляет собой алифатическую аминокислоту; или (v) любую их комбинацию, и первая 

полипептидная цепь и вторая полипептидная цепь ассоциированы друг с другом, и последовательность 

XTEN присоединена к первому полипептиду (например, к N-концу или С-концу белка FVIII, линкеру 

или первой Fc-области или внутри белка FVIII), ко второму полипептиду (например, к N-концу или С-

концу белка VWF или Fc-области или внутри белка FVIII) или к обоим. В конкретном варианте реализа-

ции линкер в первой полипептидной цепи содержит область а2 из FVIII. 
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В определенных вариантах реализации изобретения химерная молекула имеет формулу, выбранную 

из: (i) V-L2-X2-H2: H1-L1-X1-C; (ii) V-X2-L2-H2: H1-L1-X1-C; (iii) V-L2-X2-H2: H1-X1-L1-C; (iv) V-X2-

L2-H2: H1-X1-L1-C; (v) V-L2-X2-H2: H1-L1-C(X1); (vi) V-X2-L2-H2: Hl-Ll-C(X1); (vii) C-X1-L1-H1: H2-

X2-L2-V; (viii) C-X1-L1-H1: H2-L2-X2-V; (ix) C-L1-X1-H1:H2-L2-X2-V; (x) C-L1-X1-H1:H2-L2-X2-V; (xi) 

C(X1)-L1-H1:H2-X2-L2-V; или (xii) C(X1)-L1-H1:H2-L2-X2-V, где V обозначает белок VWF; L1 пред-

ставляет собой линкер FVIII; L2 обозначает необязательный линкер VWF; H1 представляет собой пер-

вый гетерологичный фрагмент; Н2 обозначает второй гетерологичный фрагмент; X1 обозначает необяза-

тельную последовательность XTEN; X2 обозначает необязательную последовательность XTEN; С обо-

значает белок FVIII; C(X1) обозначает белок FVIII, слитый с последовательностью XTEN, причем после-

довательность XTEN вставлена между двумя соседними аминокислотами FVIII; (-) обозначает пептид-

ную связь или одну или более аминокислот; и (:) обозначает ковалентную связь между H1 и Н2, и где в 

химерной молекуле присутствует по меньшей мере одна последовательность XTEN. В одном варианте 

реализации изобретения линкер VWF и линкер FVIII являются одинаковыми. В другом варианте реали-

зации изобретения линкер VWF и линкер FVIII являются разными. 

II.D. Компоненты химерных молекул. 

II.С.1. Линкер VWF или линкер FVIII. 

Линкер VWF или линкер FVIII, пригодный для химерной молекулы по изобретению, представляет 

собой расщепляемый тромбином линкер, соединяющий белок VWF с гетерологичным фрагментом или 

белок FVIII с гетерологичным фрагментом. В одном варианте реализации изобретения линкер VWF или 

линкер FVIII содержит область a1 FVIII. В другом варианте реализации изобретения линкер VWF или 

линкер FVIII содержит область а2 FVIII. В других вариантах реализации изобретения линкер VWF или 

линкер FVIII содержит область а3 FVIII. В других вариантах реализации изобретения линкер VWF или 

линкер FVIII содержит сайт расщепления тромбином, содержащий X-V-P-R (SEQ ID NO: 3) и мотив эк-

зосайта взаимодействия PAR1, где X представляет собой алифатическую аминокислоту. 

В одном варианте реализации изобретения линкер VWF или линкер FVIII содержит область a1, ко-

торая содержит аминокислотную последовательность, по меньшей мере на около 80, около 85, около 90, 

около 95, около 96, около 97, около 98, около 99 или 100% идентичную участку от Met337 до Arg372, 

соответствующему полноразмерному зрелому FVIII, где область a1 способна расщепляться тромбином. 

В другом варианте реализации изобретения линкер VWF или линкер FVIII содержит область a1, которая 

содержит аминокислотную последовательность, по меньшей мере на около 80, около 85, около 90, около 

95, около 96, около 97, около 98, около 99 или 100% идентичную аминокислотам 337-374, соответст-

вующим полноразмерному зрелому FVIII, где область a1 способна расщепляться тромбином. В других 

вариантах реализации изобретения линкер VWF или линкер FVIII дополнительно содержит дополни-

тельные аминокислоты, например одну, две, три, четыре, пять, десять или больше. В конкретном вариан-

те реализации изобретения линкер VWF или линкер FVIII содержит ISMKNNEEAE-

DYDDDLTDSEMDVVRFDDDNSPSFIQIRSV (SEQ ID NO: 5). В некоторых вариантах реализации изо-

бретения линкер VWF или линкер FVIII содержит область а2, которая содержит аминокислотную после-

довательность, по меньшей мере на около 80, около 85, около 90, около 95, около 96, около 97, около 98, 

около 99 или 100% идентичную участку от Glu720 до Arg740, соответствующему полноразмерному зре-

лому FVIII, где область а2 способна расщепляться тромбином. В других вариантах реализации изобрете-

ния линкер VWF или линкер FVIII содержит область а2, которая содержит аминокислотную последова-

тельность, по меньшей мере на около 80, около 85, около 90, около 95, около 96, около 97, около 98, око-

ло 99% или 100% идентичную аминокислотам 712-743, соответствующим полноразмерному зрелому 

FVIII. В еще одних вариантах реализации изобретения линкер VWF или линкер FVIII дополнительно 

содержит дополнительные аминокислоты, например одну, две, три, четыре, пять, десять или больше. В 

конкретном варианте реализации изобретения линкер VWF содержит ISDKNTGDY-

YEDSYEDISAYLLSKNNAIEPRSFS (SEQ ID NO: 4). 

В определенных вариантах реализации изобретения линкер VWF или линкер FVIII содержит об-

ласть а3, которая содержит аминокислотную последовательность, по меньшей мере на около 80, около 

85, около 90, около 95, около 96, около 97, около 98, около 99 или 100% идентичную участку от Glu1649 

до Arg1689, соответствующему полноразмерному зрелому FVIII, где область а3 способна расщепляться 

тромбином. В некоторых вариантах реализации изобретения линкер VWF или линкер FVIII содержит 

область а3, которая содержит аминокислотную последовательность, по меньшей мере на около 80%, 

около 85, около 90, около 95, около 96, около 97, около 98, около 99 или 100% идентичную аминокисло-

там 1649-1692, соответствующим полноразмерному зрелому FVIII, где область а3 способна расщеплять-

ся тромбином. В других вариантах реализации изобретения линкер VWF или линкер FVIII дополнитель-

но содержит дополнительные аминокислоты, например одну, две, три, четыре, пять, десять или больше. 

В конкретном варианте реализации изобретения линкер VWF или линкер FVIII содержит ISEITRT-

TLQSDQEEIDYDDTISVEMKKEDFDIYDEDENQSPRSFQ (SEQ ID NO: 6). 

В других вариантах реализации изобретения линкер VWF или линкер FVIII содержит сайт расщеп-

ления тромбином, содержащий X-V-P-R (SEQ ID NO: 3) и мотив экзосайта взаимодействия PAR1, где 

мотив экзосайта взаимодействия PAR1 содержит S-F-L-L-R-N (SEQ ID NO: 7). В некоторых вариантах 
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реализации изобретения мотив экзосайта взаимодействия PAR1 дополнительно содержит аминокислот-

ную последовательность, выбранную из Р, P-N, P-N-D, P-N-D-K (SEQ ID NO: 8), P-N-D-K-Y (SEQ ID NO: 

9), P-N-D-K-Y-E (SEQ ID NO: 10), P-N-D-K-Y-E-P (SEQ ID NO: 11), P-N-D-K-Y-E-P-F (SEQ ID NO: 12), 

P-N-D-K-Y-E-P-F-W (SEQ ID NO: 13), P-N-D-K-Y-E-P-F-W-E (SEQ ID NO: 14), P-N-D-K-Y-E-P-F-W-E-D 

(SEQ ID NO: 20), P-N-D-K-Y-E-P-F-W-E-D-E (SEQ ID NO: 21), P-N-D-K-Y-E-P-F-W-E-D-E-E (SEQ ID 

NO: 22), P-N-D-K-Y-E-P-F-W-E-D-E-E-S (SEQ ID NO: 23) или любой их комбинации. В других вариантах 

реализации изобретения алифатическую аминокислоту для сайта расщепления тромбином, содержащего 

X-V-P-R, выбирают из глицина, аланина, валина, лейцина или изолейцина. В конкретном варианте реа-

лизации изобретения сайт расщепления тромбином содержит L-V-P-R. В некоторых вариантах реализа-

ции изобретения тромбин расщепляет линкер VWF или линкер FVIII быстрее, чем тромбин расщеплял 

бы сайт расщепления тромбином (например, L-V-P-R), если бы сайт расщепления тромбином (L-V-P-R) 

замещал линкер VWF или линкер FVIII, соответственно (т.е. без мотива экзосайта взаимодействия 

PAR1). В некоторых вариантах реализации изобретения тромбин расщепляет линкер VWF или линкер 

FVIII по меньшей мере в около 10 раз, по меньшей мере в около 20 раз, по меньшей мере в около 30 раз, 

по меньшей мере в около 40 раз, по меньшей мере в около 50 раз, по меньшей мере в около 60 раз, по 

меньшей мере в около 70 раз, по меньшей мере в около 80 раз, по меньшей мере в около 90 раз или по 

меньшей мере в около 100 раз быстрее, чем тромбин расщеплял бы сайт расщепления тромбином (на-

пример, L-V-P-R), если бы сайт расщепления тромбином (например, L-V-P-R) замещал линкер VWF или 

линкер FVIII. 

В некоторых вариантах реализации изобретения линкер VWF или линкер FVIII, содержащий (i) об-

ласть a1, (ii) область а2, (iii) область а3 или (iv) сайт расщепления тромбином X-V-P-R и мотив экзосайта 

взаимодействия PAR1, дополнительно содержит одну или более аминокислот, имеющих длину по мень-

шей мере около 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 

210, 220, 230, 240, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1000, 1200, 1400, 

1600, 1800 или 2000 аминокислот. В одном варианте реализации изобретения одна или более аминокис-

лот содержат пептид gly. В другом варианте реализации изобретения одна или более аминокислот со-

держат GlyGly. В других вариантах реализации изобретения одна или более аминокислот содержат 

IleSer. В еще одних вариантах реализации изобретения одна или более аминокислот содержат пептид 

gly/ser. В других вариантах реализации изобретения одна или более аминокислот содержат пептид 

gly/ser, имеющий формулу (Gly4Ser)n или S(Gly4Ser)n, где n обозначает положительное целое число, 

выбранное из 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 или 100. В 

некоторых вариантах реализации изобретения одна или более аминокислот содержат (Gly4Ser)3 (SEQ ID 

NO: 89) или (Gly4Ser)4 (SEQ ID NO: 90). 

II.С.2. Белок VWF. 

VWF (также известен как F8VWF) представляет собой большой мультимерный гликопротеин, при-

сутствующий в плазме крови и продуцируемый конститутивно в эндотелии (в тельцах Вейбеля-Паладе), 

мегакариоцитах (а-гранулах тромбоцитов) и субэндотелиальной соединительной ткани. Основной моно-

мер VWF представляет собой белок, состоящий из 2813 аминокислот. Каждый мономер содержит ряд 

специфических доменов со специфическими функциями - домен D'/D3 (который связывается с фактором 

VIII), домен А1 (который связывается с рецептором GPIb тромбоцитов, гепарином, и/или возможно кол-

лагеном), домен A3 (который связывается с коллагеном), домен С1 (в котором домен RGD связывается с 

интегрином тромбоцитов αIIbβ3 при его активации) и домен "цистеинового узла" на С-конце белка (ко-

торый VWF делит с фактором роста тромбоцитов (PDGF), трансформирующим фактором роста-β (TGFβ) 

и β-хорионическим гонадотропином человека (βHCG)). 

Термин "белок VWF" в используемом в данном документе значении включает, без ограничений, 

полноразмерный белок VWF или функциональные фрагменты VWF, содержащие домен D' и домен D3, 

способные ингибировать связывание эндогенного VWF с FVIII. В одном варианте реализации изобрете-

ния белок VWF связывается с FVIII. В другом варианте реализации изобретения белок VWF блокирует 

сайт связывания VWF на FVIII, тем самым ингибируя взаимодействие FVIII с эндогенным VWF. В дру-

гих вариантах реализации изобретения белок VWF не выводится путями клиренса VWF. Белки VWF 

включают производные, варианты, мутанты или аналоги, сохраняющие такие активности VWF. 

Мономерная последовательность человеческого VWF из 2813 аминокислот депонирована в Gen-

bank под номером доступа _NP_000543.2__. Нуклеотидная последовательность, кодирующая человече-

ский VWF, депонирована в Genbank под номером доступа __NM_000552.3_. Нуклеотидная последова-

тельность человеческого VWF обозначена как SEQ ID NO: 1. SEQ ID NO: 2 представляет собой амино-

кислотную последовательность, кодируемую SEQ ID NO: 1. Все домены VWF перечислены в табл. 1. 
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Таблица 1. Последовательности VWF 
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Белок VWF, в используемом в данном документе значении, может содержать домен D' и домен D3 

VWF, причем белок VWF связывается с FVIII и ингибирует связывание эндогенного VWF (полнораз-

мерного VWF) с FVIII. Белок VWF, содержащий домен D' и домен D3, может дополнительно содержать 

домен VWF, выбранный из домена А1, домена А2, домена A3, домена D1, домена D2, домена D4, домена 

В1, домена В2, домена В3, домена С1, домена С2, домена CK, одного или более их фрагментов, или лю-

бую их комбинацию. В одном варианте реализации изобретения белок VWF содержит, состоит, по суще-

ству, из, или состоит из: (1) доменов D' и D3 VWF или их фрагментов; (2) доменов D1, D' и D3 VWF или 

их фрагментов; (3) доменов D2, D' и D3 VWF или их фрагментов; (4) доменов D1, D2, D' и D3 VWF или 

их фрагментов; или (5) доменов D1, D2, D', D3 или А1 VWF или их фрагментов. Белок VWF, описанный 

в данном документе, не содержит сайта связывания рецептора клиренса VWF. Белок VWF по настояще-

му изобретению может содержать любые другие последовательности, связанные с или слитые с белком 

VWF. Например, белок VWF, описанный в данном документе, может дополнительно содержать сигналь-

ный пептид. 

В одном варианте реализации изобретения белок VWF связывается с или ассоциирован с белком 

FVIII. Благодаря связыванию с или ассоциации с белком FVIII, белок VWF по изобретению может за-

щищать FVIII от расщепления протеазами и активации FVIII, стабилизирует тяжелую цепь и легкую 
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цепь FVIII и предотвращает клиренс FVIII фагоцитарными рецепторами. В другом варианте реализации 

изобретения белок VWF связывается с или ассоциирует с белком FVIII и блокирует или предотвращает 

связывание белка FVIII с фосфолипидом и активированным белком С. В результате предотвращения или 

ингибирования связывания белка FVIII с эндогенным полноразмерным VWF, белок VWF по изобрете-

нию уменьшает клиренс FVIII рецепторами клиренса эндогенного VWF и, таким образом, увеличивает 

период полувыведения белка FVIII. Увеличение периода полувыведения белка FVIII, таким образом, 

вызвано ассоциацией белка FVIII с белком VWF с отсутствующим сайтом связывания рецептора клирен-

са VWF и, тем самым, экранирования и/или защиты белка FVIII от эндогенного VWF, который содержит 

сайт связывания рецептора клиренса VWF. Белок FVIII, связанный с или защищенный белком VWF, мо-

жет также обеспечить возможность рециркуляции белка FVIII. Благодаря устранению сайтов связывания 

рецепторов пути клиренса VWF в полноразмерной молекуле VWF, гетеродимеры FVIII/VWF по изобре-

тению защищены от пути клиренса VWF, что дополнительно увеличиает период полувыведения FVIII. 

В одном варианте реализации изобретения белок VWF по настоящему изобретению содержит до-

мен D' и домен D3 VWF, причем домен D' является по меньшей мере на около 60, 70, 80, 85, 90, 95, 96, 

97, 98, 99 или 100% идентичным аминокислотам 764-866 SEQ ID NO: 2, и белок VWF предотвращает 

связывание эндогенного VWF с FVIII. В другом варианте реализации изобретения белок VWF содержит 

домен D' и домен D3 VWF, причем домен D3 является по меньшей мере на 60, 70, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 

98, 99 или 100% идентичным аминокислотам 867-1240 SEQ ID NO: 2, и белок VWF предотвращает свя-

зывание эндогенного VWF с FVIII. В некоторых вариантах реализации изобретения белок VWF, описан-

ный в данном документе, содержит, состоит по существу из, или состоит из домена D' и домена D3 VWF, 

которые являются по меньшей мере на 60, 70, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичными амино-

кислотам 764-1240 SEQ ID NO: 2, и белок VWF предотвращает связывание эндогенного VWF с FVIII. В 

других вариантах реализации изобретения белок VWF содержит, состоит, по существу, из, или состоит 

из доменов D1, D2, D' и D3, по меньшей мере на 60, 70, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичных 

аминокислотам 23-1240 SEQ ID NO: 2, и белок VWF предотвращает связывание эндогенного VWF с 

FVIII. В еще одних вариантах реализации изобретения белок VWF дополнительно содержит функцио-

нально связанный с ним сигнальный пептид. В некоторых вариантах реализации изобретения белок VWF 

по изобретению состоит, по существу, из или состоит из (1) домена D'D3, домена D1D'D3, домена 

D2D'D3 или домена D1D2D'D3, и (2) дополнительной последовательности VWF, содержащей до около 

10 аминокислот (например, любых последовательностей от аминокислоты 764-1240 SEQ ID NO: 2 до 

аминокислоты 764-1250 SEQ ID NO: 2), до около 15 аминокислот (например, любых последовательно-

стей от аминокислоты 764-1240 SEQ ID NO: 2 до аминокислоты 764-1255 SEQ ID NO: 2), до около 20 

аминокислот (например, любых последовательностей от аминокислоты 764-1240 SEQ ID NO: 2 до ами-

нокислоты 764-1260 SEQ ID NO: 2), до около 25 аминокислот (например, любых последовательностей от 

аминокислоты 764-1240 SEQ ID NO: 2 до аминокислоты 764-1265 SEQ ID NO: 2), или до около 30 ами-

нокислот (например, любых последовательностей от аминокислоты 764-1240 SEQ ID NO: 2 до амино-

кислоты 764-1260 SEQ ID NO: 2). В конкретном варианте реализации изобретения белок VWF, содержа-

щий или состоящий по существу из домена D' и домена D3, не является аминокислотами 764-1274 SEQ 

ID NO: 2 или полноразмерным зрелым VWF. В некоторых вариантах реализации изобретения домен 

D1D2 экспрессируется в транс-конфигурации с доменом D'D3. В некоторых вариантах реализации изо-

бретения домен D1D2 экспрессируется в цис-конфигурации с доменом D'D3. 

В других вариантах реализации изобретения белок VWF, содержащий домены D'D3, связанные с 

доменами D1D2, дополнительно содержит внутриклеточный сайт процессинга, например, (сайт процес-

синга РАСЕ (фурина) или РС5), что обеспечивает возможность отщепления доменов D1D2 от доменов 

D'D3 после экспрессии. Неограничивающие примеры внутриклеточных сайтов процессинга раскрыты в 

других разделах данного документа. 

В других вариантах реализации изобретения белок VWF содержит домен D' и домен D3, но не со-

держит аминокислотной последовательности, выбранной из (1) аминокислот 1241-2813 SEQ ID NO: 2, 

(2) от аминокислоты 1270 до аминокислоты 2813 SEQ ID NO: 2, (3) от аминокислоты 1271 до аминокис-

лоты 2813 SEQ ID NO: 2, (4) от аминокислоты 1272 до аминокислоты 2813 SEQ ID NO: 2, (5) от амино-

кислоты 1273 до аминокислоты 2813 SEQ ID NO: 2, (6) от аминокислоты 1274 до аминокислоты 2813 

SEQ ID NO: 2, или любую их комбинацию. 

В еще одних вариантах реализации изобретения белок VWF по настоящему изобретению содержит, 

состоит, по существу, из, или состоит из аминокислотной последовательности, соответствующей домену 

D', домену D3 и домену А1, причем аминокислотная последовательность является по меньшей мере на 

60, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичной аминокислотам 764-1479 SEQ ID NO: 2, и 

белок VWF предотвращает связывание эндогенного VWF с FVIII. В конкретном варианте реализации 

изобретения белок VWF не является аминокислотами 764-1274 SEQ ID NO: 2. 

В некоторых вариантах реализации изобретения белок VWF по изобретению содержит домен D' и 

домен D3, но не содержит по меньшей мере одного домена VWF, выбранного из (1) домена А1, (2) доме-

на А2, (3) домена A3, (4) домена D4, (5) домена В1, (6) домена В2, (7) домена В3, (8) домена С1, (9) до-

мена С2, (10) домена CK, (11) домена CK и домена С2, (12) домена CK, домена С2 и домена С1, (13) до-
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мена CK, домена С2, домена С1, домена В3, (14) домена CK, домена С2, домена С1, домена В3, домена 

В2, (15) домена CK, домена С2, домена С1, домена В3, домена В2 и домена В1, (16) домена CK, домена 

С2, домена С1, домена В3, домена В2, домена В1 и домена D4, (17) домена CK, домена С2, домена С1, 

домена В3, домена В2, домена В1, домена D4 и домена A3, (18) домена CK, домена С2, домена С1, доме-

на В3, домена В2, домена В1, домена D4, домена A3 и домена А2, (19) домена CK, домена С2, домена С1, 

домена В3, домена В2, домена В1, домена D4, домена A3, домена А2 и домена А1, или (20) любую их 

комбинацию. 

В других вариантах реализации изобретения белок VWF содержит домены D'D3 и один или более 

доменов или модулей. Примеры таких доменов или модулей включают, без ограничений, домены и мо-

дули, раскрытые в Zhour et al., Blood, интернет-публикация 6 апреля 2012 г: DOI 10.1182/blood-2012-01-

405134. Например, белок VWF, может содержать домен D'D3 и один или более доменов или модулей, 

выбранных из домена А1, домена А2, домена A3, модуля D4N, модуля VWD4, модуля С8-4, модуля TIL-

4, модуля С1, модуля С2, модуля С3, модуля С4, модуля С5, модуля С5, модуля С6 или любую их ком-

бинацию. 

В определенных вариантах реализации изобретения белок VWF по изобретению образует мульти-

мер, например димер, тример, тетрамер, пентамер, гексамер, гептамер или мультимеры более высокого 

порядка. В других вариантах реализации изобретения белок VWF представляет собой мономер, содер-

жащий только один белок VWF. В некоторых вариантах реализации изобретения белок VWF по настоя-

щему изобретению может иметь одно или более аминокислотных замещений, делеций, добавлений или 

модификаций. В одном варианте реализации изобретения белок VWF может включать аминокислотные 

замещения, делеций, добавления или модификации, так чтобы белок VWF был неспособен образовывать 

дисульфидную связь или образовывать димер или мультимер. В другом варианте реализации изобрете-

ния аминокислотное замещение находится внутри домена D' и домена D3. В конкретном варианте реали-

зации изобретения белок VWF по изобретению содержит по меньшей мере одно аминокислотное заме-

щение в остатке, соответствующем остатку 1099, остатку 1142, или обоим остаткам 1099 и 1142 SEQ ID 

NO: 2. По меньшей мере одно аминокислотное замещение может быть любыми аминокислотами, кото-

рые не встречаются в природных условиях в VWF дикого типа. Например, аминокислотное замещение 

может быть любыми аминокислотами, отличными от цистеина, например изолейцином, аланином, лей-

цином, аспарагином, лизином, аспарагиновой кислотой, метионином, фенилаланином, глутаминовой 

кислотой, треонином, глутамином, триптофаном, глицином, валином, пролином, серином, тирозином, 

аргинином или гистидином. В другом примере, аминокислотное замещение содержит одну или более 

аминокислот, препятствующих или ингибирующих образование мультимеров белками VWF. 

В некоторых вариантах реализации изобретения белок VWF содержит аминокислотное замещение 

цистеина на аланин в положении остатка 336, соответствующего домену D'D3 VWF (остаток 1099 SEQ 

ID NO: 2) и аминокислотное замещение цистеина на аланин в положении остатка 379, соответствующего 

домену D'D3 VWF (остаток 1142 SEQ ID NO: 2), или оба. 

В определенных вариантах реализации изобретения белок VWF, пригодный для использования по 

данному документу, может быть дополнительно модифицирован с целью улучшения его взаимодействия 

с FVIII, например для улучшения аффинности связывания с FVIII. В качестве неограничивающего при-

мера, белок VWF содержит остаток серина в положении остатка, соответствующего аминокислоте 764 

SEQ ID NO: 2 и остаток лизина в положении остатка, соответствующего аминокислоте 773 SEQ ID NO: 

2. Остатки 764 и/или 773 могут вносить свой вклад в аффинность связывания белков VWF с FVIII. В дру-

гих вариантах реализации изобретения белок VWF, пригодный для использования по изобретению, мо-

жет иметь другие модификации, например белок может быть пегилированным, гликозилированным, гэ-

килированным или полисиалилированным. 

II.С.3. Гетерологичный фрагмент. 

Гетерологичный фрагмент, который может быть связан с белком VWF с помощью линкера VWF 

или с белком FVIII с помощью линкера FVIII, может быть гетерологичным полипептидом или гетероло-

гичным неполипептидным фрагментом. В определенных вариантах реализации изобретения гетероло-

гичный фрагмент представляет собой молекулу, увеличивающую период полувыведения, которая из-

вестна в данной области техники и содержит полипептид, неполипептидный фрагмент, или комбинацию 

их обоих. Гетерологичный полипептидный фрагмент может содержать белок FVIII, константную область 

иммуноглобулина или ее участок, альбумин или его фрагмент, альбуминсвязывающий фрагмент, транс-

феррин или его фрагмент, последовательность PAS, последовательность НАР, их производное или вари-

ант, С-концевой пептид (СТР) β-субъединицы хорионического гонадотропина человека, или любую их 

комбинацию. В некоторых вариантах реализации изобретения неполипептидный связывающий фрагмент 

содержит полиэтиленгликоль (ПЭГ), полисиаловую кислоту, гидроксиэтилкрахмал (ГЭК), их производ-

ное, или любую их комбинацию. В определенных вариантах реализации изобретения могут присутство-

вать один, два, три или больше гетерологичных фрагментов, которые могут быть все одинаковыми или 

разными молекулами. 

II.С.3.а Константная область иммуноглобулина или ее часть. 

Константная область иммуноглобулина состоит из доменов, обозначенных как домены СН (Con-
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stant Heavy - константные тяжелые) (CH1, CH2 и т.д.). В зависимости от изотипа, (т.е. IgG, IgM, IgA IgD 

или IgE), константная область может состоять из трех или четырех доменов СН. Константные области 

некоторых изотипов (например, IgG) также содержат шарнирную область. См. Janeway et al. 2001, Im-

munobiology, Garland Publishing, N.Y., N.Y. 

Константная область иммуноглобулина или ее участок для получения химерного белка по настоя-

щему изобретению могут быть получены из ряда разных источников. В некоторых вариантах реализации 

изобретения константную область иммуноглобулина или ее участок выделяют из человеческого имму-

ноглобулина. Следует понимать, однако, что константная область иммуноглобулина или ее часть может 

быть выделены из иммуноглобулина другого вида млекопитающих, включая, например, грызуна (напри-

мер, мышь, крысу, кролика, морскую свинку) или вида не являющегося человеком примата (например, 

шимпанзе, макак). Кроме того, константная область иммуноглобулина или ее часть могут быть выделены 

из иммуноглобулина любого класса, включая IgM, IgG, IgD, IgA и IgE, и любого изотипа иммуноглобу-

лина, включая IgG1, IgG2, IgG3 и IgG4. В одном варианте реализации изобретения используется челове-

ческий изотип IgG1. Различные генные последовательности константной области иммуноглобулина (на-

пример, генные последовательности человеческой константной области) являются доступными в форме 

публично доступных депозитариев. Могут быть выбраны последовательности доменов константной об-

ласти, имеющие конкретную эффекторную функцию (или с отсутствующей конкретной эффекторной 

функцией), или с конкретной модификацией для снижения иммуногенности. Было опубликовано боль-

шое количество последовательностей антител и антитело-кодирующих генов, и пригодные последова-

тельности константной области Ig (например, последовательности шарнира, СН2 и/или СН3, или их час-

тей) могут быть выделены из таких последовательностей с использованием общепризнанных в данной 

области техники методов. Генетический материал, полученный с использованием любых из вышеопи-

санных способов, может быть затем изменен или синтезирован для получения полипептидов по настоя-

щему изобретению. Дополнительно следует понимать, что объем данного изобретения охватывает алле-

ли, варианты и мутации последовательностей ДНК константной области. Последовательности констант-

ной области иммуноглобулина или ее части могут быть клонированы, например, с использованием по-

лимеразной цепной реакции (ПЦР) и праймеров, выбранных для амплификации домена, представляюще-

го интерес. Для клонирования последовательности константной области иммуноглобулина или ее части 

из антитела, мРНК может быть выделена из гибридомы, селезенки или лимфатических клеток, подверг-

нута обратной транскрипции в ДНК, и гены антитела могут быть амплифицированы методом ПНР. Спо-

собы амплификации с использованием ПЦР описаны подробно в патентах США № 4683195; 4683202; 

4800159; 4965188; и, например, в "PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications" Innis et al. eds., 

Academic Press, San Diego, CA (1990); Ho et al. 1989. Gene 77:51; Horton et al. 1993. Methods Enzymol. 

217:270). Константная область иммуноглобулина, используемая в данном документе, может включать 

все домены и шарнирную область или их части. В одном варианте реализации изобретения константная 

область иммуноглобулина или ее часть содержит домен СН2, домен СН3 и шарнирную область, т.е. Fc-

область или партнер связывания FcRn. В используемом в данном документе значении термин "Fc-

область" определен как часть полипептида, соответствующая Fc-области нативного иммуноглобулина, 

т.е. образующаяся в результате димерной ассоциации соответствующих Fc-доменов ее двух тяжелых 

цепей. Нативная Fc-область образует гомодимер с другой Fc- областью. В одном варианте реализации 

изобретения "Fc-область" относится к части одной тяжелой цепи иммуноглобулина, начинающейся в 

шарнирной области сразу за сайтом расщепления папаином против хода транскрипции (т.е. остатком 216 

в IgG, считая 114 первым остатком константной области тяжелой цепи), и заканчивающейся на С-конце 

антитела. Соответственно, полный домен Fc содержит, по меньшей мере, шарнирный домен, домен СН2 

и домен СН3. Fc-область константной области иммуноглобулина, в зависимости от изотипа иммуногло-

булина, может включать домены СН2, СН3 и СН4, а также шарнирную область. Химерные белки, со-

держащие Fc-область иммуноглобулина, обладают несколькими желательными для химерных белков 

свойствами, включая повышенную стабильность, увеличенный период полувыведения из сыворотки (см. 

Capon et al., 1989, Nature 337:525), а также связывание с Fc-рецепторами, такими как неонатальный Fc-

рецептор (FcRn) (патенты США № 6086875, 6485726, 6030613; WO 03/077834; US2003-0235536A1), ко-

торые включены в данный документ в качестве ссылок в полном объеме. Константная область иммуног-

лобулина или ее часть может быть партнером связывания FcRn. FcRn является активным в эпителиаль-

ных тканях взрослых и экспрессируется в полости кишечника, дыхательных путях легких, на носовых 

поверхностях, влагалищных поверхностях, поверхностях ободочной и прямой кишки (патент США № 

6485726). Партнер связывания FcRn представляет собой часть иммуноглобулина, которая связывается с 

FcRn. Рецептор FcRn был выделен у нескольких видов млекопитающих, включая человека. Последова-

тельности FcRn человека, FcRn обезьяны, FcRn крысы и FcRn мыщи являются известными (Story et al. 

1994, J. Exp. Med. 180:2377). Рецептор FcRn связывает IgG (но не другие классы иммуноглобулина, такие 

как IgA, IgM, IgD и IgE) при относительно низких рН, активно транспортирует IgG трансцеллюлярно в 

направлении от полости к сыворотке и затем высвобождает IgG при относительно более высоком рН, 

наблюдающемся во внутритканевых жидкостях. Он экспрессируется в эпителиальной ткани взрослых 

особей (патенты США № 6485726, 6030613, 6086875; WO 03/077834; US2003-0235536A1), включая эпи-
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телий легкого и кишечника (Israel et al. 1997, Immunology 92:69), эпителий проксимальных почечных 

канальцев (Kobayashi et al. 2002, Am. J. Physiol. Renal Physiol. 282:F358), а также назальный эпителий, 

вагинальные поверхности и поверхности желчных протоков. 

Партнеры связывания FcRn, пригодные для использования по настоящему изобретению, охватыва-

ют молекулы, которые могут специфически связываться FcRn-рецептором, включая цельный IgG, Fc-

фрагмент IgG и другие фрагменты, которые включают полную область связывания рецептора FcRn. Об-

ласть Fc-участка IgG, которая связывается с FcRn-рецептором, была описана на основе данных рентге-

новской кристаллографии (Burmeister et al. 1994, Nature 372:379). Основной участок контакта Fc с FcRn 

находится возле места соединения доменов СН2 и СН3. Все контакты Fc-FcRn находятся на одной тяже-

лой цепи Ig. Партнеры связывания FcRn включают цельный IgG, Fc-фрагмент IgG и другие фрагменты 

IgG, которые включают полную область связывания FcRn. Основные контактные сайты включают ами-

нокислотные остатки 248, 250-257, 272, 285, 288, 290-291, 308-311 и 314 домена СН2 и аминокислотные 

остатки 385-387, 428 и 433-436 домена СН3. Все приведенные указания нумерации аминокислот имму-

ноглобулинов или фрагментов или областей иммуноглобулинов основаны на системе Kabat et al. 1991, 

Sequences of Proteins of Immunological Interest, U.S. Department of Public Health, Bethesda, Md. 

Fc-области или партнеры связывания FcRn, связанные с FcRn, могут быть эффективно перемещены 

через эпителиальные барьеры с помощью FcRn, тем самым обеспечивая неинвазивные средства для сис-

темного введения желательной терапевтической молекулы. Дополнительно, слитые белки, содержащие 

Fc-область или партнера связывания FcRn, подвергаются эндоцитозу клетками, экспрессирующими 

FcRn. Но вместо того, чтобы служить метками для деградации, такие слитые белки снова высвобожда-

ются в циркуляцию, тем самым увеличивая in vivo период полувыведения таких белков. В определенных 

вариантах реализации изобретения частями константной области иммуноглобулинов являются Fc-

область или партнер связывания FcRn, которые типично ассоциируются, с помощью дисульфидных свя-

зей и других неспецифических взаимодействий, с другой Fc-областью или другим партнером связывания 

FcRn с образованием димеров и мультимеров более высокого порядка. 

Область партнера связывания FcRn представляет собой молекулу или ее часть, которая может спе-

цифически связываться рецептором FcRn с последующим активным транспортом рецептором FcRn Fc-

области. Специфически связанный относится к двум молекулам, образующим комплекс, являющийся 

относительно стабильным в физиологических условиях. Специфическое связывание характеризуется 

высокой аффинностью и от низкой до умеренной емкостью, в отличие от неспецифического связывания, 

которое обычно имеет низкую аффинность с емкостью от умеренной до высокой. Типично, связывание 

считается специфическим, если консстанта аффинности KA имеет значение выше 10
6
 М

-1
, или выше  

10
8
 М

-1
. При необходимости, неспецифическое связывание может быть снижено без существенного вли-

яния на специфическое связывание путем изменения условий связывания. Соответствующие условия 

связывания, такие как концентрация молекул, ионная сила раствора, температура, время связывания, 

концентрация блокирующего агента (например, сывороточный альбумин, казеин молока) и т.д., могут 

быть оптимизированы квалифицированным специалистом с использованием обычных методик. 

Множество мутантов, фрагментов, вариантов и производных описаны, например, в публикациях 

РСТ № WO 2011/069164 А2, WO 2012/006623 А2, WO 2012/006635 А2 или WO 2012/006633 А2, которые 

все включены в данный документ в качестве ссылок в полном объеме. 

II.С.3.b. Альбумин или его фрагмент или вариант. 

В определенных вариантах реализации изобретения гетерологичный фрагмент, связанный с белком 

VWF с помощью линкера VWF или связанный с белком FVIII с помощью линкера FVIII, представляет 

собой альбумин или его функциональный фрагмент. В некоторых вариантах реализации изобретения 

альбумин, слитый с белком VWF, ковалентно ассоциирован с альбумином, слитым с белком FVIII. Чело-

веческий сывороточный альбумин (HSA или НА), белок, состоящий из 609 аминокислот в его полнораз-

мерной форме, отвечает за значительную часть осмотического давления сыворотки, а также выполняет 

функции носителя эндогенных и экзогенных лигандов. Термин "альбумин", в используемом в данном 

документе значении, включает полноразмерный альбумин или его функциональный фрагмент, вариант, 

производное или аналог. Примеры альбумина или его фрагментов или вариантов раскрыты в публикаци-

ях патентов США № 2008/0194481 А1, 2008/0004206 А1, 2008/0161243 А1, 2008/0261877 А1 или 

2008/0153751 A1 или публикациях заявок РСТ № 2008/033413 А2, 2009/058322 А1 или 2007/021494 А2, 

которые включены в данный документ в качестве ссылок в полном объеме. 

II.С.3.с. Альбуминсвязывающий фрагмент. 

В определенных вариантах реализации изобретения гетерологичный фрагмент, связанный с белком 

VWF с помощью линкера VWF или с белком FVIII с помощью линкера FVIII, представляет собой альбу-

минсвязывающий фрагмент, который содержит альбуминсвязывающий пептид, бактериальный альбу-

минсвязывающий домен, альбуминсвязывающий фрагмент антитела, или любую их комбинацию. На-

пример, альбуминсвязывающий белок может быть бактериальным альбуминсвязывающим белком, анти-

телом или фрагментом антитела, включая домен антитела (см. патент США № 6696245). Альбуминсвя-

зывающий белок, например, может быть бактериальным альбуминсвязывающим доменом, таким как 

принадлежащий стрептококковому белку G (Konig, Т. and Skerra, A. (1998) J. Immunol. Methods 218, 73-
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83). Другими примерами альбуминсвязывающих пептидов, которые могут быть использованы в качестве 

партнера конъюгации, являются, например, пептиды, имеющие консенсусную последовательность Cys-

Xaa1 -Хаа2 -Хаа3 -Хаа4 -Cys, где Xaa1 обозначает Asp, Asn, Ser, Thr или Trp; Xaa2 обозначает Asn, Gln, His, 

Ile, Leu или Lys; Хаа3 обозначает Ala, Asp, Phe, Trp или Tyr; и Хаа4 обозначает Asp, Gly, Leu, Phe, Ser 

или Thr, как описано в патентной заявке США 2003/0069395 или Dennis et al. (Dennis et al. (2002) J. Biol. 

Chem. 277, 35035-35043). 

II.C.3.d. Последовательность PAS. 

В других вариантах реализации изобретения гетерологичный фрагмент, связанный с белком VWF с 

помощью линкера VWF или с белком FVIII с помощью линкера FVIII, представляет собой последова-

тельность PAS. В одном варианте реализации изобретения химерная молекула содержит белок VWF, 

описанный в данном документе, слитый с последовательностью PAS с помощью линкера VWF. В другом 

варианте реализации изобретения химерная молекула по изобретению содержит первую цепь, содержа-

щую белок VWF, слитый с последовательностью PAS с помощью линкера VWF, и вторую цепь, содер-

жащую белок FVIII и дополнительную необязательную последовательность PAS, причем последователь-

ность PAS экранирует или зашишает сайт связывания VWF белка FVIII, тем самым ингибируя или пре-

дотвращение взаимодействие белка FVIII с эндогенным VWF. Две последовательности PAS могут быть 

ковалентно ассоциированы друг с другом. 

Последовательность PAS, в используемом в данном документе значении, означает аминокислотную 

последовательность, содержащую преимущественно остатки аланина и серина, или содержащую пре-

имущественно остатки аланина, серина и пролина, причем аминокислотная последовательность имеет в 

физиологических условиях конформацию случайного клубка. Соответственно, последовательность PAS 

представляет собой функциональный блок, аминокислотный полимер, или кассету последовательностей, 

содержащие, состоящие по существу из, или состоящие из аланина, серина и пролина, которые могут 

быть использованы как часть гетерологичного фрагмента в химерном белке. При этом, квалифицирован-

ный специалист понимает, что аминокислотный полимер также может принимать конформацию случай-

ного клубка, если в последовательность PAS добавить остатки, отличные от аланина, серина и пролина в 

качестве неосновного компонента. Термин "неосновной компонент", в используемом в данном докумен-

те значении, означает, что аминокислоты, отличные от аланина, серина и пролина, могут быть добавлены 

в последовательность PAS до определенной степени, например до около 12%, т.е. около 12 из 100 ами-

нокислот последовательности PAS, до около 10%, т.е. около 10 из 100 аминокислот последовательности 

PAS, до около 9%, т.е. около 9 из 100 аминокислот, до около 8%, т.е. около 8 из 100 аминокислот, около 

6%, т.е. около 6 из 100 аминокислот, около 5%, т.е. около 5 из 100 аминокислот, около 4%, т.е. около 4 из 

100 аминокислот, около 3%, т.е. около 3 из 100 аминокислот, около 2%, т.е. около 2 из 100 аминокислот, 

около 1%, т.е. около 1 из 100 аминокислот. Аминокислоты, отличные от аланина, серина и пролина, мо-

гут быть выбраны из группы, состоящей из Arg, Asn, Asp, Cys, Gln, Glu, Gly, His, Ile, Leu, Lys, Met, Phe, 

Thr, Trp, Tyr и Val. 

В физиологических условиях, отрезок последовательности PAS образует конформацию случайного 

клубка и, тем самым, может медиировать повышенную in vivo и/или in vitro стабильность VWF фактора 

или белка, проявляющего активность при коагуляции. Поскольку домен случайного клубка сам по себе 

не образует стабильной структуры или не проявляет функции, то биологическая активность, медиируе-

мая белком VWF или белком FVIII, с которым он связан, в значительной степени сохраняется. В других 

вариантах реализации изобретения последовательности PAS, которые образуют домен случайного клуб-

ка, являются биологически инертными, особенно по отношению к протеолизу в плазме крови, иммуно-

генности, изоэлектрической точке/электростатическим свойствам, связыванию с рецепторами клеточной 

поверхности или интернализации изобретения, но остаются биодеградируемыми, что обеспечивает яв-

ные преимущества по сравнению с синтетическими полимерами, такими как ПЭГ. 

Неограничивающи примеры последовательностей PAS, образующих конформацию случайного 

клубка, включают аминокислотные последовательности, выбранные из группы, состоящей из ASPAA-

PAPASPAAPAPSAPA (SEQ ID NO: 32), AAPASPAPAAPSAPAPAAPS (SEQ ID NO: 33), 

APSSPSPSAPSSPSPASPSS (SEQ ID NO: 34), APSSPSPSAPSSPSPASPS (SEQ ID NO: 35), SSPSAP-

SPSSPASPSPSSPA (SEQ ID NO: 36), AASPAAPSAPPAAASPAAPSAPPA (SEQ ID NO: 37) и ASAAA-

PAAASAAASAPSAAA (SEQ ID NO: 38) или любую их комбинацию. Дополнительные примеры после-

довательностей PAS известны, например, из публикации патента США № 2010/0292130 А1 и публика-

ции заявки РСТ № WO 2008/155134 А1. 

II.С.3.е. Последовательность НАР. 

В определенных вариантах реализации изобретения гетерологичный фрагмент, связанный с белком 

VWF с помощью линкера VWF или с белком FVIII с помощью линкера FVIII, представляет собой гли-

цин-богатый гомоаминокислотный полимер (НАР). Последовательность НАР может содержать повто-

ряющуюся последовательность глицина, имеющую длину по меньшей мере 50 аминокислот, по меньшей 

мере 100 аминокислот, 120 аминокислот, 140 аминокислот, 160 аминокислот, 180 аминокислот, 200 ами-

нокислот, 250 аминокислот, 300 аминокислот, 350 аминокислот, 400 аминокислот, 450 аминокислот или 

500 аминокислот. В одном варианте реализации изобретения последовательность НАР способна увели-
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чивать период полувыведения фрагмента, слитого с или связанного с последовательностью НАР. Неог-

раничивающие примеры последовательности НАР включают, без ограничений, (Gly)n, (Gly4Ser)n или 

S(Gly4Ser)n, где n равен 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 или 20. В одном варианте 

реализации изобретения n равен 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 26, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 

или 40. В другом варианте реализации изобретения n равен 50, 60, 70, 80, 90, 100, 11, 120, 130, 140, 150, 

160, 170, 180, 190 или 200. См., например, Schlapschy M et al, Protein Eng. Design Selection, 20: 273-284 

(2007). 

II.C.3.f. Трансферрин или его фрагмент. 

В определенных вариантах реализации изобретения гетерологичный фрагмент, связанный с белком 

VWF с помощью линкера VWF или с белком FVIII с помощью линкера FVIII, представляет собой транс-

феррин или его фрагмент. Любой трансферрин может быть использован для получения химерных моле-

кул по изобретению. В качестве примера, человеческий Tf (Tf) дикого типа представляет собой белок из 

679 аминокислот, около 75 кДа (без учета гликозилирования), с двумя основными доменами - N (около 

330 аминокислот) и С (около 340 аминокислот), который, по-видимому, образуется в результате дупли-

кации гена. См. GenBank, номера доступа NM001063, ХМ002793, М12530, ХМ039845, ХМ 039847 и 

S95936 (www.ncbi.nlm.nih.gov/), которые все включены в данный документ в качестве ссылок в полном 

объеме. Трансферрин содержит два домена - N-домен и С-домен. N-домен содержит два субдомена - до-

мен N1 и домен N2, и С-домен содержит два субдомена - домен С1 и домен С2. 

В одном варианте реализации изобретения трансферриновая часть химерной молекулы включает 

сплайсинговый вариант трансферрина. В одном примере, сплайсинговый вариант трансферрина может 

быть сплайсинговым вариантом человеческого трансферрина, например Genbank, номер доступа 

ААА61140. В другом варианте реализации изобретения трансферриновая часть химерной молекулы 

включает один или более доменов последовательности трансферрина, например N-домен, С-домен, до-

мен N1, домен N2, домен С1, домен С2 или любую их комбинацию. 

II.C.3.g. Полимер, например полиэтиленгликоль (ПЭГ). 

В других вариантах реализации изобретения гетерологичный фрагмент, соединенный с белком 

VWF с помощью линкера VWF или с белком FVIII с помощью линкера FVIII, представляет собой рас-

творимый полимер, известный в данной области техники, включая, без ограничений, полиэтиленгликоль, 

сополимеры этиленгликоль/пропиленгликоль, карбоксиметилцеллюлозу, декстран или поливиниловый 

спирт. Гетерологичный фрагмент, такой как растворимый полимер, может быть присоединен к любому 

положению в химерной молекуле. 

В определенных вариантах реализации изобретения химерная молекула содержит белок VWF, свя-

занный с гетерологичным фрагментом (например, Fc-областью) с помощью линкера VWF, причем белок 

VWF дополнительно связан с ПЭГ. В другом варианте реализации изобретения химерная молекула со-

держит белок VWF, соединенный с Fc-областью с помощью линкера VWF, и белок FVIII, которые ассо-

циированы друг с другом, причем белок FVIII соединен с ПЭГ. 

Изобретение также предусматривает химически модифицированные производные химерной моле-

кулы по изобретению, которые могут обеспечивать дополнительные преимущества, такие как повышен-

ная растворимость, стабильность и время циркуляции полипептида, или пониженная иммуногенность 

(см. патент США № 4179337). Химические фрагменты для модификации могут быть выбраны из водо-

растворимых полимеров, включая, без ограничений, полиэтиленгликоль, сополимеры этиленглико-

ля/пропиленгликоля, карбоксиметилцеллюлозу, декстран или поливиниловый спирт. Химерная молекула 

может быть модифицирована в случайных положениях внутри молекулы или на N- или С-конце, или в 

предварительно определенных положениях внутри молекулы, и могут включать один, два, три или 

больше присоединенных химических фрагментов. 

Полимер может иметь любой молекулярный вес и могут быть разветвленным или неразветвленным. 

Для полиэтиленгликоля, в одном варианте реализации изобретения молекулярный вес имеет значение 

между около 1 кДа и около 100 кДа для простоты обращения и производства. Могут быть использованы 

другие размеры, в зависимости от желательного профиля (например, продолжительности желательного 

пролонгированного высвобождения, влияния, если оно наблюдается, на биологическую активность, про-

стоты обращения, степени антигенности или ее отсутствия и других известных эффектов воздействия 

полиэтиленгликоля на белок или аналог). Например, полиэтиленгликоль может иметь средний молеку-

лярный вес около 200, 500, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 4500, 5000, 5500, 6000, 6500, 7000, 

7500, 8000, 8500, 9000, 9500, 10000, 10500, 11000, 11500, 12000, 12500, 13000, 13500, 14000, 14500, 15000, 

15500, 16000, 16500, 17000, 17500, 18000, 18500, 19000, 19500, 20000, 25000, 30000, 35000, 40000, 45000, 

50000, 55000, 60000, 65000, 70000, 75000, 80000, 85000, 90000, 95000 или 100000 кДа. 

В некоторых вариантах реализации изобретения полиэтиленгликоль может иметь разветвленное 

строение. Разветвленные полиэтиленгликоли описаны, например, в патенте США № 5643575; Morpurgo 

et al, Appl. Biochem. Biotechnol. 56:59-72 (1996); Vorobjev et al., Nucleosides Nucleotides 18:2745-2750 

(1999); и Caliceti et al, Bioconjug. Chem. 10:638-646 (1999), которые все включены в данный документ в 

качестве ссылок в полном объеме. 

Число фрагментов полиэтиленгликоля, присоединенных к каждой химерной молекуле (т.е. степень 



041588 

- 32 - 

замещения) также может меняться. Например, пегилированные белки по изобретению могут быть связа-

ны в среднем с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 15, 17, 20 или больше молекулами полиэтиленгликоля. Ана-

логично, средняя степень замещения (может иметь значение) в диапазоне, таком как 1-3, 2-4, 3-5, 4-6, 5-

7, 6-8, 7-9, 8-10, 9-11, 10-12, 11-13, 12-14, 13-15, 14-16, 15-17, 16-18, 17-19, или 18-20 фрагментов поли-

этиленгликоль на молекулу белка. Способы определения степени замещения описаны, например, в Del-

gado et al, Crit. Rev. Them. Drug Carrier Sys. 9:249-304 (1992). 

В других вариантах реализации изобретения белок FVIII, используемый в изобретении, конъюгиро-

ван с одним или более полимерами. Полимер может быть водорастворимым и ковалентно или некова-

лентно присоединенным к фактору VIII или другим фрагментам, конъюгированным с фактором VIII. 

Неограничивающими примерами полимера могут быть полиалкиленоксид, поливинилпирролидон, поли-

виниловый спирт, полиоксазолин или полиакрилоилморфолин. Дополнительные типы полимер-

конъюгированного FVIII раскрыты в патенте США № 7199223. 

II.С.3.b. Гидроксиэтилкрахмал (ГЭК). 

В определенных вариантах реализации изобретения гетерологичный фрагмент, связанный с белком 

VWF с помощью линкера VWF или с белком FVIII с помощью линкера FVIII, представляет собой поли-

мер, например гидроксиэтилкрахмал (ГЭК) или его производное. 

Гидроксиэтилкрахмал (ГЭК) представляет собой производное природного амилопектина и дегради-

руется в организме альфа-амилазой. ГЭК представляет собой замещенное производное углеводного по-

лимера амилопектина, который присутствует в кукурузном крахмале в концентрации до 95 мас.%. ГЭК 

проявляет полезные биологические свойства и используется как объемный кровезаменитель и в гемоди-

люционной терапии в клинических условиях (Sommermeyer et al., Krankenhauspharmazie, 8(8), 271-278 

(1987); и Weidler et al., Arzneim.-Forschung/Drug Res., 41, 494-498 (1991)). 

Амилопектин содержит фрагменты глюкозы, причем в основной цепи присутствуют альфа-1,4-

гликозидные связи, а в узлах ветвления находятся альфа-1,6-гликозидные связи. Физико-химические 

свойства этой молекулы преимущественно определяются типом гликозидных связей. Вследствие одно-

цепочечных разрывов альфа-1,4-гликозидных связей образуются спиральные структуры с около шестью 

глюкозными мономерами на виток. Физико-химические, а также биохимические свойства полимера мо-

гут быть модифицированы путем замещения. Введение гидроксиэтильной группы может быть осуществ-

лено путем щелочного гидроксиэтилирования. Изменяя реакционные условия, можно использовать раз-

ную реакционную способность соответствующей гидроксильной группы в незамещенном глюкозном 

мономере по отношению к гидроксиэтилированию. Благодаря этому, квалифицированный специалист 

способен, в ограниченной степени, влиять на характер замещения. 

ГЭК преимущественно характеризуется распределением молекулярного веса и степенью замеще-

ния. Степень замещения, обозначаемая как DS, относится к молярному замещению, как известно квали-

фицированным специалистам. См. Sommermeyer et al., Krankenhauspharmazie, 8(8), 271-278 (1987), ука-

занный выше, особенно на с. 273. В одном варианте реализации изобретения гидроксиэтилкрахмал имеет 

средний молекулярный вес (средневзвешенный) от 1 до 300 кДа, от 2 до 200 кДа, от 3 до 100 кДа, или от 

4 до 70 кДа. Гидроксиэтилкрахмал может дополнительно обладать молярной степенью замещения от 0,1 

до 3, предпочтительно от 0,1 до 2, более предпочтительно от 0,1 до 0,9, предпочтительно от 0,1 до 0,8, и 

соотношением между С2:С6 замещением в диапазоне значений от 2 до 20 по отношению к гидрокси-

этильным группам. Неограничивающим примером ГЭК, имеющего средний молекулярный вес около 130 

кДа, является ГЭК со степенью замещения от 0,2 до 0,8, такой как 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7 или 0,8, пред-

почтительно от 0,4 до 0,7, такой как 0,4, 0,5, 0,6 или 0,7. В конкретном варианте реализации изобретения 

ГЭК со средним молекулярным весом около 130 кДа является продуктом VOLUVEN фирмы Fresenius. 

VOLUVEN представляет собой искусственный коллоид, применяемый, например, для объемного за-

мещения, используемый по терапевтическим показаниям в терапии и профилактике гиповолемии. 

VOLUVEN характеризуется средним молекулярным весом 130000+/-20000 Да, молярным замещением 

0,4 и соотношением С2:С6, равным около 9:1. В других вариантах реализации изобретения диапазоны 

значений среднего молекулярного веса гидроксиэтилкрахмала составляют, например, от 4 до 70 кДа, или 

от 10 до 70 кДа, или от 12 до 70 кДа, или от 18 до 70 кДа, или от 50 до 70 кДа, или от 4 до 50 кДа, или от 

10 до 50 кДа, или от 12 до 50 кДа, или от 18 до 50 кДа, или от 4 до 18 кДа, или от 10 до 18 кДа, или от 12 

до 18 кДа, или от 4 до 12 кДа, или от 10 до 12 кДа, или от 4 до 10 кДа. В еще одних вариантах реализации 

изобретения средний молекулярный вес используемого гидроксиэтилкрахмала находится в диапазоне 

значений от более чем 4 кДа до менее чем 70 кДа, например около 10 кДа, или в диапазоне значений от 9 

до 10 кДа или от 10 до 11 кДа или от 9 до 11 кДа, или около 12 кДа, или в диапазоне значений от 11 до 12 

кДа) или от 12 до 13 кДа или от 11 до 13 кДа, или около 18 кДа, или в диапазоне значений от 17 до 18 

кДа или от 18 до 19 кДа или от 17 до 19 кДа, или около 30 кДа, или в диапазоне значений от 29 до 30 или 

от 30 до 31 кДа, или около 50 кДа, или в диапазоне значений от 49 до 50 кДа или от 50 до 51 кДа или от 

49 до 51 кДа. В определенных вариантах реализации изобретения гетерологичный фрагмент может быть 

смесями гидроксиэтилкрахмалов, имеющих разные средние молекулярные веса и/или разные степени 

замещения и/или разные соотношения С2:С6 замещения. Таким образом, могут быть использованы сме-
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си гидроксиэтилкрахмалов, имеющих разные средние молекулярные веса и разные степени замещения и 

разные соотношения С2:С6 замещения, или имеющих имеющих разные средние молекулярные веса и 

разные степени замещения и одинаковые или примерно одинаковые соотношения С2:С6 замещения, или 

имеющих разные средние молекулярные веса и одинаковые или примерно одинаковые степени замеще-

ния и разные соотношения С2:С6 замещения, или имеющих одинаковый или примерно одинаковый 

средний молекулярный вес и разные степени замещения и разные соотношения С2:С6 замещения, или 

имеющих разные средние молекулярные веса и одинаковые или примерно одинаковые степени замеще-

ния и одинаковые или примерно одинаковые соотношения С2:С6 замещения, или имеющих одинаковые 

или примерно одинаковые средние молекулярные веса и разные степени замещения и одинаковые или 

примерно одинаковые соотношения С2:С6 замещения, или имеющих одинаковый или примерно одина-

ковый средний молекулярный вес и одинаковые или примерно одинаковые степени замещения и разные 

соотношения С2:С6 замещения, или имеющих примерно одинаковый средний молекулярный вес и при-

мерно одинаковую степень замещения и примерно одинаковое соотношение С2:С6 замещения. 

II.С.3.i. Полисиаловые кислоты (ПСК). 

В определенных вариантах реализации изобретения неполипептидный гетерологичный фрагмент, 

связанный с белком VWF с помощью линкера VWF или с белком FVIII с помощью линкера FVIII, пред-

ставляет собой полимер, например полисиаловые кислоты (ПСК) или их производное. Полисиаловые 

кислоты (ПСК) являются природными неразветвленными полимерами сиаловой кислоты, продуцируе-

мыми определенными бактериальными штаммами и у млекопитающих в определенных клетках. Roth J., 

et al. (1993) in Polysialic Acid: From Microbes to Man, eds. Roth J., Rutishauser U., Troy F. A. (Birkhauser 

Verlag, Basel, Switzerland), pp 335-348. Они могут быть получены с различными степенями полимериза-

ции от n=около 80 или больше остатков сиаловой кислоты и в меньшую сторону до n=2, путем ограни-

ченного кислотного гидролиза, или путем ферментативного разложения нейраминидазами, или фрак-

ционированием природных бактериально вырабатываемых форм полимера. Композиция разных поли-

сиаловых кислот также меняется таким образом, что существуют гомополимерные формы, т.е. альфа-2,8-

связанная полисиаловая кислота, содержащая капсульный полисахарид штамма K1 E. coli и менингокок-

ков группы В, который также присутствует в эмбриональной форме молекулы адгезии нервных клеток 

(N-CAM). Существуют также гетерополимерные формы - такие как чередующаяся альфа-2,8 альфа-2,9 

полисиаловая кислота штамма K92 Е. coli и полисахариды группы С N. meningitidis. Сиаловая кислота 

может также присутствовать в чередующихся сополимерах с мономерами, отличными от сиаловой ки-

слоты, такими как группа W135 или группа Y N. meningitidis. Полисиаловые кислоты обладают важными 

биологическими функциями, включая избежание воздействия иммунной системы и системы комплемен-

та патогенными бактериями и регуляцию глиальной адгезивности незрелых нейронов во время развития 

плода (в которой полимер выполняет антиадгезивную функцию) Cho and Troy, P.N.A.S., USA, 91 (1994) 

11427-11431, хотя рецепторы полисиаловой кислоты у млекопитающих неизвестны. Альфа-2,8-связанная 

полисиаловая кислота штамма K1 E. coli также известна как "коломиновая кислота" и используется (с 

различными длинами) для иллюстрации настоящего изобретения. Были описаны различные способы 

присоединения или конъюгации полисиаловых кислот к полипептиду (например, см. патент США  

№ 5846951; WO-A-0187922 и US 2007/0191597 А1, которые включены в данный документ в качестве 

ссылок в полном объеме. 

II.С.4. Последовательность XTEN. 

В используемом в данном документе значении, "последовательность XTEN" относится к полипеп-

тидам увеличенной длины с неприродными, по существу неповторяющимися последовательностями, 

которые состоят преимущественно из малых гидрофильных аминокислот, с последовательностью, име-

ющей низкую степень или не имеющей вторичной или третичной структуры в физиологических услови-

ях. В качестве партнера химерного белка, XTEN может служить носителем, обеспечивая определенные 

желательные фармакокинетические, физико-химические и фармацевтические свойства при связывании с 

белком VWF или белком FVIII по изобретению для получения химерного белка. Такие желательные 

свойства включают, без ограничений, улучшенные фармакокинетические параметры и характеристики 

растворимости. В используемом в данном документе значении, "XTEN" определенно исключает антите-

ла или фрагменты антител, такие как одноцепочечные антитела или Fc-фрагменты легкой цепи или тя-

желой цепи. 

В некоторых вариантах реализации изобретения последовательность XTEN по изобретению пред-

ставляет собой пептид или полипептид, содержащий более чем около 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 

150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1000, 1200, 1400, 1600, 

1800 или 2000 аминокислотных остатков. В определенных вариантах реализации изобретения XTEN 

представляет собой пептид или полипептид, содержащий от более чем около 20 до около 3000 амино-

кислотных остатков, от более чем 30 до около 2500 остатков, от более чем 40 до около 2000 остатков, от 

более чем 50 до около 1500 остатков, от более чем 60 до около 1000 остатков, от более чем 70 до около 

900 остатков, от более чем 80 до около 800 остатков, от более чем 90 до около 700 остатков, от более чем 

100 до около 600 остатков, от более чем 110 до около 500 остатки, или от более чем 120 до около 400 

остатков. 
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Последовательность XTEN по изобретению, может содержать один или более мотивов последова-

тельности, состоящих из от 9 до 14 аминокислотных остатков, или аминокислотную последовательность, 

по меньшей мере на 80, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентичную мотиву последовательности, 

причем мотив содержит, состоит, по существу, из, или состоит из 4-6 типов аминокислот, выбранных из 

группы, состоящей из глицина (G), аланина (А), серина (S), треонина (Т), глутамата (Е) и пролина (Р). 

См. US 2010-0239554 А1. 

В некоторых вариантах реализации изобретения XTEN содержит неперекрывающиеся мотивы по-

следовательности, в которых около 80%, или по меньшей мере около 85%, или по меньшей мере около 

90, или около 91, или около 92, или около 93, или около 94, или около 95, или около 96, или около 97, 

или около 98, или около 99 или около 100% последовательности состоит из множества звеньев непере-

крывающихся последовательностей, выбранных из одного семейства мотивов, выбранных из табл. 2А, с 

образованием последовательности семейства. В используемом в данном документе значении, "семейст-

во" означает, что XTEN имеет мотивы, выбранные только из одной категории мотивов из табл. 2А; т.е. 

XTEN AD, AE, AF, AG, AM, AQ, ВС или BD, и что любые другие аминокислоты в XTEN, не принадле-

жащие к мотивам семейства, выбирают для достижения требуемого свойства, такого как обеспечение 

возможности включение сайта рестрикции с помощью кодирующих нуклеотидов, включения расщеп-

ляемой последовательности, или достижение лучшей связи с FVIII или VWF. В некоторых вариантах 

реализации семейств XTEN, последовательность XTEN содержит множество звеньев неперекрывающие-

ся мотивов последовательности семейства мотивов AD, или семейства мотивов АЕ, или семейства моти-

вов AF, или семейства мотивов AG, или семейства мотивов AM, или семейства мотивов AQ, или семей-

ства ВС, или семейства BD, причем полученный XTEN демонстрирует диапазон значений гомологии, 

описанный выше. В других вариантах реализации изобретения XTEN содержит множество звеньев по-

следовательностей мотива из двух или больше семейств мотивов из табл. 2А. Такие последовательности 

могут быть выбраны для достижения желательных физических/химических характеристик, включая та-

кие свойства, как суммарный заряд, гидрофильность, отсутствие вторичной структуры, или отсутствие 

повторяемости, которые обеспечиваются аминокислотным составом мотивов, описанных более подробно 

ниже. В вариантах реализации изобретения описанных выше в данном абзаце, мотивы, включенные в 

XTEN, могут быть выбраны и собраны с использованием способов, описанных в данном документе, для 

получения XTEN, состоящего из от около 36 до около 3000 аминокислотных остатков. 

Таблица 2А. Мотивы последовательности  

XTEN, состоящие из 12 аминокислот,  

и семейства мотивов 
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Обозначает последовательности индивидуальных мотивов, которые, при использовании вместе с 

различными перестановками, приводят к "последовательности семейства" XTEN могут также иметь раз-

личную длину для вставки в или связывания с FVIII или VWF, или любыми другими компонентами хи-

мерной молекулы. В одном варианте реализации изобретения длину последовательности (последова-

тельностей) XTEN выбирают на основании свойства или функции, которые должны быть достигнуты у 

слитого белка. В зависимости от предполагаемого свойства или функции, XTEN может быть последова-

тельностью короткой или промежуточной длины или более длинной последовательностью, которые мо-

гут служить носителями. В определенных вариантах реализации изобретения XTEN включает короткие 

сегменты, состоящие из от около 6 до около 99 аминокислотных остатков, с промежуточной длиной от 

около 100 до около 399 аминокислотных остатков, и с еще большими длинами от около 400 до около 

1000 и до около 3000 аминокислотных остатков. Таким образом, XTEN, вставленный в или связанный с 

FVIII или VWF, может иметь длину около 6, около 12, около 36, около 40, около 42, около 72, около 96, 

около 144, около 288, около 400, около 500, около 576, около 600, около 700, около 800, около 864, около 

900, около 1000, около 1500, около 2000, около 2500 или до около 3000 аминокислотных остатков. В дру-

гих вариантах реализации изобретения последовательности XTEN имеют длину от около 6 до около 50, 

около от 50 до 100, около от 100 до 150, около от 150 до 250, около от 250 до 400, от около 400 до около 

500, от около 500 до около 900, около от 900 до 1500, около от 1500 до 2000 или от около 2000 до около 

3000 аминокислотных остатков. Точная длина XTEN, вставленного в или связанного с FVIII или VWF, 

может меняться без нежелательного влияния на активность FVIII или VWF. В одном варианте реализа-

ции изобретения один или более из XTEN, используемых в данном документе, имеет длину 36 амино-

кислот, 42 аминокислоты, 72 аминокислоты, 144 аминокислоты, 288 аминокислот, 576 аминокислот или 

864 аминокислоты, и может быть выбран из одной или более из последовательностей семейства XTEN; 

т.е. AD, AE, AF, AG, AM, AQ, ВС или BD. 

В некоторых вариантах реализации изобретения последовательность XTEN, используемая в изобре-

тении, является по меньшей мере на 60, 70, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентич-

ной последовательности, выбранной из группы, состоящей из АЕ42, AG42, АЕ48, АМ48, АЕ72, AG72, 

АЕ108, AG108, АЕ144, AF144, AG144, АЕ180, AG180, АЕ216, AG216, АЕ252, AG252, АЕ288, AG288, 

АЕ324, AG324, АЕ360, AG360, АЕ396, AG396, АЕ432, AG432, АЕ468, AG468, АЕ504, AG504, AF504, 

АЕ540, AG540, AF540, AD576, АЕ576, AF576, AG576, АЕ612, AG612, АЕ624, АЕ648, AG648, AG684, 

АЕ720, AG720, АЕ756, AG756, АЕ792, AG792, АЕ828, AG828, AD836, АЕ864, AF864, AG864, АМ875, 

АЕ912, АМ923, АМ1318, ВС864, BD864, АЕ948, АЕ1044, АЕ1140, АЕ1236, АЕ1332, АЕ1428, АЕ1524, 

АЕ1620, АЕ1716, АЕ1812, АЕ1908, АЕ2004А, AG948, AG1044, AG1140, AG1236, AG1332, AG1428, 

AG1524, AG1620, AG1716, AG1812, AG1908 и AG2004. См. US 2010-0239554 А1. В одном варианте реа-

лизации изобретения последовательность XTEN является по меньшей мере на 60, 70, 80, 90, 95, 96, 97, 

98, 99 или 100% идентичной аминокислотной последовательности, выбранной из группы, состоящей из 

АЕ42, АЕ864, АЕ576, АЕ288, АЕ144, AG864, AG576, AG288, AG144 и любых их комбинаций. В другом 

варианте реализации изобретения последовательность XTEN выбирают из группы, состоящей из АЕ42, 

АЕ864, АЕ576, АЕ288, АЕ144, AG864, AG576, AG288, AG144 и любых их комбинаций. В конкретном 

варианте реализации изобретения последовательность XTEN представляет собой АЕ288. Аминокислот-

ные последовательности для определенных последовательностей XTEN по изобретению приведены в 

табл. 2В. 
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Таблица 2В. Последовательности XTEN 
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В тех вариантах реализации изобретения, где в используемом компоненте XTEN менее 100% ами-

нокислот состоит из 4, 5 или 6 типов аминокислот, выбранных из глицина (G), аланина (А), серина (S), 

треонина (Т), глутамата (Е) и пролина (Р), или менее 100% последовательностей, состоящих из последо-

вательностей мотивов из табл. 2А или последовательностей XTEN табл. 2В, а другие аминокислотные 

остатки XTEN выбраны из любых других 14 природных L-аминокислот, но предпочтительно выбраны из 

гидрофильных аминокислот таким образом, чтобы последовательность XTEN содержала по меньшей 

мере около 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98% или по меньшей мере около 99% гидрофильных аминокис-

лот. Аминокислоты XTEN, не являющиеся глицином (G), аланином (А), серином (S), треонином (Т), глу-

таматом (Е) и пролином (Р) или разбросаны по последовательности XTEN, или расположены внутри или 

между мотивами последовательностей, или сконцентрированы в одном или более коротких отрезках по-

следовательности XTEN, например, для создания линкера между XTEN и другими компонентами; на-

пример белком VWF. В тех случаях, когда компонент XTEN содержит аминокислоты, отличные от гли-

цина (G), аланина (А), серина (S), треонина (Т), глутамата (Е) и пролина (Р), предпочтительно менее чем 

около 2% или менее около 1% аминокислот являются гидрофобными остатками так, чтобы полученные 

последовательности в общем не имели вторичной структуры, например имели не более 2% альфа-

спиралей или 2% бета-листов, при определении способами, раскрытыми в данном документе. Гидрофоб-

ные остатки, являющиеся менее благоприятными для конструирования XTEN, включают триптофан, 

фенилаланин, тирозин, лейцин, изолейцин, валин и метионин. Дополнительно, можно спроектировать 

последовательности XTEN, которая содержит менее 5, или менее 4, или менее 3, или менее 2, или менее 

1%, или вообще не содержит следующие аминокислоты: цистеин (чтобы избежать образования дисуль-

фидных связей и окисления), метионин (во избежание окисления), аспарагин и глутамин (во избежание 

дезамидирования). Таким образом, в некоторых вариантах реализации изобретения XTEN, содержащий 

другие аминокислоты помимо глицина (G), аланина (А), серина (S), треонина (Т), глутамата (Е) и проли-

на (Р), имеет последовательность с менее чем 5% остатков, участвующих в образовании альфа-спиралей 

и бета-листов, при измерении по алгоритму Чоу-Фасмана, и на по меньшей мере 90%, или по меньшей 

мере около 95% или больше образуют случайный клубок, при измерении по алгоритму GOR. 

В дополнительных вариантах реализации изобретения последовательность XTEN, используемая в 

изобретении, влияет на физическое или химическое свойство, например фармакокинетическу, химерного 

белка по настоящему изобретению. Последовательность XTEN, используемая в настоящем изобретении, 

может проявлять одно или более из следующих предпочтительных свойств: конформационная гибкость, 

повышенная растворимость в воде, высокая степень стойкости к протеазе, низкая иммуногенность, низ-

кое связывание с рецепторами млекопитающего, или увеличенные гидродинамические (или стоксовы) 

радиусы. В конкретном варианте реализации изобретения последовательность XTEN, связанная с белком 

FVIII в данном изобретении улучшает фармакокинетические свойства, такие как более длительный пе-

риод полувыведения в конечной фазе или увеличенная площадь под кривой (AUC), так чтобы химерный 

белок, описанный в данном документе, оставался in vivo в течение более длительного периода времени 

по сравнению с FVIII дикого типа. В дополнительных вариантах реализации изобретения последователь-

ность XTEN, используемая в данном изобретении, улучшает фармакокинетические свойства, такие как 

более длительный период полувыведения в конечной фазе или увеличенная площадь под кривой (AUC), 

так чтобы белок FVIII оставался in vivo в течение более длительного периода времени по сравнению с 

FVIII дикого типа. 

Различные способы и методы анализа могут применяться для определения физических/химических 

свойств белков, содержащих последовательность XTEN. Такие способы включают, без ограничений, 

аналитическое центрифугирование, ЭПР, ВЭЖХ-ионный обмен, ВЭЖХ-эксклюзионную хроматографию, 

ВЭЖХ-обращенная фаза, светорассеяние, капиллярный электрофорез, круговой дихроизм, дифференци-

альную сканирующую калориметрию, флуоресценцию, ВЭЖХ-ионный обмен, ВЭЖХ-эксклюзионную 

хроматографию, ИК, ЯМР, рамановскую спектроскопию, рефрактометрию и УФ/видимую спектроско-

пию. Дополнительные способы раскрыты в Amau et al, Prot Expr and Purif 48, 1-13 (2006). 

Дополнительные примеры последовательностей XTEN, которые могут быть использованы в соот-

ветствии с настоящим изобретением, раскрыты в публикациях патентов США № 2010/0239554 А1, 

2010/0323956 А1, 2011/0046060 А1, 2011/0046061 А1, 2011/0077199 А1 или 2011/0172146 А1, или меж-

дународных патентных публикациях № WO 2010091122 Al, WO 2010144502 А2, WO 2010144508 Al, WO 

2011028228 Al, WO 2011028229 Al, WO 2011028344 А2 или WO2013123457 А1, или международных за-

явках № PCT/US2013/049989. 

II.С.5. Белок FVIII. 

"Белок FVIII", в используемом в данном документе значении, означает функциональный полипеп-

тид FVIII в его нормальной роли в коагуляции, если не указано иное. Термин белок FVIII включает его 

функциональный фрагмент, вариант, аналог или производное, которые сохраняют функцию полнораз-

мерного фактора VIII дикого типа в пути коагуляции. "Белок FVIII" используется взаимозаменяемо с 

полипептидом (или протеином) FVIII или FVIII. Примеры функций FVIII включают, без ограничений, 

способность активировать коагуляцию, способность выступать в роли кофактора для фактора IX, или 

способность образовывать теназный комплекс с фактором IX в присутствии Са
2+

 и фосфолипидов, кото-
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рый затем превращает фактор X в активированную форму Ха. Белок FVIII может быть человеческим, 

свиным, собачьим, крысиным или мышиным белком FVIII. Кроме того, сравнения между FVIII, полу-

ченным от людей и от других видов, позволили идентифицировать консервативные остатки, которые 

вероятно необходимы для обеспечения его функции (Cameron et al., Thromb. Haemost. 79:317-22 (1998); 

US 6251632). 

Имеется ряд тестов для оценки функции системы коагуляции: тест на активированное частичное 

тромбопластиновое время (АЧТВ), хромогенный анализ, анализ методом ротационной тромбоэластомет-

рии (ROTEM), тест на протромбиновое время (РТ) (также используемый для определения INR), тестиро-

вание на фибриноген (часто по методу Клауса), подсчет тромбоцитов, тестирование функции тромбоци-

тов (часто методом PFA-100), ТСТ, время кровотечения, тест на смешение (исправляется ли аномалия, 

если плазму пациента смешивают с нормальной плазмой), анализы коагулирующего фактора, антифос-

фолипидные антитела, D-димер, генетические тесты (например, фактор V Лейдена, мутация протромби-

на G20210A), время разбавленного яда гадюки Рассела (dRWT), различные тесты функции тромбоцитов, 

тромбоэластография (ТЭГ или Sonoclot), тромбоэластометрия (ТЭМ, например, ROTEM), или эугло-

булиновое время лизиса (ELT). 

Тест АЧТВ представляет собой показатель эффективности, измеряющий эффективность как "внут-

реннего" (также называемого контактным путем активации), так и общего путей коагуляции. Этот тест 

обычно используется для измерения активности свертывания коммерчески доступных рекомбинантных 

факторов свертывания крови, например FVIII или FIX. Он используется в сочетании с протромбиновым 

временем (РТ), которое измеряет внешний путь. 

Анализ ROTEM дает информацию о кинетике гемостаза в целом: время свертывания, образование 

сгустка, стабильность сгустка и лизис. Разные параметры в тромбоэластометрии зависят от активности 

системы плазматической коагуляции, функции тромбоцитов, фибринолиза или большого количества 

факторов, влияющих на эти взаимодействия. Этот анализ может обеспечить целостную картину вторич-

ного гемостаза. Полипептид FVIII и полинуклеотидные последовательности известны, как и многие 

функциональные фрагменты, мутанты и модифицированные варианты. Примеры человеческих последо-

вательностей FVIII (полноразмерных) приведены как субпоследовательности в SEQ ID NO: 16 или 18. 

Таблица 3. Полноразмерный FVIII (сигнальный пептид FVIII подчеркнут;  

тяжелая цепь FVIII подчеркнута двойной линией; В-домен выделен  

наклонным шрифтом; и легкая цепь FVIII представлена обычным шрифтом) 
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Таблица 4. Нуклеотидная последовательность, кодирующая  

полноразмерный FVIII (SEQ ID NO: 17)* 
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* подчеркнутые нуклеиновые кислоты кодируют сигнальный пептид. 

Полипептиды FVIII включают полноразмерный FVIII, полноразмерный FVIII минус Met на N-

конце, зрелый FVIII (минус сигнальная последовательность), зрелый FVIII с дополнительным Met на N-

конце и/или FVIII с полной или частичной делецией В-домена. В определенных вариантах реализации 

изобретения варианты FVIII включают делеции В-домена, которые могут быть частичными или полными 

делециями. 

Человеческий ген FVIII был выделен и экспрессирован в клетках млекопитающих (Toole, J. J., et al., 

Nature 312:342-347 (1984); Gitschier, J., et al, Nature 312:326-330 (1984); Wood, W. I, et al, Nature 312:330-

337 (1984); Vehar, G. A., et al, Nature 312:337-342 (1984); WO 87/04187; WO 88/08035; WO 88/03558; и 

патент США № 4757006). Аминокислотная последовательность FVIII была определена по кДНК, как 

показано в патенте США № 4965199. Кроме того, FVIII с частичной или полной делецией В-домена 

представлена в патентах США № 4994371 и 4868112. В некоторых вариантах реализации изобретения В-

домен человеческого FVIII замещен на В-домен человеческого фактора V, как описано в патенте США 

№ 5004803. Последовательность кДНК, кодирующая человеческий фактор VIII, и его аминокислотная 

последовательность приведены в SEQ ID NO: 1 и 2, соответственно, в патенте США № 7211559. 

Свинная последовательность FVIII опубликована в Toole, J. J., et al, Proc.Natl. Acad. Sci. USA 

83:5939-5942 (1986). Дополнительно, полная последовательность свиной кДНК, полученной в результате 

ПЦР-амплификации последовательности FVIII из библиотеки кДНК свиной селезенки была описана у 

Healey, J. F., et al, Blood 88:4209-4214 (1996). Гибридный человеческий/свиной FVIII, имеющий замеще-

ния во всех доменах, всех субъединицах, и специфические аминокислотные последовательности были 

раскрыты в патенте США № 5364771, на имя Lollar и Runge, и в WO 93/20093. Недавно, нуклеотидные и 

соответствующие аминокислотные последовательности доменов А1 и А2 свиного FVIII и химерного 

FVIII со свинными доменами А1 и/или А2, замещающими соответствующие человеческие домены, были 

описаны в WO 94/11503. Патент США № 5859204, на имя Lollar, J. S., также раскрывает свиную кДНК и 

расшифрованные аминокислотные последовательности. Патент США № 6458563 раскрывает свиной 

FVIII с делецией В-домена. 

Патент США № 5859204, на имя Lollar, J. S., описывает функциональные мутанты FVIII, имеющие 

пониженную антигенность и пониженную иммунореактивность. Патент США № 6376463, на имя Lollar, 

J. S., также описывает мутанты FVIII, имеющие пониженную иммунореактивность. Публикация заявки 

США № 2005/0100990, на имя Saenko et al., описывает функциональные мутации в домене А2 FVIII. В 

одном варианте реализации изобретения белок FVIII (или относящаяся к FVIII часть химерного белка) 

может быть по меньшей мере на 50, 60, 70, 80, 90, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичным аминокислот-

ной последовательности FVIII, представленной аминокислотами 1-1438 SEQ ID NO: 18 или аминокисло-

тами 1-2332 SEQ ID NO: 16 (без сигнальной последовательности), причем FVIII обладает свертывающей 

активностью, например активирует фактор IX в качестве кофактора для превращения фактора X в акти-

вированный фактор X. FVIII (или относящаяся к FVIII часть химерного белка) может быть идентичным 

аминокислотной последовательности FVIII, представленной аминокислотами 1-1438 SEQ ID NO: 18 или 

аминокислотами 1-2332 SEQ ID NO: 16 (без сигнальной последовательности). Белок FVIII может допол-

нительно содержать сигнальную последовательность. 
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"В-домен" FVIII, в используемом в данном документе значении, является таким же, как и В-домен, 

известный в данной области техники, определенный по идентичности внутренних аминокислотных по-

следовательностей и сайтов протеолитического расщепления, например остатков Ser741-Arg1648 полно-

размерного человеческого FVIII. Другие домены человеческого FVIII определяются по следующим ами-

нокислотным остаткам: А1 - остатки Ala1-Arg372; A2 - остатки Ser373-Arg740; A3-остатки Ser1690-

Asn2019; C1 - остатки Lys2020-Asn2172; C2 - остатки Ser2173-Tyr2332. Последовательность А3-С1-С2 

включает остатки Ser1690-Tyr2332. Оставшаяся часть последовательности, остатки Glu1649-Arg1689, 

обычно называется кислотной областью а3. Положения границ всех доменов, включая В-домены, для 

свиной, мышиной и собачьей FVIII также известны в данной области техники. В одном варианте реали-

зации изобретения В-домен FVIII делетирован ("фактор VIII с делецией В-домена" или "BDD FVIII"). 

Примером BDD FVIII является REFACTO (рекомбинантный BDD FVIII), имеющий такую же последо-

вательность, как и относящаяся к фактору VIII часть последовательности в табл. 5. (тяжелая цепь BDD 

FVIII подчеркнута двойной линией; В-домен выделен наклонным шрифтом; и легкая цепь BDD FVIII 

представлена обычным шрифтом). 

Таблица 5. BDD FVIII (SEQ ID NO: 18) 

 
 

Таблица 6. Нуклеотидная последовательность,  

кодирующая BDD FVIII (SEQ ID NO: 19)* 
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* подчеркнутые нуклеиновые кислоты кодируют сигнальный пептид. 

"FVIII с делецией В-домена" может иметь полные или частичные делеции, раскрытые в патентах 

США № 6316226, 6346513, 7041635, 5789203, 6060447, 5595886, 6228620, 5972885, 6048720, 5543502, 

5610278, 5171844, 5112950, 4868112 и 6458563. В некоторых вариантах реализации изобретения после-

довательность FVIII с делецией В-домена по настоящему изобретению содержит любую из делеций, рас-

крытых от колонки 4, строка 4, до колонки 5, строка 28, и в примерах 1-5 патента США № 6316226 (так-

же в US 6346513). В другом варианте реализации изобретения фактор VIII с делецией В-домена пред-

ставляет собой фактор VIII с делецией В-домена S743/Q1638 (SQ BDD FVIII) (например, фактор VIII, 

имеющий делецию от аминокислоты 744 до аминокислоты 1637, например, фактор VIII, содержащий 

аминокислоты 1-743 и аминокислоты 1638-2332 SEQ ID NO: 16, т.е. SEQ ID NO: 18). В некоторых вари-

антах реализации изобретения FVIII с делецией В-домена по настоящему изобретению имеет делецию, 

раскрытую в колонке 2, строки 26-51, и примерах 5-8 патента США № 5789203 (также US 6060447, US 

5595886 и US 6228620). В некоторых вариантах реализации изобретения фактор VIII с делецией В-

домена имеет делецию, описанную от колонки 1, строка 25, до колонки 2, строка 40 патента США  

№ 5972885; в колонке 6, строки 1-22, и примере 1 патента США № 6048720; в колонке 2, строки 17-46, 
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патента США № 5543502; от колонки 4, строка 22, до колонки 5, строка 36, патента США № 5171844; в 

колонке 2, строки 55-68, на фигуре 2 и в примере 1 патента США № 5112950; от колонки 2, строка 2, до 

колонки 19, строка 21, и в таблице 2 патента США № 4868112; от колонки 2, строка 1, до колонки 3, 

строка 19, от колонки 3, строка 40, до колонки 4, строка 67, от колонки 7, строка 43, до колонки 8, строка 

26, и от колонки 11, строка 5, до колонки 13, строка 39, патента США № 7041635; или в колонке 4, стро-

ки 25-53, патента США № 6458563. 

В некоторых вариантах реализации изобретения FVIII с делецией В-домена имеет делецию боль-

шей части В-домена, но при этом содержит аминоконцевые последовательности В-домена, являющиеся 

существенными для in vivo протеолитического процессинга первичного продукта трансляции в две по-

липептидные цепи, как раскрыто в WO 91/09122. В некоторых вариантах реализации изобретения FVIII с 

делецией В-домена сконструирован с делецией аминокислот 747-1638, т.е. по существу, с полной деле-

цией В-домена. Hoeben R.C., et al. J. Biol. Chem. 265 (13): 7318-7323 (1990). Фактор VIII с делецией В-

домена может также содержать делецию аминокислот 771-1666 или аминокислот 868-1562 FVIII. Meulien 

P., et al. Protein Eng. 2(4): 301-6 (1988). Дополнительные делеции В-домена, являющиеся частью изобре-

тения, включают: делеция аминокислот 982-1562 или 760-1639 (Toole et al, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 

(1986) 83, 5939-5942)), 797-1562 (Eaton, et al. Biochemistry (1986) 25:8343-8347)), 741-1646 (Kaufman 

(опубликованная заявка РСТ № WO 87/04187)), 747-1560 (Sarver, et al, DNA (1987) 6:553-564)), 741-1648 

(Pasek (заявка РСТ № 88/00831)), или 816-1598 или 741-1648 (Lagner (Behring Inst. Mitt. (1988) No 82:16-

25, EP 295597)). В других вариантах реализации изобретения BDD FVIII включает полипептид FVIII, 

содержащий фрагменты В-домена, сохраняющие один или более N-связанных сайтов гликозилирования, 

например остатки 757, 784, 828, 900, 963 или, необязательно, 943, которые соответствуют аминокислот-

ной последовательности полноразмерной последовательности FVIII. Примеры фрагментов В-домена 

включают 226 аминокислот или 163 аминокислоты В-домена, как раскрыто в Miao, H.Z., et al, Blood 

103(a): 3412-3419 (2004), Kasuda, A, et al, J. Thromb. Haemost. 6: 1352-1359 (2008) и Pipe, S.W., et al., J. 

Thromb. Haemost. 9: 2235-2242 (2011) (т.е. сохраняются первые 226 аминокислот или 163 аминокислоты 

В-домена). В некоторых вариантах реализации изобретения FVIII с частичным В-доменом представляет 

собой FVIII198. FVIII198 представляет собой одноцепочечную молекулу FVIIIFc-226N6, содержащую 

частичный В-домен. 226 обозначает N-концевую аминокислоту 226 В-домена FVIII, и N6 обозначает 

шесть сайтов N-гликозилирования в В-домене. В еще одних вариантах реализации изобретения BDD 

FVIII дополнительно содержит точковую мутацию в положении остатка 309 (от Phe до Ser) для улучше-

ния экспрессии BDD-белка FVIII. См. Miao, H.Z., et al., Blood 103(a): 3412-3419 (2004). В еще одних ва-

риантах реализации изобретения BDD FVIII включает полипептид FVIII, содержащий часть В-домена, но 

не содержащий одного или более фуриновых сайтов расщепления (например, Arg1313 и Arg 1648). См. 

Pipe, S.W., et al., J. Thromb. Haemost. 9: 2235-2242 (2011). Каждая из вышеупомянутых делеций может 

быть выполнена в любой последовательности FVIII. 

Белок FVIII, пригодный для использования по настоящему изобретению, может включать FVIII, 

имеющий одну или более дополнительных гетерологичных последовательностей или химических или 

физических модификаций в нем, которые не влияют на коагулирующую активность FVIII. Такие гетеро-

логичные последовательности или химические или физические модификации могут быть слиты с С-

концом или N-концом белка FVIII или вставлены между одной или более парами аминокислотных остат-

ков в белке FVIII. Такие вставки в белке FVIII не влияют на коагулирующую активность FVIII или функ-

цию FVIII. В одном варианте реализации изобретения вставки улучшают фармакокинетические свойства 

белка FVIII (например, период полувыведения). В другом варианте реализации изобретения вставки мо-

гут быть сделаны в более чем двух, трех, четырех, пяти или шести сайтах. 

В одном варианте реализации изобретения FVIII расщепляется сразу за аргинином в положении 

аминокислоты 1648 (в полноразмерном факторе VIII или SEQ ID NO: 16), аминокислоты 754 (в факторе 

VIII с делецией В-домена S743/Q1638 или SEQ ID NO: 16), или соответствующим аргининовым остатком 

(в других вариантах), с образованием в результате тяжелой цепи и легкой цепи. В другом варианте реа-

лизации изобретения FVIII содержит тяжелую цепь и легкую цепь, которые связаны или ассоциированы 

с помощью медиируемой ионом металла нековалентной связи. В других вариантах реализации изобрете-

ния FVIII представляет собой одноцепочечный FVIII, который не был расщеплен сразу за аргинином в 

положении аминокислоты 1648 (в полноразмерном FVIII или SEQ ID NO: 16), аминокислоты 754 (в 

FVIII с делецией В-домена S743/Q1638 или SEQ ID NO: 18), или соответствующим аргининовым остат-

ком (в других вариантах). Одноцепочечный FVIII может содержать одно или более аминокислотных за-

мещений. В одном варианте реализации изобретения аминокислотное замещение находится в остатке, 

соответствующем остатку 1648, остатку 1645, или обоим, полноразмерного зрелого полипептида фактора 

VIII (SEQ ID NO: 16) или остатку 754, остатку 751, или обоим, SQ BDD фактора VIII (SEQ ID NO: 18). 

Аминокислотное замещение может быть любыми аминокислотами, отличными от аргинина, например 

изолейцином, лейцином, лизином, метионином, фенилаланином, треонином, триптофаном, валином, 

аланином, аспарагином, аспарагиновой кислотой, цистеином, глутаминовой кислотой, глутамином, гли-

цином, пролином, селеноцистеином, серином, тирозином, гистидином, орнитином, пирролизином или 

таурином. FVIII дополнительно может быть расщеплен тромбином и затем активирован как FVIIIa, слу-
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жащий кофактором для активированного фактора IX (FIXa). Активированный FIX вместе с активирован-

ным FVIII образует комплекс Xase и превращает фактор X в активированный фактор X (FXa). Для акти-

вации, FVIII расщепляется тромбином после трех аргининовых остатков, в положениях аминокислот 372, 

740 и 1689 (соответствующих аминокислотам 372, 740 и 795 в последовательности FVIII с делецией В-

домена), образуя в результате расщепления FVIIIa, имеющий цепи 50 кДа А1, 43 кДа А2 и 73 кДа А3-С1-

С2. В одном варианте реализации изобретения белок FVIII, пригодный для использования в настоящем 

изобретении, представляет собой неактивный FVIII. В другом варианте реализации изобретения белок 

FVIII представляет собой активированный FVIII. Белок, имеющий полипептид FVIII, связанный с или 

ассоциированный с белком VWF, может содержать последовательность, по меньшей мере на 50, 60, 70, 

80, 90, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичную SEQ ID NO: 16 или 18, причем последовательность обла-

дает свертывающей активностью FVIII, например, активирует фактор IX в качестве кофактора для пре-

вращения фактора X в активированный фактор X (FXa). 

В некоторых вариантах реализации изобретения белок FVIII дополнительно содержит один или бо-

лее гетерологичных фрагментов, слитых с С-концом или N-концом белка FVIII или вставленных между 

двумя соседними аминокислотами в белок FVIII. В других вариантах реализации изобретения гетероло-

гичные фрагменты содержат аминокислотную последовательность, состоящую из по меньшей мере око-

ло 50 аминокислот, по меньшей мере около 100 аминокислот, по меньшей мере около 150 аминокислот, 

по меньшей мере около 200 аминокислот, по меньшей мере около 250 аминокислот, по меньшей мере 

около 300 аминокислот, по меньшей мере около 350 аминокислот, по меньшей мере около 400 амино-

кислот, по меньшей мере около 450 аминокислот, по меньшей мере около 500 аминокислот, по меньшей 

мере около 550 аминокислот, по меньшей мере около 600 аминокислот, по меньшей мере около 650 ами-

нокислот, по меньшей мере около 700 аминокислот, по меньшей мере около 750 аминокислот, по мень-

шей мере около 800 аминокислот, по меньшей мере около 850 аминокислот, по меньшей мере около 900 

аминокислот, по меньшей мере около 950 аминокислот или по меньшей мере около 1000 аминокислот. В 

некоторых вариантах реализации изобретения период полувыведения химерной молекулы увеличивается 

по меньшей мере в около 1,5 раза, по меньшей мере в около 2 раз, по меньшей мере в около 2,5 раза, по 

меньшей мере в около 3 раз, по меньшей мере в около 4 раз, по меньшей мере в около 5 раз, по меньшей 

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

около 9 раз, по меньшей мере в около 10 раз, по меньшей мере в около 11 раз или по меньшей мере в 

около 12 раз, по сравнению с FVIII дикого типа. 

Другие типичные примеры вариантов FVIII также раскрыты в публикации США  

№ US2013/0017997, опубликованной 17 января 2013 г., международной публикации № WO 2013/122617, 

опубликованной 22 августа 2013 г., или международной публикации № WO 2014/011819, опубликован-

ной 16 января 2014 г., или международной публикации № WO2013123457 А1, или международной заявке 

№ PCT/US2013/049989. 

III. Полинуклеотиды, векторы и способы получения. 

Изобретение также предусматривает полинуклеотид, кодирующий химерную молекулу, описанную 

в данном документе. В тех случаях, когда белок VWF соединен с гетерологичным фрагментом с помо-

щью линкера VWF и с белком FVIII и последовательностью XTEN в химерном белке в виде одной поли-

пептидной цепи, изобретение относится к одному полинуклеотиду, кодирующему одну полипептидную 

цепь. В тех случаях, когда химерный белок содержит первую и вторую полипептидные цепи, первая по-

липептидная цепь, содержащая белок VWF, последовательность XTEN и первый гетерологичный фраг-

мент (например, первую Fc-область), присоединенный с помощью линкера VWF, и вторая полипептид-

ная цепь, содержащая белок FVIII и второй гетерологичный фрагмент (например, вторую Fc-область), 

полинуклеотид может содержать первую нуклеотидную область и вторую нуклеотидную область. В од-

ном варианте реализации изобретения первая нуклеотидная область и вторая нуклеотидная область на-

ходятся в одном и том же полинуклеотиде. В другом варианте реализации изобретения первая нуклео-

тидная область и вторая нуклеотидная область находятся в двух разных полинуклеотидах (например, 

разных векторах). В определенных вариантах реализации изобретения настоящее изобретение касается 

набора полинуклеотидов, содержащих первую нуклеотидную цепь и вторую нуклеотидную цепь, причем 

первая нуклеотидная цепь кодирует белок VWF, последовательность XTEN, линкер VWF и гетерологич-

ный фрагмент химерного белка, и вторая нуклеотидная цепь кодирует белок FVIII и второй гетерологич-

ный фрагмент. В некоторых вариантах реализации изобретения настоящее изобретение касается набора 

полинуклеотидов, содержащих первую нуклеотидную цепь и вторую нуклеотидную цепь, причем первая 

нуклеотидная цепь кодирует белок VWF и гетерологичный фрагмент химерного белка, и вторая нуклео-

тидная цепь кодирует белок FVIII, соединенный со вторым гетерологичным фрагментом с помощью 

линкера FVIII, причем по меньшей мере одна последовательность XTEN слита с химерным белком. В 

других вариантах реализации изобретения настоящее изобретение касается набора полинуклеотидов, 

содержащих первую нуклеотидную цепь и вторую нуклеотидную цепь, причем первая нуклеотидная 

цепь кодирует белок VWF, линкер VWF и гетерологичный фрагмент химерного белка, и вторая нуклео-

тидная цепь кодирует белок FVIII, линкер FVIII и второй гетерологичный фрагмент, причем по меньшей 

мере одна последовательность XTEN слита с химерным белком. 
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В других вариантах реализации изобретения набор полинуклеотидов дополнительно содержит до-

полнительную нуклеотидную цепь (например, вторую нуклеотидную цепь, когда химерный полипептид 

кодируется одной полинуклеотидной цепью, или третью нуклеотидную цепь, когда химерный белок ко-

дируется двумя полинуклеотидными цепями), которые кодируют протеинконвертазу. Протеинконвертаза 

может быть выбрана из пропротеинконвертазы субтилизин/кексин типа 5 (PCSK5 или РС5), пропротеин-

конвертазы субтилизин/кексин типа 7 (PCSK7 или РС5), Kex 2 дрожжей, пропротеинконвертазы субти-

лизин/кексин типа 3 (РАСЕ или PCSK3), или комбинаций двух или больше из них. В некоторых вариан-

тах реализации изобретения протеинконвертаза представляет собой РАСЕ, РС5 или РС7. В конкретном 

варианте реализации изобретения протеинконвертаза представляет собой РС5 или РС7. См. международ-

ную заявку № PCT/US2011/043568, которая включена в данный документ в качестве ссылки. В другом 

варианте реализации изобретения протеинконвертаза представляет собой РАСЕ/фурин. 

В определенных вариантах реализации изобретения изобретение включает набор полинуклеотидов, 

содержащий первую нуклеотидную последовательность, кодирующую белок VWF, содержащий домен 

D' и домен D3 VWF, слитый с первым гетерологичным фрагментом с помощью линкера VWF, вторую 

нуклеотидную последовательность, кодирующую белок FVIII и второй гетерологичный фрагмент, и тре-

тью нуклеотидную последовательность, кодирующую домен D1 и домен D2 VWF, где последователь-

ность XTEN присутствует в первой цепи или во второй цепи. В этом варианте реализации изобретения 

домен D1 и домен D2 экспрессируются раздельно (не связаны с доменом D'D3 белка VWF) для обеспе-

чения надлежащего образования дисульфидной связи и укладки доменов D'D3. Экспрессия домена D1D2 

может происходить в цис- или трансконфигурации. 

В используемом в данном документе значении экспрессионный вектор относится к любому конст-

рукту нуклеиновой кислоты, который содержит элементы, необходимые для транскрипции и трансляции 

вставленной кодирующей последовательности или, в случае вирусного РНК-вектора, необходимые эле-

менты для репликации и трансляции, при введении в пригодную клетку-хозяина. Экспрессионные векто-

ры могут включать плазмиды, фагмиды, вирусы и их производные. 

Экспрессионные векторы по изобретению будут включать полинуклеотиды, кодирующие химер-

ную молекулу. 

В одном варианте реализации изобретения кодирующая последовательность химерной молекулы 

функционально связана с контрольной последовательностью экспрессии. В используемом в данном 

документе значении, две последовательности нуклеиновой кислоты функционально связаны, когда они 

ковалентно связаны таким образом, чтобы позволить каждой составляющей последовательности нук-

леиновой кислоты сохранять свою функциональность. Говорят, что кодирующая последовательность и 

контрольная последовательность генной экспрессии функционально связаны, когда они ковалентно 

связаны таким образом, чтобы поместить экспрессию или транскрипцию и/или трансляцию кодирую-

щей последовательности под влияние или контроль контрольной последовательности генной экспрес-

сии. Говорят, что две ДНК-последовательности функционально связаны, если индукция промотора в 

5'-последовательности генной экспрессии приводит к транскрипции кодирующей последовательности, 

и если природа связи между двумя последовательностями ДНК (1) не приводит к введению мутации со 

сдвигом рамки, (2) не влияет на способность промоторной области направлять транскрипцию коди-

рующей последовательности, или (3) не влияет на способность соответствующего РНК-транскрипта 

транслироваться в белок. Таким образом, последовательность генной экспрессии будет функционально 

связана с кодирующей последовательностью нуклеиновой кислоты, если последовательность генной 

экспрессии будет способна вызывать транскрипцию этой кодирующей последовательности нуклеино-

вой кислоты таким образом, чтобы полученный транскрипт транслировался в желательный белок или 

полипептид. 

Контрольная последовательность генной экспрессии, в используемом в данном документе значе-

нии, представляет собой любую регуляторную нуклеотидную последовательность, такую как промотор-

ная последовательность или комбинация промотор-энхансер, которая способствует эффективной транс-

крипции и трансляции кодирующей нуклеиновой кислоты, с которой она функционально связана. Кон-

трольная последовательность генной экспрессии может, например, быть промотором млекопитающего 

или вирусным промотором, таким как конститутивный или индуцируемый промотор. Конститутивные 

промоторы млекопитающих включают, без ограничений, промоторы следующих генов: гипоксантин-

фосфорибозилтрансфераза (HPRT), аденозиндеаминаза, пируваткиназа, промотор бета-актина и другие 

конститутивные промоторы. Типичные примеры вирусных промоторов, которые конститутивно функ-

ционируют в эукариотических клетках, включают, например, промоторы цитомегаловируса (CMV), 

обезьяньего вируса (например, SV40), папилломавируса, аденовируса, вируса иммунодефицита человека 

(ВИЧ), вируса саркомы Рауса, цитомегаловируса, длинные концевые повторы (LTR) вируса лейкоза Мо-

лони и других ретровирусов, и промотор тимидинкиназы вируса простого герпеса. Другие конститутив-

ные промоторы известны рядовым специалистам в данной области техники. Промоторы, пригодные для 

использования в качестве последовательностей генной экспрессии по изобретению, также включают ин-

дуцируемые промоторы. Индуцируемые промоторы экспрессируются в присутствии индуцирующего 

агента. Например, промотор металлотионеина индуцируется для промотирования транскрипции и транс-
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ляции в присутствии определенных ионов металлов. Другие индуцируемые промоторы известны рядо-

вым специалистам в данной области техники. 

В общем, контрольная последовательность генной экспрессии будет включать, по мере необходи-

мости, 5'-нетранскрибируемые и 5'-нетранслируемые последовательности, принимающие участие в ини-

циации транскрипции и трансляции, соответственно, такие как ТАТА-бокс, кэпирующая последователь-

ность, последовательность СААТ и т.п. В частности, такие 5' нетранскрибируемые последовательности 

будут включать промоторную область, которая включает промоторную последовательность для контро-

ля транскрипции функционально присоединенной кодирующей нуклеиновой кислоты. Последовательно-

сти генной экспрессии необязательно включают энхансерные последовательности или, при необходимо-

сти, расположенную против хода транскрипции активаторные последовательности. 

Вирусные векторы включают, без ограничений, нуклеиновые последовательности следующих ви-

русов: ретровируса, такого как вирус мышиного лейкоза Молони, вирус мышиной саркомы Харви, мы-

шиный фактор опухоли молочных желез и вирус саркомы Рауса; аденовируса, аденоассоциированного 

вируса; вирусов типа SV40; полиомавирусов; вирусов Эпштейна-Барр; папилломавирусов; вируса герпе-

са; вируса коровьей оспы; вируса полиомиелита; и РНК-вируса, такого как ретровирус. Могут быть легко 

использованы другие векторы, хорошо известные в данной области техники. Определенные вирусные 

векторы основаны на нецитопатических эукариотических вирусах, в которых несущественные гены были 

замещены на ген, представляющий интерес. Нецитопатические вирусы включают ретровирусы, жизнен-

ный цикл которых включает обратную транскрипцию геномной вирусной РНК в ДНК с последующей 

провирусной интеграцией в ДНК клетки-хозяина. Ретровирусы были разрешены для проведения испыта-

ний генной терапии человека. Наиболее пригодными являются ретровирусы, дефицитные по репликации 

(т.е. способные направлять синтез желательных белков, но неспособные производить инфекционные ча-

стицы). Такие генетически измененные ретровирусные экспрессионные векторы находят широкое при-

менение в высокоэффективной трансдукции генов in vivo. Стандартные протоколы получения дефицит-

ных по репликации ретровирусов (включая стадии включения экзогенного генетического материала в 

плазмиду, трансфекции упаковывающей клеточной линии плазмидой, продуцирования рекомбинантных 

ретровирусов упаковывающей клеточной линией, сбор вирусных частиц из среды тканевой культуры и 

инфицирование клеток-мишеней вирусными частицами) приведены в Kriegler, M., Gene Transfer and Ex-

pression, A Laboratory Manual, W.H. Freeman Co., New York (1990) и Murry, E. J., Methods in Molecular 

Biology, Vol. 7, Humana Press, Inc., Cliffton, N.J. (1991). 

В одном варианте реализации изобретения вирус представляет собой аденоассоциированный вирус, 

являющийся двухцепочечным ДНК-вирусом. Аденоассоциированный вирус может быть методами генной 

инженерии сделан дефицитным по репликации и способен инфицировать широкий спектр клеточных типов 

и видов. Дополнительно, он обладает такими преимуществами, как теплостойкость и стойкость к действию 

липидного растворителя; высокая частота трансдукции в клетках различной генеалогии, включая гемопо-

этические клетки; и отсутствие ингибирования суперинфекции, тем самым обеспечивая возможность мно-

жественных серий трансдукции. Как сообщается, аденоассоциированный вирус может сайт-специфически 

интегрироваться в клеточную ДНК человека, тем самым минимизируя возможность инсерционного мута-

генеза и вариабельность характеристик экспрессии вставленных генов ретровирусной инфекции. Кроме 

того, инфекции аденоассоциированных вирусов дикого типа прослеживались в тканевых культурах на про-

тяжении более чем 100 пассажей в отсутствие давления отбора, что говорит о том, что геномнная интегра-

ция аденоассоциированного вируса представляет собой относительно стабильное явление. Аденоассоции-

рованный вирус может также функционировать внехромосомально. 

Другие векторы включают плазмидные векторы. Плазмидные векторы подробно описаны в данной 

области техники и хорошо известны квалифицированным специалистам в данной области техники. См., 

например, Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Second Edition, Cold Spring Harbor 

Laboratory Press, 1989. В последние несколько лет было обнаружено, что плазмидные векторы являются 

особенно предпочтительными для доставки генов в клетки in vivo благодаря их неспособности к репли-

кации внутри хозяина и интеграции в его геном. Такие плазмиды, однако, имеющие промотор, совмес-

тимый с клеткой-хозяином, могут экспрессировать пептид из гена, функционально кодируемого в плаз-

миде. Некоторые широко используемые плазмиды, доступные от коммерческих поставщиков, включают 

pBR322, pUC18, pUC19, различные pcDNA-плазмиды, pRC/CMV, различные pCMV-плазмиды, pSV40 и 

pBlueScript. Дополнительные примеры конкретных плазмид включают pcDNA3.1, номер по каталогу 

V79020; pcDNA3.1/hygro, номер по каталогу V87020; pcDNA4/myc-His, номер по каталогу V86320; и 

pBudCE4.1, номер по каталогу V53220, все от фирмы Invitrogen (Carlsbad, CA.). Другие плазмиды хоро-

шо известны рядовым специалистам в данной области техники. Дополнительно, плазмиды могут быть 

сконструированы на заказ с использованием стандартных методов молекулярной биологии для удаления 

и/или добавления конкретных фрагментов ДНК. 

В одной системе экспрессии на основе насекомых, которая может быть использована для получения 

белков по изобретению, вирус ядерного полиэдроза (polyhidrosis) Autographa californica (AcNPV) исполь-

зуется в качестве вектора для экспрессии чужеродных генов. Вирус выращивается в клетках Spodoptera 

frugiperda. 
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Кодирующая последовательность может быть клонирована в несущественные области (например, 

ген полиэдрона) вируса и помещен под контроль промотора ACNPV (например, промотор полиэдрона). 

Успешная вставка кодирующей последовательности будет приводить к инактивации гена полиэдрона и 

продуцированию неокклюдированного рекомбинантного вируса (т.е. вируса, не имеющего белковой 

оболочки, кодируемой геном полиэдрона). Такие рекомбинантные вирусы затем используются для ин-

фицирования клеток Spodoptera frugiperda, в которых экспрессируется вставленный ген. (см., например, 

Smith et al. (1983) J Virol 46:584; патент США № 4215051). Дополнительные примеры этой системы экс-

прессии можно найти в Ausubel et al., eds. (1989) Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 2, Greene 

Publish. Assoc. & Wiley Interscience. 

Другая система, которая может быть использована для экспрессии белков по изобретению, пред-

ставляет собой систему экспрессии гена глутаминсинтетазы, также называемую "экспрессионной систе-

мой GS" (Lonza Biologies PLC, Berkshire UK). Эта система экспрессии описана подробно в патенте США 

№ 5981216. 

В клетках-хозяевах млекопитающих может быть использован ряд систем экспрессии на основе ви-

русов. В тех случаях, когда в качестве экспрессионного вектора используется аденовирус, кодирующая 

последовательность может быть лигирована с комплексом контроля транскрипции/трансляции аденови-

руса, например поздним промотором и тройственной лидерной последовательностью. Этот химерный 

ген может быть затем вставлен в геном аденовируса путем in vitro или in vivo рекомбинации. Вставка в 

несущественную область вирусного генома (например, область Е1 или Е3) будет приводить к получению 

рекомбинантного вируса, который является жизнеспособным и способен экспрессировать пептид в ин-

фицированных хозяевах. См., например, Logan & Shenk (1984) Proc Natl Acad Sci USA 81:3655). Альтер-

нативно, может быть использован промотор 7,5 K коровьей оспы. См., например, Mackett et al. (1982) 

Proc Natl Acad Sci USA 79:7415; Mackett et al. (1984) J Virol 49:857; Panicali et al. (1982) Proc Natl Acad Sci 

USA 79:4927. 

Для повышения эффективности продуцирования, полинуклеотиды могут быть сконструированы та-

ким образом, чтобы они кодировали множество звеньев белка по изобретению, разделенных сайтами 

ферментативного расщепления. Полученный полипептид может быть расщеплен (например, путем обра-

ботки пригодным ферментом) для выделения полипептидных звеньев. Это может увеличивать выход 

полипептидов, управляемый одним промотором. В случае использования в пригодных системах вирус-

ной экспрессии, управление трансляцией каждого полипептида, кодируемого мРНК, осуществляется 

внутри транскрипта; например, внутренним рибосомо-связывающим сайтом, IRES. Таким образом, по-

лицистронный конструкт направляет транскрипцию отдельной большой полицистронной мРНК, которая, 

в свою очередь, управляет трансляцией множества индивидуальных полипептидов. Этот подход устра-

няет продуцирование и ферментативный процессинг полипротеинов и может значительно увеличить вы-

ход полипептидов, управляемый одним промотором. 

Векторы, используемые для трансформации, будут обычно содержать селектируемый маркер, ис-

пользуемый для идентификации трансформантов. В бактериальных системах, они могут включать ген 

резистентности к антибиотику, такому как ампициллин или канамицин. Селектируемые маркеры для 

использования в культивируемых клетках млекопитающего включают гены, придающие резистентность 

к лекарственным средствам, таким как неомицин, гигромицин и метотрексат. Селектируемый маркер 

может быть амплифициуемым селектируемым маркером. Одним из амплифициуемых селектируемых 

маркеров является ген дигидрофолатредуктазы (DHFR). Simonsen С С et al. (1983) Proc Natl Acad Sci 

USA 80:2495-9. Обзор селектируемых маркеров выполнен Thilly (1986) Mammalian Cell Technology, But-

terworth Publishers, Stoneham, Mass, и выбор селектируемых маркеров легко доступен рядовому специа-

листу в данной области техники. 

Селектируемые маркеры могут быть введены в клетку на отдельной плазмиде в то же время, что и 

ген, представляющий интерес, или они могут быть введены на той же самой плазмиде. При использова-

нии одной и той же самой плазмиды, селектируемый маркер и ген, представляющий интерес, могут на-

ходиться под контролем разных промоторов или одного и того же промотора, причем в последнем слу-

чае продуцируется дицистронная мРНК. Конструкты этого типа известны в данной области техники (на-

пример, патент США № 4713339). 

Экспрессионные векторы могут кодировать метки, позволяющие легко очищать рекомбинантно по-

лученный белок. Примеры включают, без ограничений, вектор pUR278 (Ruther et al. (1983) EMBO J 2:1791), 

в котором кодирующие последовательности белка, который должен экспрессироваться, могут быть лиги-

рованы в вектор в рамке с кодирующей областью lac z, так чтобы был получен меченый слитый белок; век-

торы pGEX могут быть использованы для экспрессии белков по изобретению с меткой глутатион-S-

трансферазы (GST). Такие белки обычно являются растворимыми и могут быть легко очищены от клеток 

путем адсорбции на глутатион-агарозных бусинах с последующей элюцией в присутствии свободного глу-

татиона. Векторы включают сайты расщепления (тромбином или протеазой фактора Ха или PRESCISSION 

PRONEASE (Pharmacia, Peapack, N. J.)) для простоты удаления метки после очистки. 

Экспрессионный вектор или векторы затем трансфицируют или котрансфицируют в пригодную 

клетку-мишень, которая экспрессирует полипептиды. Методы трансфекции, известные в данной области 
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техники, включают, без ограничений, осаждение фосфата кальция (Wigler et al. (1978) Cell 14:725), элек-

тропорацию (Neumann et al. (1982) EMBO J 1:841) и использование реагентов на основе липосом. Раз-

личные системы хозяин-экспрессионный вектор могут быть использованы для экспрессии белков, опи-

санных в данном документе, включая как прокариотические, так и эукариотические клетки. Они вклю-

чают, без ограничений, микроорганизмы, такие как бактерии (например, Е. coli), трансформированные 

экспрессионными векторами на основе ДНК рекомбинантного бактериофага или плазмидной ДНК, со-

держащими пригодную кодирующую последовательность; дрожжи или нитчатые грибы, трансформиро-

ванные экспрессионными векторами рекомбинантных дрожжей или грибов, содержащими пригодную 

кодирующую последовательность; системы на основе клеток насекомых, инфицированных экспрессион-

ными векторами на основе рекомбинантного вируса (например, бакуловируса) содержащими пригодную 

кодирующую последовательность; системы растительных клеток, инфицированных экспрессионными 

векторами на основе рекомбинантного вируса (например, вируса мозаики цветной капусты или вируса 

мозаики табака), или трансформированных экспрессионными векторами на основе рекомбинантной 

плазмиды (например, Ti-плазмиды), содержащими пригодную кодирующую последовательность; или 

системы клеток животных, включая клетки млекопитающего (например, клетки HEK 293, СНО, Cos, 

HeLa, HKB11 и BHK). 

В одном варианте реализации изобретения клетка-хозяин представляет собой эукариотическую 

клетку. В используемом в данном документе значении, эукариотическая клетка относится к любой жи-

вотной или растительной клетке, имеющей определенное ядро. Эукариотические клетки животных 

включают клетки позвоночных, например млекопитающих и клетки беспозвоночных, например насеко-

мых. Эукариотически клетки растений могут включать, в частности, без ограничений, дрожжевые клет-

ки. Эукариотическая клетка отличается от прокариотической клетки, например, бактерий. В определен-

ных вариантах реализации изобретения эукариотическая клетка представляет собой клетку млекопи-

тающего. Клетка млекопитающего является любой клеткой, полученной от млекопитающего. Клетки 

млекопитающего конкретно включают, без ограничений, клеточные линии млекопитающих. В одном 

варианте реализации изобретения клетка млекопитающего представляет собой человеческую клетку. В 

другом варианте реализации изобретения клетка млекопитающего представляет собой клетку HEK 293, 

которая является клеточной линией почки эмбриона человека. Клетки HEK 293 доступны как CRL-1533 

из Американской коллекции типовых культур (American Type Culture Collection, Manassas, VA) и как 

клетки 293-Н, № кат. 11631-017, или клетки 293-F, № кат. 11625-019, от фирмы Invitrogen (Carlsbad, 

Calif.). В некоторых вариантах реализации изобретения клетка млекопитающего представляет собой 

клетку PER.C6 , которая является человеческую клеточную линию, выделенную из сетчатки. Клетки 

PER.C6 доступны от фирмы Crucell (Leiden, Netherlands). В других вариантах реализации изобретения 

клетка млекопитающего представляет собой клетку яичника китайского хомячка (СНО). Клетки СНО 

доступны от Американской коллекции типовых культур (Manassas, VA) (например, СНО-K1; CCL-61). В 

еще одних вариантах реализации изобретения клетка млекопитающего представляет собой клетку почки 

детеныша хомяка (BHK). Клетки BHK доступны от Американской коллекции типовых культур 

(Manassas, Va.) (например, CRL-1632). В некоторых вариантах реализации изобретения клетка млекопи-

тающего представляет собой клетку HKB11, которая является гибридной клеточной линией клетки 

HEK293 и человеческой В-клеточной линии. Mei et al, Mol. Biotechnol. 34(2): 165-78 (2006). В одном ва-

рианте реализации изобретения плазмида, кодирующая белок VWF, линкер VWF, гетерологичный фраг-

мент или химерный белок по изобретению, дополнительно включает селектируемый маркер, например, 

резистентности к зеоцину, и трансфицируется в клетки HEK 293 для продуцирования химерного белка. В 

еще одних вариантах реализации изобретения трансфицированные клетки являются стабильно трансфи-

цированными. Такие клетки могут быть селектированы и поддерживаться в виде стабильной клеточной 

лини с использованием обычных методик, известных квалифицированным специалистам в данной об-

ласти техники. Клетки-хозяева, содержаще ДНК-конструкты белка, выращивают в пригодной питатель-

ной среде. В используемом в данном документе значении, термин "пригодная питательная среда" озна-

чает среду, содержащую питательные вещества, требующиеся для роста клеток. Питательные вещества, 

необходимые для роста клеток, могут включать источник углерода, источник азота, незаменимые амино-

кислоты, витамины, минеральные вещества и факторы роста. Необязательно, среды могут содержать 

один или более факторов селекции. Необязательно, среды могут содержать сыворотку теленка или сыво-

ротку плода коровы (FCS). В одном варианте реализации изобретения среды по существу не содержат 

IgG. Питательную среду обычно подвергают селектированию на клетки, содержащие ДНК-конструкт, 

например, с помощью лекарственного средства или дефицита необходимого питательного вещества, ко-

торые дополняются селектируемым маркером на ДНК-конструкте, или ко-трансфицированные ДНК-

конструктом. Культивируемые клетки млекопитающих обычно выращивают в коммерчески доступных 

содержащих сыворотку или бессывороточных средах (например, MEM, DMEM, DMEM/F12). В одном 

варианте реализации изобретения среда представляет собой CD293 (Invitrogen, Carlsbad, CA.). В другом 

варианте реализации изобретения среда представляет собой CD17 (Invitrogen, Carlsbad, CA.). Выбор сре-

ды, пригодной для конкретной используемой клеточной линии, легко доступен рядовым специалистам в 

данной области техники. 
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Для коэкспрессии двух полипептидных цепей химерной молекулы, как описано в данном докумен-

те, клетки-хозяева культивируют в условиях, обеспечивающих возможность экспрессии обоих цепей. В 

используемом в данном документе значении, культивация относится к поддержанию жизнеспособности 

клеток in vitro в течение, по меньшей мере, определенного времени. Поддержание может необязательно 

включать увеличение популяции живых клеток. Например, клетки, поддерживаемые в культуре, могут 

быть статичными по популяции, но при этом жизнеспособными и способными продуцировать желатель-

ный продукт, например рекомбинантный белок или рекомбинантный слитый белок. Пригодные условия 

для культивации эукариотических клеток хорошо известны в данной области техники и включают над-

лежащий выбор культуральных сред, добавок для сред, температуры, рН, кислородного насыщения и т.п. 

Для коммерческих целей, культивация может включать использование любой из различных типов систем 

масштабирования, включая встряхиваемые колбы, роллер-флаконы, биореакторы на основе полых воло-

кон, биореакторы с перемешиваемой емкостью, эрлифтные биореакторы, биореакторы Wave и другие. 

Условия клеточных культур также выбирают таким образом, чтобы обеспечить возможность ассо-

циации первой цепи и второй цепи химерной молекулы. Условия, позволяющие осуществлять экспрес-

сию химерной молекулы, могут включать присутствие источника витамина K. Например, в одном вари-

анте реализации изобретения стабильно трансфицированные клетки HEK 293 культивируют в среде 

CD293 (Invitrogen, Carlsbad, CA) или среде OptiCHO (Invitrogen, Carlsbad, CA) с добавкой 4 мМ глутами-

на. В одном аспекте настоящее изобретение касается способа экспрессии, получения или продуцирова-

ния химерного белка, включающего: а) трансфекцию клетки-хозяина полинуклеотидом, кодирующим 

химерную молекулу, и b) культивацию клетки-хозяина в культуральной среде в условиях, пригодных для 

экспрессии химерной молекулы, в котором осуществляется экспрессия химерной молекулы. 

В дополнительных вариантах реализации изобретения белковый продукт, содержащий химерную 

молекулу, секретируется в среду. Среда отделяется от клеток, концентрируется, фильтруется и затем 

пропускается через две или три колонки для аффинной хроматографии, например колонку с белком А и 

одну или две анионнообменные колонки. 

В определенных аспектах настоящее изобретение относится к химерному полипептиду, полученно-

му способами, описанными в данном документе. 

In vitro продуцирование позволяет осуществлять масштабирование для получения больших коли-

честв желательных измененных полипептидов по изобретению. Методики культивации клеток млекопи-

тающих в условиях для тканевых культур известны в данной области техники и включают гомогенную 

суспензионную культуру, например, в эрлифтном реакторе или в реакторе с непрерывным перемешива-

нием, или иммобилизованную или удерживаемую клеточную культуру, например, в пустотелых волок-

нах, микрокапсулах, на агарозных микробусинах или керамических картриджах. При необходимости 

и/или желании, растворы полипептидов могут быть очищены обычными хроматографическими способа-

ми, например гель-фильтрацией, ионообменной хроматографией, хроматографией гидрофобных взаимо-

действий (HIC), хроматографией на DEAE-целлюлозе или аффинной хроматографией. 

Изобретение также включает способ улучшения F VIII-активности химерного белка FVIII, содер-

жащего белок VWF, слитый с первым гетерологичным фрагментом и последовательностью XTEN, и бе-

лок FVIII, соединенный со вторым гетерологичным фрагментом, включающий вставку линкера VWF 

между белком VWF и первым гетерологичным фрагментом, причем линкер VWF содержит полипептид, 

выбранный из: (i) области а2 из фактора VIII (FVIII); (ii) области a1 из FVIII; (iii) области а3 из FVIII; (iv) 

сайта расщепления тромбином, содержащего X-V-P-R (SEQ ID NO: 3) и мотив экзосайта взаимодействия 

PAR1, где X представляет собой алифатическую аминокислоту; или (v) любой их комбинации. В некото-

рых вариантах реализации изобретения FVIII-активность измеряют путем анализа активированного час-

тичного тромбопластинового времени (АЧТВ) или методом ротационной тромбозластометрии (ROTEM). 

IV. Фармацевтическая композиция. 

Композиции, содержащие химерную молекулу по настоящему изобретению, могут содержать при-

годный фармацевтически приемлемый носитель. Например, они могут содержать эксципиенты и/или 

вспомогательные вещества, облегчающие переработку активных соединений в препараты, предназна-

ченные для доставки к месту действия. 

Фармацевтическая композиция может быть составлена для парентерального введения (т.е. внутри-

венного, подкожного, или внутримышечного) путем болюсной инъекции. Композиции для инъекций мо-

гут быть представлены в дозированных лекарственных формах, например в ампулах или в многодозовых 

контейнерах с добавленным консервантом. Композиции могут иметь такие формы, как суспензии, рас-

творы или эмульсии в масляных или водных носителях, и содержать вспомогательные вещества, такие 

как суспендирующие, стабилизирующие и/или диспергирующие агенты. Альтернативно, активный ин-

гредиент может находиться в форме порошка для восстановления пригодным носителем, например апи-

рогенной водой. 

Пригодные композиции для парентерального введения также включают водные растворы активных 

соединений в водорастворимой форме, например, водорастворимых солей. Кроме того, суспензии актив-

ных соединений могут быть введены в виде соответствующих масляных суспензий для инъекции. При-

годные липофильные растворители или носители включают жирные масла, например кунжутное масло, 
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или сложные эфиры синтетических жирных кислот, например этилолеат или триглицериды. Водные сус-

пензии для инъекции могут содержать вещества, которые увеличивают вязкость суспензии, включая, 

например, натрия карбоксиметилцеллюлозу, сорбит и декстран. Необязательно, суспензия может также 

содержать стабилизаторы. Липосомы также могут быть использованы для инкапсулирования молекул по 

изобретению для доставки в клетки или интерстициальное пространство. Типичными примерами фарма-

цевтически приемлемых носителей являются физиологически совместимые растворители, дисперсион-

ные среды, покрытия, антибактериальные и противогрибковые агенты, изотонические и замедляющие 

всасывание агенты, вода, солевой раствор, фосфатно-солевой буфер, декстроза, глицерин, этанол и т.п. В 

некоторых вариантах реализации изобретения композиция содержит изотонические агенты, например 

сахара, многоатомные спирты, такие как маннит, сорбит, или хлорид натрия. В других вариантах реали-

зации изобретения композиции содержат фармацевтически приемлемые вещества, такие как смачиваю-

щие агенты или небольшие количества вспомогательных веществ, таких как смачивающие или эмульги-

рующие агенты, консерванты или буферы, которые увеличивают срок хранения или эффективность ак-

тивных ингредиентов. 

Композиции по изобретению могут находиться в различных формах, включая, например, жидкости 

(например, растворы для инъекций и инфузий), дисперсии, суспензии, полутвердые и твердые лекарст-

венные формы. Предпочтительная форма зависит от способа введения и терапевтического применения. 

Композиция может быть составлена в виде раствора, микроэмульсии, дисперсии, липосом или дру-

гих упорядоченных структур, пригодных для обеспечения высоких концентраций лекарственного сред-

ства. Стерильные растворы для инъекций могут быть приготовлены путем включения активного ингре-

диента в требуемом количестве в пригодный растворитель с одним из или комбинацией ингредиентов, 

перечисленных выше, в зависимости от потребности, с последующей стерилизацией фильтрованием. В 

общем, дисперсии готовят путем включения активного ингредиента в стерильный носитель, содержащий 

основную дисперсионную среду и другие необходимые ингредиенты из перечисленных выше. В случае 

стерильных порошков для приготовления стерильных растворов для инъекций, предпочтительными спо-

собами получения являются вакуумная сушка и лиофилизация, позволяющие получить порошок актив-

ного ингредиента плюс любой дополнительный желательный ингредиент из предварительно стерильно 

профильтрованного раствора. Надлежащая текучесть раствора может поддерживаться, например, путем 

использования покрытия, такого как лецитин, путем поддержания требуемого размера частиц в случае 

дисперсии, и путем использования поверхностно-активных веществ. Пролонгированное всасывание 

композиций для инъекций может быть обеспечено путем включения в композиции агента, замедляющего 

всасывание, например моностеаратных солей и желатина. 

Композиция активного ингредиента может быть приготовлена с использованием рецептуры компо-

зиции или устройства с пролонгированным высвобождением. Примеры таких композиций и устройств 

включают имплантаты, трансдермальные пластыри и микроинкапсулированные системы доставки. Мо-

гут быть использованы биодеградируемые биосовместимые полимеры, например этилен-винилацетат, 

полиангидриды, полигликолевая кислота, коллаген, полиортоэфиры и полимолочная кислота. Способы 

получения таких композиций и устройств известны в данной области техники. См., например, Sustained 

and Controlled Release Drug Delivery Systems, J. R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., New York, 1978. 

Композиции депо для инъекций могут быть изготовлены путем формирования микроинкапсулиро-

ванных матриц лекарственного средства в биодеградируемых полимерах, таких как полилактид-

полигликолид. В зависимости от соотношения лекарственного средства и полимера, и природы исполь-

зуемого полимера, можно контролировать скорость высвобождения лекарственного средства. Другими 

типичными примерами биодеградируемых полимеров являются полиортоэфиры и полиангидриды. Ком-

позиции депо для инъекций также могут быть приготовлены путем захвата лекарственного средства в 

липосомы или микроэмульсии. 

В композиции могут быть включены дополнительные активные соединения. В одном варианте реа-

лизации изобретения составляется композиция химерной молекулы по изобретению с другим фактором 

свертывания крови, или его вариантом, фрагментом, аналогом или производным. Например, фактор 

свертывания крови включает, без ограничений, фактор V, фактор VII, фактор VIII, фактор IX, фактор X, 

фактор XI, фактор XII, фактор XIII, протромбин, фибриноген, фактор фон Виллебранда или рекомби-

нантный растворимый тканевый фактор (rsTF) или активированные формы любых вышеперечисленных 

материалов. Фактор свертывания крови гемостатического средства может также включать антифибрино-

литические лекарственные средства, например эпсилон-аминокапроновую кислоту, транексамовую ки-

слоту. 

Схемы дозирования могут быть отрегулированы для обеспечения оптимальных желательных отве-

тов. Например, может быть введен разовый болюс, может быть введено несколько дробных доз на про-

тяжении определенного периода времени, или доза может быть пропорционально снижена или увеличе-

на в зависимости от требований терапевтической ситуации. Композиции для парентерального введения 

предпочтительно составляют в виде дозированных лекарственных форм для простоты введения и равно-

мерности дозировки. См., например, Remington's Pharmaceutical Sciences (Mack Pub. Co., Easton, Pa. 

1980). 
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Помимо активного соединения, жидкая лекарственная форма может содержать инертные ингреди-

енты, такие как вода, этиловый спирт, этилкарбонат, этилацетат, бензиловый спирт, бензилбензоат, про-

пиленгликоль, 1,3-бутиленгликоль, диметилформамид, масла, глицерин, тетрагидрофурфуриловый 

спирт, полиэтиленгликоли и сложные эфиры жирных кислот и сорбитана. 

Неограничивающие примеры пригодных фармацевтических носителей также описаны в Reming-

ton's Pharmaceutical Sciences by E. W. Martin. Некоторые примеры эксципиентов включают крахмал, глю-

козу, лактозу, сахарозу, желатин, солод, рис, муку, мел, силикагель, стеарат натрия, глицеринмоностеа-

рат, тальк, хлорид натрия, сухое снятое молоко, глицерин, пропиленгликоль, воду, этанол и т.п. Компо-

зиция может также содержать буферные реагенты для регулирования рН и смачивающие или эмульги-

рующие агенты. 

Для перорального введения фармацевтическая композиция может находиться в форме таблеток или 

капсул, приготовленных обычными способами. Композиция также может быть приготовлена в виде 

жидкости, например сиропа или суспензии. Жидкость может включать суспендирующие агенты (напри-

мер, сироп сорбит, производные целлюлозы или гидрированные пищевые жиры), эмульгирующие агенты 

(лецитин или гуммиарабик), неводные носители (например, миндальное масло, масляные сложные эфи-

ры, этиловый спирт или фракционированные растительные масла) и консерванты (например, метил- или 

пропил-п-гидроксибензоаты или сорбиновую кислоту). Препараты могут также включать вкусовые ве-

щества, красящие вещества и подсластители. 

Альтернативно, композиция может представлять собой сухой продукт для восстановления водой 

или другим пригодным носителем. 

Для буккального введения композиция может иметь форму таблеток или пастилок в соответствии с 

обычными протоколами. 

Для введения путем ингаляции соединения для использования в соответствии с настоящим изобре-

тением обычно доставляются в виде распыленного аэрозоля с эксципиентами или без них, или в виде 

распыляемого аэрозоля из упаковки под давлением или небулайзера, необязательно, с пропеллентом, 

например дихлордифторметаном, трихлорфторметаном, дихлортетрафторметаном, двуокисью углерода 

или другим пригодным газом. В случае аэрозоля под давлением дозтрующее устройство может быть по-

лучено путем обеспечения клапана для доставки дозируемого количества. Могут быть изготовлены ком-

позиции для капсул и картриджей, например, изготовленных из желатина, для использования ингаляторе 

или инсуфляторе, содержащие порошкообразную смесь соединения и пригодной порошкообразной ос-

новы, такой как лактоза или крахмал. Фармацевтическая композиция также может быть приготовлена 

для ректального введения в виде суппозитория или удерживающей клизмы, например, содержащих 

обычные основы для суппозиториев, такие как какао-масло или другие глицериды. 

V. Генная терапия. 

Химерная молекула по изобретению может быть получена in vivo у млекопитающего, например па-

циента, (для которого) использование генно-терапевтического подхода к лечению связанной с кровоте-

чением болезни или расстройства, выбранных из нарушения свертываемости крови, гемартроза, мышеч-

ного кровотечения, кровотечения в ротовой полости, кровоизлияния, кровоизлияния в мышцы, кровоиз-

лияния в полости рта, травмы, повреждения черепа, желудочно-кишечного кровотечения, внутричереп-

ного кровоизлияния, внутрибрюшного кровоизлияния, внутригрудного кровоизлияния, перелома кости, 

кровотечения в центральной нервной системе, кровотечения в заглоточном пространстве, кровотечения в 

забрюшинном пространстве, или кровоизлияния во влагалище подвздошно-поясничной мышцы будет 

терапевтически полезным. В одном варианте реализации изобретения связанная с кровотечением болезнь 

или расстройство представляют собой гемофилию. В другом варианте реализации изобретения связанная 

с кровотечением болезнь или расстройство представляют собой гемофилию А. При этом предусматрива-

ется введение пригодной химерной молекулы, кодирующей нуклеиновую кислоту, функционально свя-

занную с пригодными контрольными последовательностями экспрессии. В определенных вариантах реа-

лизации изобретения такие последовательности включены в вирусный вектор. Пригодные вирусные век-

торы для такой генной терапии включают аденовирусные векторы, лентивирусные векторы, бакулови-

русные векторы, векторы на основе вируса Эпштейна-Барр, паповавирусные векторы, векторы на основе 

вируса коровьей оспы, векторы на основе вируса простого герпеса и аденоассоциированные вирусные 

(AAV) векторы. Вирусный вектор может быть вирусным вектором с дефектом репликации. В других 

вариантах реализации изобретения аденовирусный вектор имеет делецию в его гене Е1 ген или гене Е3. 

В тех случаях, когда используется аденовирусный вектор, млекопитающее может не подвергаться воз-

действию нуклеиновой кислоты, кодирующей ген селектируемого маркера. В других вариантах реализа-

ции изобретения последовательности включены в невирусный вектор, известный квалифицированным 

специалистам в данной области техники. 

VI. Способы применения химерного белка. 

Настоящее изобретение дополнительно предусматривает способ снижения частоты или тяжести 

эпизода кровотечения у субъекта, нуждающегося в этом, с использованием химерной молекулы по изо-

бретению. Типичный способ включает введение субъекту, нуждающемуся в этом, терапевтически эф-

фективного количества химерной молекулы по изобретению. В других аспектах изобретение включает 



041588 

- 53 - 

способ предотвращения возникновения эпизода кровотечения у субъекта, нуждающегося в этом, с ис-

пользованием химерной молекулы по изобретению. В других аспектах композиция, содержащая ДНК, 

кодирующую рекомбинантный белок по изобретению, может быть введена субъекту, нуждающемуся в 

этом. В определенных аспектах изобретения, клетка, экспрессирующая химерную молекулу по изобрете-

нию, может быть введена субъекту, нуждающемуся в этом. В определенных аспектах изобретения фар-

мацевтическая композиция содержит (i) химерную молекулу, (ii) выделенную нуклеиновую кислоту, 

кодирующую химерную молекулу, (iii) вектор, содержащий нуклеиновую кислоту, кодирующую химер-

ную молекулу, (iv) клетку, содержащую выделенную нуклеиновую кислоту, кодирующую химерную 

молекулу и/или вектор, содержащий нуклеиновую (кислоту), кодирующую химерную молекулу, или (v) 

их комбинацию, и фармацевтические композиции дополнительно содержат приемлемый эксципиент или 

носитель. Эпизод кровотечения может быть вызван или возникнуть вследствие расстройства свертыва-

ния крови. Расстройство свертывания крови также может быть названо коагулопатией. В одном примере, 

расстройство свертывания крови, которое можно лечить фармацевтической композицией в соответствии 

с данным описанием, представляет собой гемофилию или болезнь фон Виллебранда (vWD). В другом 

примере, расстройство свертывания крови, которое можно лечить фармацевтической композицией в со-

ответствии с настоящим изобретением, представляет собой гемофилию А. В некоторых вариантах реали-

зации изобретения тип кровотечения, ассоциированного с состоянием кровотечения, выбирают из гемар-

троза, мышечного кровотечения, кровотечения в ротовой полости, кровоизлияния, кровоизлияния в 

мышцы, кровоизлияния в полости рта, травмы, повреждения черепа, желудочно-кишечного кровотече-

ния, внутричерепного кровоизлияния, внутрибрюшного кровоизлияния, внутригрудного кровоизлияния, 

перелома кости, кровотечения в центральной нервной системе, кровотечения в заглоточном пространст-

ве, кровотечения в забрюшинном пространстве, кровоизлияния во влагалище подвздошно-поясничной 

мышцы или любой их комбинации. В других вариантах реализации изобретения субъект, страдающий от 

состояния кровотечения, нуждается в хирургическом лечении, включая, например, хирургическую про-

филактику или периоперационную медицинскую помощь. В одном примере, хирургию выбирают из ма-

лого хирургического вмешательства и обширного хирургического вмешательства. Типичные примеры 

хирургических процедур включают удаление зуба, тонзиллэктомию, паховое грыжесечение, синовэкто-

мию, краниотомию, остеосинтез, травматологическую хирургию, интракраниальную хирургию, интрааб-

доминальную хирургию, интраторакальную хирургию, хирургию замены суставов (например, полное 

протезирование коленного сустава, протезирование тазобедренного сустава и т.п.), сердечную хирургию 

и кесарево сечение. В другом примере субъект получает сопутствующее лечение фактором IX. Посколь-

ку соединения по изобретению способны активировать FIXa, они могут быть использованы для предва-

рительной активации полипептида FIXa перед введением FIXa субъекту. Способы по изобретению могут 

практиковаться на субъекте, нуждающемся в профилактическом лечении или лечении "по требованию". 

Фармацевтические композиции, содержащие химерную молекулу по изобретению, могут быть составле-

ны для любого пригодного способа введения, включая, например, местное (например, трансдермальное 

или глазное), пероральное, буккальное, назальное, вагинальное, ректальное или парентеральное введе-

ние. Термин "парентеральный", в используемом в данном документе значении, включает подкожную, 

интрадермальную, интраваскулярную (например, внутривенную), внутримышечную, спинальную, внут-

ричерепную, интратекальную, внутриглазную, периокулярную, интраорбитальную, интрасиновиальную 

и интраперитонеальную инъекцию, а также любую подобную методику инъекции или инфузии. Компо-

зиция может быть также, например, суспензией, эмульсией, композицией с пролонгированным высвобо-

ждением, кремом, гелем или порошком. Композиция может быть составлена в виде суппозитория, с тра-

диционными связующими и носителями, такими как триглицериды. После подробного описания на-

стоящего изобретения его можно будет лучше понять со ссылкой на приведенные далее примеры, приве-

денные в данном документе только для иллюстрации и не ограничивающие изобретение. Все патенты и 

публикации, указанные в данном документе, положительным образом включены в данный документ в 

качестве ссылок. 

Примеры 

В примерах были использованы следующие материалы и способы, если не указано иное. 

Материалы и способы. 

В общем, в практике настоящего изобретения используются, если не указано иное, обычные мето-

дики химии, биофизики, молекулярной биологии, технологии рекомбинантных ДНК, иммунологии (осо-

бенно, например, технологии антител) и стандартные методы электрофореза. См., например, Sambrook, 

Fritsch and Maniatis, Molecular Cloning: Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989); Antibody Engineering 

Protocols (Methods in Molecular Biology), 510, Paul, S., Humana Pr (1996); Antibody Engineering: A Practical 

Approach (Practical Approach Series, 169), McCafferty, Ed., Irl Pr (1996); Antibodies: A Laboratory Manual, 

Harlow et al., CS.H.L. Press, Pub. (1999); и Current Protocols in Molecular Biology, eds. Ausubel et al., John 

Wiley & Sons (1992). 

Пример 1. Оценка тромбин-медиируемого высвобождения D'D3 различными конструктами VWF. 

Этот пример оценивает кинетику тромбин-медиируемого высвобождения D'D3 при 37°С различ-

ными конструктами VWF, проиллюстрированными на фиг. 2. Эксперименты Biocore проводились с кон-
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структами VWF-Fc, содержащими разные расщепляемые тромбином линкеры между доменом D'D3 VWF 

и Fc. Конечной целью является использование информации, полученной при гидролизе тромбином 

VWF-Fc, по отношению к гетеродимерам FVIII-VWF, описанным в данном документе. Все конструкты 

VWF-D'D3 пропускались над чипом для достижения плотностей связывания белка в диапазоне значений 

100-700 RU. После связывания конструкта VWF с чипом, 5 ед./мл тромбина вводят в объем нал поверх-

ностью на 5 мин. Fc остается связанным с чипом, в то время как D'D3 в расщепляемых конструктах вы-

свобождается. Строили график зависимости скорости (RU/c) от плотности захвата (RU), как проиллюст-

рировано на фиг. 3 и 4. Скорость расщепления пропорциональна начальной плотности захвата, а наклон 

кривой является мерой восприимчивости каждого конструкта к расщеплению тромбином. 

Фиг. 3 иллюстрирует, что VWF-052 (не имеющий сайта расщепления тромбином в линкерной об-

ласти), как ожидалось, не расщепляется тромбином. Величина скорости для VWF-039 (LVPR с сайтом 

PAR1) сопоставима со скоростью расщепления FVIII (данные не приведены). Таким образом, VWF-039 

служит точкой отсчета для полного высвобождения D'D3 от Fc. Соотношения величин наклона для раз-

личных конструктов VWF-Fc по отношению к VWF-039 использовали для определения эффективности 

расщепления тромбином. VWF-039 (LVPR с сайтом PAR1) расщепляется тромбин в около 70-80 раз бы-

стрее, чем VWF-031 (LVPR). VWF-51 (ALRPRVV) расщепляется в 1,8 раза быстрее, чем VWF-031 

(LVPR). VWF-034, содержащий 288 XTEN рядом с (along) сайтом LVPR, демонстрировал более медлен-

ное расщепление по сравнению с VWF-031. Были также получены конструкты VWF-Fc путем введения 

разных кислотных областей (a1, a2 и а3) белка FVIII в линкерную область. VWF-055, содержащий об-

ласть а2 между D'D3 и областью Fc, демонстрирует расщепление тромбином, близкое к конструкту 

VWF-039. Как проиллюстрировано на фиг. 4, VWF-054 (область a1) и VWF-056 (область а3) продемон-

стрировали в около 5 раз более медленное расщепление тромбином. 

Фиг. 5 иллюстрирует величины наклона кривых расщепления тромбином для разных конструктов 

VWF. Из этих результатов следует, что кислотная область 2 (а2) FVIII является высокоэффективным 

сайтом расщепления тромбином, и она была включена в гетеродимеры FVIII-VWF, как описано в данном 

документе. 

Пример 2. Оценка гемостатической способности гетеродимеров FVIII/VWFD'D3 с помощью анали-

за методом ROTEM цельной крови пациента с гемофилией А (HemA). 

Гетеродимеры FVIII/VWFD'D3, содержащие разные расщепляемые тромбином линкеры, оценивали 

с помощью анализа методом ROTEM (ротационной тромбоэластометрии) цельной крови донора с гемо-

филией А (HemA) на их способность влиять на гемостаз. Образец цельной крови брали у донора с тяже-

лой гемофилией А, сопровождающейся повышенной кровоточивостью, с использованием цитрата натрия 

в качестве антикоагулянта. Через 40 мин после взятия образца крови, варианты гетеродимера 

FVIII/VWFD'D3, содержащие разные расщепляемые тромбином линкеры -FVIII155/VWF031 (48 амино-

кислот, сайт LVPR), FVIII155/VWF039 (26 аминокислот, сайт LVPR+PAR1), FVIII155/VWF055 (34 ами-

нокислоты, а2 из FVIII) разводили в образце цельной крови до конечной концентрации, составляющей 

100, 30, 10 и 3% от нормальной, при измерении методом хромогенного анализа FVIII. Немедленно после 

прибавления гетеродимеров FVIII/VWFD'D3, реакцию ROTEM запускали путем прибавления CaCl2. 

Время свертывания (время до достижения амплитуды 2 мм от начала теста) регистрировали с помощью 

инструмента и строили график зависимости от концентрации FVIII в образцах (фиг. 6). Было выдвинуто 

предположение, что более сильнодействующий гетеродимер FVIII/VWFD'D3 будет индуцировать более 

быстрый процесс свертывания, приводя, таким образом, к более коротким временам свертывания по 

сравнению с менее активным гетеродимером FVIII/VWFD'D3. Как показано на фиг. 6, образцы с добав-

лением гетеродимера FVIII/VWF039 имели самое коротикое время свертывания при всех протестирован-

ных концентрациях, а образцы с добавлением гетеродимера FVIII/VWF031 имели самое большое время 

свертывания при всех концентрациях. Время свертывания образцов с добавлением гетеродимера 

FVIII155/VWF055 имеет промежуточные значения. Таким образом, гемостатическая способность изме-

няется в порядке FVIII155/VWF039>FVIII155/VWF055>FVIII155/VWF031. Поскольку единственным 

отличием между этими тремя молекулами являются расщепляемые тромбином линкеры между белком 

VWF и Fc-областью, результаты указывают, что линкер, содержащий сайт LVPR и мотив экзосайта вза-

имодействия PAR1 и область а2 FVIII, функционирует лучше, чем один лишь сайт LVPR. 

Пример 3. Оценка активности гетеродимеров FVIII/VWF. 

Гетеродимерные конструкты FVIII-XTEN/VWF трансфицировали в клетки HEK293F с использова-

нием трех плазмид: первая экспрессировала FVIII-XTEN-Fc, вторая экспрессировала VWF-XTEN-Fc и 

третья экспрессировала РАСЕ. Для трансфекции использовали стандартный протокол с полиэтиленими-

ном (PEI) и после 5 дней трансфекции собирали среду тканевых культур. Из сред были выделены раз-

личные комбинации гетеродимеров FVIII-VWF. Активность очищенного белка тестировали с использо-

ванием как хромогенного (двухстадийный), так и АЧТВ (одностадийный) анализов свертывания с ис-

пользованием стандартных протоколов. Введение кислотной области 2 (а2) FVIII или между FVIII и Fc, 

или между D'D3 и Fc (как указано в табл. 7А и на фиг. 7) улучшает АЧТВ-активность гетеродимера 

FVIII-VWF, как показано в табл. 7С. Например, гетеродимер FVIII169/VWF059 имеет сайт расщепления 

тромбином а2 в линкерной области D'D3-Fc и имеет лучшую АЧТВ-активность, чем FVIII169/VWF057, 
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который содержит тромбиновый сайт LVPR в линкере D'D3Fc, как показано в табл. 7С. Аналогично, 

включение области а2 между FVIII и Fc увеличивает одностадийную свертывающую активность гетеро-

димера, как видно по улучшенному соотношению результатов хромогенного и АЧТВ-анализов для 

FVIII286/VWF059 и FVIII286/VWF062, как показано в табл. 7В. 

Таблица 7А 

 
 

Таблица 7В 

 
 

Таблица 7С 

 

 
Пример 4. Острая эффективность гетеродимеров FVIII-XTEN-Fc/D'D3-XTEN-Fc в модели кровоте-

чения HemA-мышей с обрезанным кончиком хвоста. 

Острую эффективность гетеродимеров, содержащих разные расщепляемые тромбином линкеры, 

оценивали с использованием модели кровотечения HemA-мышей с обрезанным кончиком хвоста. 

Самцов HemA-мышей в возрасте 8-12 недель рандомизировали на 5 экспериментальных групп и 

проводили им однократное внутривенное введение SQ BDD-FVIII, rFVIII169/VWF034, 

rFVIII169/VWF057, rFVIII169/VWF059 или раствора носителя, соответственно. Для имитации эпизоди-

ческого лечения с помощью FVIII (для восстановления до 50-100% нормального уровня FVIII в плазме), 

выбранная лечебная доза FVIII составляла 75 МЕ/кг при измерении по АЧТВ-активности FVIII. При та-

ком уровне дозировки, все тестируемые варианты FVIII будут восстанавливать ок. 70% от нормальной 

FVIII-активности в плазме мышей через 5 мин после введения дозы. 

Процедуру обрезания кончика хвоста проводили следующим образом. Вкратце, мышей анестезиро-

вали коктейлем 50 мг/кг кетамина/0,5 мг/кг дексмедетомидина до травмы хвоста и помещали на грелку-

подушку при 37°С для поддержания температуры тела. Хвосты мышей затем погружали в нагретый до 

37°С солевой раствор на 10 мин для расширения латеральной вены. После расширения вены, варианты 

FVIII или раствор носителя вводили инъекцией через хвостовую вену и кончик хвоста затем отрезали на 

расстоянии 5 мм от конца с помощью скальпеля № 11 с прямым лезвием через 5 мин после введения до-

зы. Вытекающую кровь собирали в 13 мл солевого раствора с температурой 37 С в течение 30 мин, и 

объем потери крови определяли по изменению веса пробирки с собранной кровью: объем потери кро-

ви=(вес пробирки в конце определения-начальный вес+0,10) мл. Проводят статистический анализ с ис-

пользованием t-критерия (тест Колмогорова-Смирнова) и однофакторный дисперсионный анализ (тест 

Крускал-Уоллис, апостериорный анализ: критерий Данна с многократным сравнением). Строили график 

объема потери крови для каждого индивидуального животного в исследованиях, приведенный на фиг. 8. 

Значительное снижение объема потери крови наблюдалось для всех экспериментальных групп FVIII по 

сравнению с животными, получавшими носитель (р<0,05, табл. 8). Аналогичное снижение потери крови 

наблюдалось для всех экспериментальных групп гетеродимеров по сравнению с введением BDD-FVIII 

(р>0,5, табл. 8), что позволяет предположить, что молекулы гетеродимера могут потенциально быть та-

кими же эффективными, как и SQ BDD-FVIII при лечении по необходимости. 
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Таблица 8. β-значение для теста Колмогорова-Смирнова 
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Приведенное выше описание конкретных вариантов реализации настолько полно раскрывает об-

щий смысл изобретения, что посторонние лица смогут, используя знания, доступные специалистам в 

данной области техники, легко модифицировать и/или адаптировать для различных применений такие 

конкретные варианты реализации изобретения без ненадлежащего экспериментирования, не отходя от 

общей идеи настоящего изобретения. Таким образом, такие адаптации и модификации рассматриваются 

как не выходящие за пределы значений и объема эквивалентов раскрытых вариантов реализации изобре-

тения на основании описания и рекомендаций, приведенных в данном документе. Следует понимать, что 

фразеология или терминология в данном документе используются в целях описания, а не ограничения, 

так что терминология или фразеология данного описания заявки должны рассматриваться квалифициро-

ванным специалистом в свете описания и рекомендаций. 

Другие варианты реализации изобретения будут очевидны квалифицированным специалистам в 

данной области техники из описания заявки и практики изобретения, раскрытых в данном документе. 

Следует понимать, что описание заявки и примеры должны рассматриваться только как иллюстратив-

ные, а действительные объем и сущность изобретения определяются приведенной далее формулой изо-

бретения. Все патенты и публикации, приведенный в данном документе, включены в него в качестве 

ссылок в полном объеме. 

Данная заявка заявляет приоритет по предварительной заявке на патент США № 61/840872, подан-

ной 28 июня 2013 г. Содержание вышеуказанной заявки включено в данный документ в качестве ссылки 

в полном объеме. 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Химерная молекула, способная связываться с белком FVIII и содержащая белок фактора фон 

Виллебранда (VWF), гетерологичный фрагмент (H1), последовательность удлиненного рекомбинантного 

полипептида (XTEN) и линкер VWF, соединяющий белок VWF с гетерологичным фрагментом, причем 

белок VWF содержит домен D' и домен D3 VWF; причем линкер VWF содержит область а2 из фактора 

VIII (FVIII); причем последовательность XTEN соединена с белком VWF, гетерологичным фрагментом 

(H1), линкером VWF или любой их комбинацией. 

2. Химерная молекула по п.1, отличающаяся тем, что последовательность XTEN соединяет белок 

VWF с линкером VWF или линкер VWF с гетерологичным фрагментом. 

3. Химерная молекула по п.1 или 2, дополнительно содержащая вторую полипептидную цепь, кото-

рая содержит белок FVIII, причем первая полипептидная цепь представляет собой химерную молекулу, 

состоящую из белка VWF, гетерологичного фрагмента (H1), и обе цепи ассоциированы друг с другом. 

4. Химерная молекула по п.3, отличающаяся тем, что белок FVIII дополнительно содержит допол-

нительную последовательность XTEN. 
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5. Химерная молекула по п.3 или 4, отличающаяся тем, что вторая полипептидная цепь дополни-

тельно содержит второй гетерологичный фрагмент (Н2). 

6. Химерная молекула, способная связываться с белком FVIII и содержащая первую полипептид-

ную цепь, которая содержит белок VWF, гетерологичный фрагмент (H1) и линкер VWF, соединяющий 

белок VWF и гетерологичный фрагмент (H1), и вторую полипептидную цепь, содержащую белок FVIII и 

последовательность XTEN, причем белок VWF содержит домен D' и домен D3 VWF; 

причем линкер VWF в первой полипептидной цепи содержит область а2 из фактора VIII (FVIII); 

причем первая полипептидная цепь и вторая полипептидная цепь ассоциированы друг с другом. 

7. Химерная молекула по п.6, содержащая дополнительную последовательность XTEN, которая со-

единена с белком VWF, гетерологичным фрагментом, линкером VWF или любой их комбинацией. 

8. Химерная молекула по п.6 или 7, содержащая второй гетерологичный фрагмент (Н2), соединен-

ный с белком FVIII, последовательностью XTEN или обоими. 

9. Химерная молекула по любому из пп.1-8, отличающаяся тем, что по меньшей одна из последова-

тельностей XTEN содержит около 42 аминокислот, около 72 аминокислот, около 108 аминокислот, около 

144 аминокислот, около 180 аминокислот, около 216 аминокислот, около 252 аминокислот, около 288 

аминокислот, около 324 аминокислот, около 360 аминокислот, около 396 аминокислот, около 432 амино-

кислот, около 468 аминокислот, около 504 аминокислот, около 540 аминокислот, около 576 аминокислот, 

около 612 аминокислот, около 624 аминокислот, около 648 аминокислот, около 684 аминокислот, около 

720 аминокислот, около 756 аминокислот, около 792 аминокислот, около 828 аминокислот, около 836 

аминокислот, около 864 аминокислот, около 875 аминокислот, около 912 аминокислот, около 923 амино-

кислот, около 948 аминокислот, около 1044 аминокислот, около 1140 аминокислот, около 1236 амино-

кислот, около 1318 аминокислот, около 1332 аминокислоты, около 1428 аминокислот, около 1524 амино-

кислот, около 1620 аминокислот, около 1716 аминокислот, около 1812 аминокислот, около 1908 амино-

кислот или около 2004 аминокислот. 

10. Химерная молекула по любому из пп.1-9, отличающаяся тем, что по меньшей мере одна после-

довательность XTEN выбрана из АЕ42, АЕ72, АЕ864, АЕ576, АЕ288, АЕ144, AG864, AG576, AG288, 

AG144, SEQ ID NO: 39; SEQ ID NO: 40; SEQ ID NO: 47; SEQ ID NO: 45; SEQ ID NO: 44; SEQ ID NO: 41; 

SEQ ID NO: 48; SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 44 и SEQ ID NO: 42. 

11. Химерная молекула по любому из пп.1-10, отличающаяся тем, что линкер VWF содержит ука-

занную область а2, которая содержит аминокислотную последовательность, по меньшей мере на около 

90, около 95 или на 100% идентичную участку от Glu720 по Arg740, соответствующим полноразмерному 

FVIII, причем область а2 способна расщепляться тромбином. 

12. Химерная молекула по п.11, отличающаяся тем, что линкер VWF содержит область а2, содер-

жащую SEQ ID NO: 4. 

13. Химерная молекула по любому из пп.1-12, отличающаяся тем, что (а) домен D' белка VWF со-

держит аминокислотную последовательность, по меньшей мере на около 90, около 95, около 96, около 

97, около 98, около 99 или на 100% идентичную аминокислотам 764-866 последовательности SEQ ID 

NO: 2; (b) домен D3 белка VWF содержит аминокислотную последовательность, по меньшей мере на 

около 90, около 95, около 96, около 97, около 98, около 99 или на 100% идентичную аминокислотам 867-

1240 последовательности SEQ ID NO: 2; или как (а), так и (b). 

14. Химерная молекула по любому из пп.1-13, отличающаяся тем, что последовательность белка 

VWF содержит аминокислоты 764-1240 последовательности SEQ ID NO: 2. 

15. Химерная молекула по п.14, отличающаяся тем, что белок VWF дополнительно содержит домен 

VWF, выбранный из группы, состоящей из домена D1, домена D2, доменов D1 и D2, домена А1, домена 

А2, домена A3, домена D4, домена В1, домена В2, домена В3, домена С1, домена С2, домена CK, одного 

или более их фрагментов и любых их комбинаций. 

16. Химерная молекула по любому из пп.1-15, отличающаяся тем, что белок VWF состоит из: (1) 

доменов D' и D3 VWF или их фрагментов; (2) доменов D1, D' и D3 VWF или их фрагментов; (3) доменов 

D2, D' и D3 VWF или их фрагментов; (4) доменов D1, D2, D' и D3 VWF или их фрагментов; или (5) до-

менов D1, D2, D', D3 и A1 VWF или их фрагментов. 

17. Химерная молекула по любому из пп.1-16, отличающаяся тем, что гетерологичный фрагмент 

(H1) содержит константную область иммуноглобулина или ее участок; тем, что второй гетерологичный 

фрагмент (Н2) содержит константную область иммуноглобулина или ее участок; или тем, что H1 и Н2 

оба содержат константную область иммуноглобулина. 

18. Химерная молекула по п.16, отличающаяся тем, что первый гетерологичный фрагмент (H1) со-

держит Fc-область; тем, что второй гетерологичный фрагмент (Н2) содержит Fc-область; или тем, что H1 

и Н2 оба содержат Fc-область. 

19. Химерная молекула по любому из пп.5 и 8-18, отличающаяся тем, что первый гетерологичный 

фрагмент (H1) представляет собой Fc-область и второй гетерологичный фрагмент (Н2) представляет со-

бой Fc-область, причем H1 и Н2 ассоциированы друг с другом с помощью ковалентной связи. 

20. Полинуклеотид, кодирующий химерную молекулу по любому из пп.1-19 или комплементарную 

ей последовательность. 
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21. Вектор, содержащий полинуклеотид по п.20 и один или более промоторов, функционально свя-

занных с полинуклеотидом. 

22. Клетка-хозяин, содержащая полинуклеотид по п.20 или вектор по п.21. 

23. Фармацевтическая композиция для снижения частоты или тяжести эпизода кровотечения, или 

предотвращения возникновения эпизода кровотечения у субъекта, нуждающегося в этом, содержащая 

химерную молекулу по любому из пп.1-19 и фармацевтически приемлемый носитель. 

24. Способ снижения частоты или тяжести эпизода кровотечения у субъекта, нуждающегося в этом, 

включающий введение эффективного количества химерной молекулы по любому из пп.1-19 или поли-

нуклеотида по п.20. 

25. Способ предотвращения возникновения эпизода кровотечения у субъекта, нуждающегося в 

этом, включающий введение эффективного количества химерной молекулы по любому из пп.1-19 или 

полинуклеотида по п.20. 

26. Способ получения химерной молекулы по любому из пп.1-19, включающий трансфекцию одной 

или более клеток-хозяев полинуклеотидом по п.20 и обеспечение экспрессии химерной молекулы в клет-

ке-хозяине. 
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