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Перекрестная ссылка на родственные заявки 

Заявка на настоящий патент испрашивает приоритет предварительной патентной заявки США с се-
рийным номером 61/599400, поданной 15 февраля 2012 г., которая включена в данный документ в виде 
ссылки. 

Перечень последовательностей 

Настоящее приложение содержит перечень последовательностей, которые были представлены в 
формате ASCII с помощью EFS-Web, и включены в данном документе в виде ссылки в своем полном 
объеме. Указанная копия ASCII, созданная 11 июля 2012 года, называется 32887346.txt и имеет размер 
13344768 байт. 

Уровень техники 

Фактор VIII представляет собой важный компонент внутреннего пути каскада свертывания крови. 
В кровообращении фактор VIII, в основном, образует комплекс с фактором фон Виллебранда. После ак-
тивация тромбином (фактор IIa), он диссоциирует из комплекса для того, чтобы взаимодействовать с 
фактором IXa во внутреннем каскаде свертывания, который, в свою очередь, активирует фактор X. После 
удаления из комплекса фактора фон Виллебранда, активированный фактор VIII протеолитически инак-
тивируют с помощью активированного протеина C (APC), фактора Xa и фактора IXa, и быстро выводят 
из кровотока. Когда образуется комплекс с нормальным протеином фактора фон Виллебранда, время 
полужизни фактора VIII составляет приблизительно 12 ч, в то время как при отсутствии фактора фон 
Виллебранда, время полужизни фактора VIII снижено до 2 ч (Tuddenham EG, et al., Br J Haematol. (1982) 
52(2):259-267). 

При гемофилии, свертывание крови нарушается из-за отсутствия некоторых факторов свертывания 
плазмы крови. Гемофилия представляет собой дефицит фактора VIII, и является рецессивно сцепленной 
с полом, расстройством X-хромосомы, которое представляет 80% случаев гемофилии. Стандарт меди-
цинской помощи для управления гемофилией A представляет собой заместительную терапию с концен-
тратами рекомбинантного фактора VIII. Субъекты с тяжелой формой гемофилии A имеют циркулирую-
щие уровни прокоагулирующего фактора VIII ниже 1-2% нормы, и, как правило, при профилактической 
терапии с целью поддержания фактора VIII выше 1% между дозами, которую обычно выполняют с по-
мощью обеспечения фактора VIII от двух до трех раз в неделю. Лица с умеренно тяжелой формой гемо-
филии (уровни фактора VIII составляет 2-5% нормы) составляют 25-30% случаев гемофилии и проявля-
ют кровотечения после незначительный травмы. Лица с легкой формой гемофилии A (уровни фактора 
VIII составляют 5-40% нормы) составляют 15-20% всех случаи гемофилии, а кровотечение начинается 
только после значительной травмы или операции. 

In vivo активность экзогенно обеспечиваемого фактора VIII ограничена как коротким временем по-
лужизни протеина, так и ингибиторами, которые связываются с фактором VIII и понижают или подав-
ляют гемостатическую функцию. 

До 30% пациентов с гемофилией, которые получают экзогенно-обеспечиваемый фактор VIII, по-
вышают иммунный ответ IgG, направленный на фактор VIII (Towfighi, F., et al. Comparative measurement 
of anti-factor VIII antibody by Bethesda assay and ELISA reveals restricted isotype profile and epitope specific-
ity. Acta Haematol (2005) 114:84-90), который может привести к полному ингибированию его прокоагу-
лянтной активности и/или обеспечивает более быстрое выведение фактора VIII (Briët E et al. High titer 
inhibitors in severe haemophilia A. A meta-analysis based on eight long-term follow-up studies concerning in-
hibitors associated with crude or intermediate purity factor VIII products. Throm. Haemost. (1994) 72: 162-164). 
Антитела IgG, которые называют ингибиторами FVIII, прежде всего направлены на домены A2, A3 и C2 
(Scandella D et al. Localization of epitopes for human factor VIII inhibitor antibodies by immunoblotting and 
antibody neutralization. Blood (1989) 74:1618-1626), но могут выступать также против доменов A1, B и C1. 
Таким образом, варианты лечения в случае пациентов с ингибиторами FVIII ограничены. 

Большие протеины, такие как фактор VIII, как правило, вводят внутривенно таким образом, что ле-
карственный препарат непосредственно доступен в кровотоке. Ранее было показано, что немодифициро-
ванный фактор VIII, который вводят внутримышечно, дает максимальный циркулирующий уровень 
только 1,4% от нормального уровня в плазме (Pool et al., Ineffectiveness of Intramuscularly Injected Factor 
VIII Concentrate in Two Hemophilic Patients. New England J. Medicine (1966) 275(10):547-548). Компози-
ции, которые могут быть введены другим путем, не внутривенно, могли бы значительно упростить их 
использование, повысить безопасности и привести к существенной экономии средств. 

Химические модификации терапевтического протеина может изменить его in vivo скорость выведе-
ния и следующее время полужизни в сыворотке. Одним из примеров общей модификации является до-
бавление фрагмента полиэтиленгликоля (PEG), как правило, в сочетании с протеином, посредством аль-
дегидной или N-гидроксисукцинимидной (NHS) группы при реагировании PEG с аминогруппой (напри-
мер, с боковой цепью лизина или N-концом). Несмотря на это, этап конъюгации может привести к обра-
зованию смесей гетерогенных продуктов, которые требуют экстракции, очистки и/или других дополни-
тельных способов, все из которых обязательно влияют на выход продукта и контроль качества. Кроме 
того, фармакологическая функция факторов свертывания может быть затруднена, если боковые цепи 
аминокислоты в непосредственной области от его связывающего сайта модифицируются с помощью 
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способа пегилирования. Другие подходы содержат генетическое слияние домена Fc с терапевтическим 
протеином, который увеличивает размер терапевтического протеина, следовательно снижая скорости 
выведения через почки. В отдельных случаях, домен Fc наделяет способностью связываться с и быть 
переработанным из лизосом с помощью рецептор FcRn, что приводит к увеличенному фармакокинетиче-
скому времени полужизни. К сожалению, во время рекомбинантной экспрессии домен Fc не изгибается 
эффективно, и имеет тенденцию к образованию нерастворимых осадков, известных как тельца включе-
ния. Эти тельца включения должны быть солюбилизированы, а функциональный протеин должен быть 
ренатурирован из неправильно упакованного агрегата, что является трудоемким, неэффективным и доро-
гостоящим способом. 

Сущность изобретения 

Настоящее изобретение относится к новым композициям гибридного белка фактора свертывания 
VIII и их использованиям. В частности, композиции, которые обеспечивают в данном документе, прежде 
всего используют для лечения или улучшение состояния, связанного с гемофилией A, недостатками фак-
тора VIII, нарушениями свертываемости и коагулопатии. В отдельном аспекте, настоящее изобретение 
обеспечивает композиции изолированных гибридных белков, которые содержат фактор VIII (FVIII) и 
один или несколько из расширенных рекомбинантных полипептидов (XTEN), при том, что гибридный 
белок проявляет прокоагулянтную активность. Субъект XTEN, используемый для построения подобных 
гибридных белков, представляет собой, как правило, полипептид с неповторяющейся последовательно-
стью и неструктурированной конформацией. В отдельном варианте осуществления настоящего изобре-
тения один или несколько XTEN связаны с фактором свертывания FVIII ("CF"), выбранным из природ-
ного фактора VIII человека, удаленных последовательностей В-доменов фактора VIII ("FVIII BDD") и 
вариантов их последовательностей (все вышеизложенное совместно "FVIII" или "CF"), что приводит к 
гибридному белку рекомбинантного фактора VIII-XTEN ("CFXTEN"). Полипептидный компонент фак-
тора VIII CFXTEN содержит домен A1, домен A2, домен C1, домен C2, и, необязательно, домен B или 
его часть. В отдельных вариантах осуществления настоящего изобретения FVIII дополнительно характе-
ризуется с помощью трансдифференцировки вышеупомянутых доменов, для того, чтобы они содержали 
кислый спейсер a1, a2 и a3. В дополнительном варианте осуществления настоящее изобретение относит-
ся к фармацевтическим композициям, которые содержат гибридные белки и их использования в спосо-
бах и схемах лечения состояний, связанных с фактором VIII. Композиции CFXTEN имеют повышенные 
фармакокинетические и фармакологические свойства, по сравнению с FVIII, не связанным с XTEN, что 
может позволить более удобное дозирование и улучшенную эффективность. 

В первом аспекте, настоящее изобретение относится к гибридным белкам рекомбинантного факто-
ра VIII, которые содержат полипептид фактора VIII и один или несколько расширенных рекомбинантных 
полипептидов (XTEN), связанный с фактором VIII. В отдельных вариантах осуществления настоящее 
изобретение обеспечивает гибридные белки рекомбинантного фактора VIII, которые содержат полипеп-
тид фактора VIII и по меньшей мере один расширенный рекомбинантный полипептид (XTEN), при том, 
что указанный полипептид фактора VIII содержит домен A1, который содержит кислый участок-спейсер 
a1, домен A2, который содержит кислый участок-спейсер a2, домен A3, который содержит кислый уча-
сток-спейсер a3, домен C1, домен C2 и, необязательно, весь, или часть, домен B, и, отличающиеся тем, 
что указанный по меньшей мере один XTEN связан с указанным полипептидом фактора VIII на (i) C-
конце указанного полипептида фактора VIII; (ii) в домене B указанного полипептида фактора VIII, если 
присутствует весь, или его часть, домен B; (iii) в домене A1 указанного полипептида фактора VIII; (iv) в 
домене A2 указанного полипептида фактора VIII; (v) в домене A3 указанного полипептида фактора VIII; 
(vi) в домене C1 указанного полипептида фактора VIII; (vii) в домене C2 указанного полипептида факто-
ра VIII; (viii) на N-конце указанного полипептида фактора VIII, или (ix) между двумя доменами указан-
ного полипептида фактора VIII, отличающегося тем, что гибридный белок сохраняет по меньшей мере 
около 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 300, 400 или 500% прокоагулянтной активности, при из-
мерении с помощью in vitro анализа коагулирующей активности, по сравнению с соответствующим фак-
тором VIII, не связанным с XTEN. В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения в пре-
дыдущем гибридном белке рекомбинантного фактора VIII по меньшей мере один XTEN связан с указан-
ным полипептидом фактора VIII в пределах сайта, или в пределах 1-6 аминокислот сайта, выбранного из 
табл. 5, табл. 6, табл. 7, табл. 8 и табл. 9. В дополнительных вариантах осуществления настоящее изобре-
тение обеспечивает гибридные белки рекомбинантного фактора VIII, которые содержат полипептид фак-
тора VIII и по меньшей мере первый расширенный рекомбинантный полипептид (XTEN), отличающийся 
тем, что указанный полипептид фактора VIII содержит домен A1, который содержит кислый участок-
спейсер a1, домен A2, который содержит кислый участок-спейсер a2, домен A3, который содержит кис-
лый участок-спейсер a3, домен C1, домен C2 и, необязательно, весь, или его часть, домен B, и отличаю-
щиеся тем, что указанный первый XTEN связан с указанным полипептидом фактора VIII на (i) C-конце 
указанного полипептида фактора VIII; (ii) в домене B указанного полипептида фактора VIII, если при-
сутствует весь домен B, или его часть; (iii) в домене A1 указанного полипептида фактора VIII; (iv) в до-
мене A2 указанного полипептида фактора VIII; (v) в домене A3 указанного полипептида фактора VIII; 
(vi) в домене C1 указанного полипептида фактора VIII; или (vii) в домене C2 указанного полипептида 



041874 

- 3 - 

фактора VIII; и если, по сравнению с соответствующим протеином фактора VIII, не связанным с XTEN, 
гибридный белок (a) сохраняет по меньшей мере около 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90% 100, 200, 300, 
400 или 500% прокоагулянтной активности в in vitro анализе коагулирующей активности, описанном в 
данном документе или других подобных анализах, известных в данном уровне техники, и/или (b) прояв-
ляет сниженное связывание с анти-фактор VIII антителом в in vitro анализе связывания, описанном в 
данном документе, или других подобных анализах, известных в данном уровне техники. В дополнитель-
ном варианте осуществления настоящее изобретение, в предыдущем гибридном белке рекомбинантного 
фактора VIII по меньшей мере один XTEN связан с указанным полипептидом фактора VIII в пределах 
сайта или в пределах 1-6 аминокислот сайта, выбранного из табл. 5, 6, 7, 8 и 9. В дополнительных вари-
антах осуществления настоящее изобретение обеспечивает гибридные белки рекомбинантного фактора 
VIII, которые содержат полипептид фактора VIII и по меньшей мере первый расширенный рекомбинант-
ный полипептид (XTEN), отличающиеся тем, что указанный полипептид фактора VIII содержит домен 
A1, который содержит кислый участок-спейсер a1, домен A2, который содержит кислый участок-спейсер 
a2, домен A3, который содержит кислый участок-спейсер a3, домен C1, домен C2 и, необязательно, весь, 
или его часть, домен B, и, отличающийся тем, что указанный первый XTEN связан с указанным поли-
пептидом фактора VIII в пределах инсерционного сайта, выбранные из табл. 6 и табл. 7 и, отличающиеся 
тем, что гибридный белок сохраняет по меньшей мере около 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 
300, 400 или 500% прокоагулянтной активности, при измерении с помощью in vitro анализа коагули-
рующей активности, описанного в данном документе, или других подобных анализов, известных в дан-
ном уровне техники, по сравнению с соответствующим протеином фактора VIII, не связанным с XTEN. 
Неограничивающие примеры протеина фактора VIII, не связанного с XTEN содержат природный FVIII, 
BDD FVIII, pBC100 и последовательности из табл. 1. В дополнительном варианте осуществления гиб-
ридного белка рекомбинантного фактора VIII полипептид фактора VIII имеет по меньшей мере около 
80% идентичности последовательности, или 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%, до около 
100% идентичности последовательности с последовательностью, выбранной из группы, которая состоит 
из последовательностей из табл. 1, последовательность проиллюстрирована на фиг. 3, и последователь-
ность проиллюстрирована на фиг. 4, при оптимальном выравнивании. В еще одном дополнительном ва-
рианте осуществления настоящего изобретения гибридный белок содержит по меньшей мере другой по-
хожий XTEN, связанный с указанным полипептидом фактора VIII на C-конце указанного полипептида 
фактора VIII, или в пределах, или, необязательно, заменяет домен B указанного полипептида фактора 
VIII. В специфическом варианте осуществления настоящего изобретения, гибридный белок содержит по 
меньшей мере одну последовательность XTEN, которая располагается в пределах, или, необязательно, 
заменяет домен B указанного полипептида фактора VIII. В дополнительном специфическом варианте 
осуществления настоящего изобретения гибридный белок на C-конце указанного полипептида фактора 
VIII содержит по меньшей мере одну последовательность XTEN, связанную с указанным полипептидом 
фактора VIII. В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения гибридный белок рекомби-
нантного фактора VIII содержит вариант фактора VIII человека без В-домена, при том, что делеция В-
домена начинается с первого положения около аминокислотного остатка с номером от 741 до около 750 
и заканчивается на втором положении на аминокислотном остатке с номером от 1635 до около 1648 по 
отношению к непроцессированной последовательности фактора VIII человека, как проиллюстрировано 
на фиг. 3. В дополнительном варианте осуществления настоящего изобретения гибридный белок реком-
бинантного фактора VIII содержит первую последовательность XTEN, связанную с указанным полипеп-
тидом фактора VIII на C-конце указанного полипептида фактора VIII, и по меньшей мере второй XTEN в 
пределах или заменяющий домен B указанного полипептида фактора VIII, отличающийся тем, что вто-
рой XTEN связан с C-концевым концом около аминокислотного остатка с номером от 741 до около 750 и 
с N-концевым концом аминокислотного остатка с номерами от 1635 до около 1648 по отношению к не-
процессированной последовательности фактора VIII человека, как проиллюстрировано на фиг. 3, отли-
чающийся тем, что суммарная длина XTEN составляет по меньшей мере около 100 аминокислотных ос-
татков. В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения в предыдущем гибридном белке, 
второй XTEN связывает аминокислоты фактора VIII между N745 и P1640, или между S743 и Q1638, или 
между P747 и V1642, или между N745 и Q1656, или между N745 и S1657, или между N745 и T1667, или 
между N745 и Q1686, или между R747 и V1642 или между T751 и T1667. В отдельном варианте осуще-
ствления настоящего изобретения гибридный белок рекомбинантного фактора VIII содержит последова-
тельность, которая имеет по меньшей мере около 80% идентичности последовательности, или по мень-
шей мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, или по меньшей 
мере около 93%, или по меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей ме-
ре около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по меньшей мере 
около 99%, до около 100% идентичности последовательности, по сравнению с последовательностью со-
поставимой длины, выбранный из табл. 21, при оптимальном выравнивании. В дополнительном варианте 
осуществления настоящего изобретения гибридный белок рекомбинантного фактора VIII содержит по 
меньшей мере второй XTEN, необязательно, третий XTEN, необязательно, четвертый XTEN, необяза-
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тельно, пятый XTEN и, необязательно, шестой XTEN, при том, что каждый из второго, третьего, четвер-
того, пятого, или шестого XTEN связан с указанным полипептидом фактора VIII во втором, третьем, 
четвертом, пятом или шестом сайте, выбранном из группы, которая состоит из инсерционного сайта из 
табл. 5, 6, 7, 8 и 9; расположение в пределах 6 аминокислот от аминокислотного остатка 32, 220, 224, 336, 
339, 390, 399, 416, 603, 1656, 1711, 1725, 1905 и 1910 зрелого фактора VIII; расположение между любыми 
двумя соседними доменами указанного полипептида фактора VIII, при том, что указанные два соседние 
домены выбраны из группы, которая состоит из доменов A1 и A2, из доменов A2 и В, из доменов B и A3, 
доменов A3 и C1, и доменов C1 и C2; расположение в домене B указанного полипептида фактора VIII, 
отличающееся тем, что второй XTEN связан с C-концевым концом около аминокислотного остатка с но-
мером от 741 до около 750 и с N-концевым концом аминокислотного остатка с номерами от 1635 до око-
ло 1648 последовательности природный фактор VIII; и C-концом указанного полипептида фактора VIII. 
В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения первый XTEN выделяют из второго 
XTEN с помощью по меньшей мере 10 аминокислот, по меньшей мере 50 аминокислот, по меньшей мере 
100 аминокислот, по меньшей мере 200 аминокислот, по меньшей мере 300 аминокислот или по меньшей 
мере 400 аминокислот. В отдельном варианте осуществления гибридного белка рекомбинантного факто-
ра VIII, который содержит по меньшей мере второй XTEN, необязательно, третий XTEN, необязательно, 
четвертый XTEN, необязательно, пятый XTEN и, необязательно, шестой XTEN, каждый XTEN имеет по 
меньшей мере около 80% идентичности последовательности, или по меньшей мере около 90%, или по 
меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, или по меньшей мере около 93%, или по 
меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по 
меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 99% или около 
100% идентичности последовательности, по сравнению с XTEN сопоставимой длины, выбранным из 
группы, которая состоит из последовательностей из табл. 4, табл. 13, табл. 14, табл. 15, табл. 16 и табл. 
17, при оптимальном выравнивании. В еще одном дополнительном варианте осуществления гибридного 
белка рекомбинантного фактора VIII, который содержит по меньшей мере второй XTEN, необязательно, 
третий XTEN, необязательно, четвертый XTEN, необязательно, пятый XTEN и, необязательно, шестой 
XTEN, В предпочтительных вариантах осуществления настоящего изобретения гибридный белок реком-
бинантного фактора VIII проявляет конечное время полужизни по меньшей мере около 3 ч, или 4 ч, или 
6 ч, или 12 ч, или 13 ч, или 14 ч, или 16 ч, или 24 ч, или 48 ч, или 72 ч, или 96 ч, или 120 ч, или 144 ч, или 
7 дней, или 14 дней, или 21 день при введении субъекту, при том, что указанный субъект выбирают из 
человека и мыши с двумя нокаутированными генами фактора VIII/фактора фон Виллебранда. Дополни-
тельно, в вариантах осуществления настоящего изобретения по данному пункту, гибридный белок про-
являет сниженное связывание с анти-фактор VIII антителом или сохраняет более высокую прокоагу-
лянтную активность, или и то и другое, по сравнению с соответствующим фактором VIII, не связанным с 
XTEN. В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения прокоагулянтная активность гиб-
ридного белка рекомбинантного фактора VIII составляет на по меньшей мере 30, или 40, 50, 80, 100, 200, 
300, 400 или 500% больше прокоагулянтной активности в присутствии анти-FVIII антитела, по сравне-
нию с соответствующим фактором VIII, не связанным с XTEN, если каждый анализируют с помощью in 
vitro анализа коагулирующей активности. В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения 
сниженное связывание гибридного белка с анти-фактор VIII антителом определяют с использованием 
Бетезда-анализа, с использованием анти-фактор VIII антитела, выбранного из группы, которая состоит из 
антител из табл. 10 и поликлонального антитела от пациента с гемофилией A с ингибиторами фактора 
VIII, отличающегося тем, что сниженное связывание и сохраненная прокоагулянтная активность гибрид-
ного белка свидетельствует о более низком титре Бетезда на по меньшей мере около 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15, 
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 100 или 200 единиц Бетезда в случае гибридного белка, по сравнению с таковым 
в случае фактора VIII, не связанного с XTEN. 

В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения гибридный белок рекомбинантного 
фактора VIII может, например, содержать один или несколько XTEN, отличающихся тем, что XTEN 
имеет по меньшей мере около 80% идентичности последовательности, или около 90%, или около 91%, 
или около 92%, или около 93%, или около 94%, или около 95%, или около 96%, или около 97%, или око-
ло 98%, или около 99%, до около 100% идентичности последовательности, по сравнению с одним или 
несколькими XTEN сопоставимой длины, выбранными из табл. 4, 13, 14, 15, 16 и 17, при оптимальном 
выравнивании. В дополнительных аспектах настоящее изобретение относится к гибридным белкам ре-
комбинантного фактора VIII, которые содержат FVIII и один или несколько XTEN в специфических 
конформациях от N- до C-конца. В отдельном варианте осуществления композиции CFXTEN, настоящее 
изобретение обеспечивает гибридный белок рекомбинантного фактора VIII формулы I: 

 
где независимо для каждого случая, CF представляет собой фактор VIII, как определено в данном доку-
менте, который содержит последовательности, которые имеют по меньшей мере около 80%, или по 
меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по 
меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 99% или 100% 
идентичности последовательности с последовательностями из табл. 1; x представляет собой либо 0, либо 
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1, а y представляет собой либо 0, либо 1, где x+y≥1; и XTEN представляет собой расширенный рекомби-
нантный полипептид, как описано в данном документе, который содержит, но без ограничения ими, по-
следовательности, которые имеют по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере около 90%, или по 
меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по 
меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 99% или 100% идентичности последовательности 
с последовательностями, приведенными в табл. 4. Соответственно, композиция слияния CFXTEN может 
иметь конформации XTEN-CF, XTEN-CF-XTEN или CF-XTEN. В дополнительном варианте осуществ-
ления композиции CFXTEN, настоящее изобретение обеспечивает гибридный белок рекомбинантного 
фактора VIII формулы II: 

 
где CF представляет собой фактор VIII, как определено в данном документе, который содержит по-

следовательности, которые имеют по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере около 90%, или по 
меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по 
меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 99% или 100% идентичности последовательности 
с последовательностями, приведенными в табл. 1; S представляет собой спейсерную область, которая 
имеет от 1 до около 50 аминокислотных остатков, которые могут, необязательно, содержать последова-
тельности расщепления или аминокислоты, совместимые с сайтами рестрикции; x представляет собой 

либо 0, либо 1, а y представляет собой либо 0, либо 1, где x+y≥1; и XTEN представляет собой расширен-
ный рекомбинантный полипептид, как описано в данном документе, который содержит, но без ограни-
чения ими, последовательности, которые имеют по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере око-
ло 90%, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 
97%, или по меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 99% или 100% идентичности после-
довательности с последовательностями, приведенными в табл. 4. 

В дополнительном варианте осуществления композиции CFXTEN, настоящее изобретение обеспе-
чивает гибридный белок рекомбинантного фактора VIII, при том, что гибридный белок имеет формулу 
III: 

 
где CF представляет собой фактор VIII, как определено в данном документе, который содержит по-

следовательности, которые имеют по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере около 90%, или по 
меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по 
меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 99% или 100% идентичности последовательности 
с последовательностью представленной в табл. 1; S представляет собой спейсерную область, которая 
имеет от 1 до около 50 аминокислотных остатков, которые могут, необязательно, содержать последова-
тельности расщепления или аминокислоты, совместимые с сайтами рестрикции; x представляет собой 

либо 0, либо 1, а y представляет собой либо 0, либо 1, где x+y≥1; и XTEN представляет собой расширен-
ный рекомбинантный полипептид, как описано в данном документе, который содержит, но без ограни-
чения ими, последовательности, которые имеют по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере око-
ло 90%, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 
97%, или по меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 99% или 100% идентичности после-
довательности с последовательностями, приведенными в табл. 4. 

В дополнительном варианте осуществления композиции CFXTEN настоящее изобретение обеспе-
чивает гибридный белок рекомбинантного фактора VIII формулы IV: 

 
где A1 представляет собой домен A1 FVIII; A2 представляет собой домен A2 FVIII; A3 представля-

ет собой домен A3 FVIII; В представляет собой домен B FVIII, который может быть фрагментом или 
сплайс-вариантом домена B; C1 представляет собой домен C1 FVIII; C2 представляет собой домен C2 
FVIII; v представляет собой либо 0, либо 1; w представляет собой либо 0, либо 1; x представляет собой 
либо 0, либо 1; y представляет собой либо 0, либо 1; y представляет собой либо 0, либо 1 при условии, 

что u+v+х+y+z≥1; и XTEN представляет собой расширенный рекомбинантный полипептид, как описано 
в данном документе, который содержит, но без ограничения ими, последовательности, которые имеют по 
меньшей мере около 80%, или по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 95%, или по 
меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по 
меньшей мере около 99% или 100% идентичности последовательности с последовательностями, приве-
денными в табл. 4. В дополнительном варианте осуществления композиции CFXTEN, настоящее изобре-
тение обеспечивает гибридный белок рекомбинантного фактора VIII формулы V: 

 
 

где A1 представляет собой домен A1 FVIII; A2 представляет собой домен A2 FVIII; A3 представля-
ет собой домен A3 FVIII; В представляет собой домен B FVIII, который может быть фрагментом или 
сплайс-вариантом домена B; C1 представляет собой домен C1 FVIII; C2 представляет собой домен C2 
FVIII; S представляет собой спейсерную область, которая имеет от 1 до около 50 аминокислотных остат-
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ков, которые могут, необязательно, содержать последовательности расщепления или аминокислоты, со-
вместимые с сайтами рестрикции; a представляет собой либо 0, либо 1; b представляет собой либо 0, ли-
бо 1; c представляет собой либо 0, либо 1; d представляет собой либо 0, либо 1; e представляет собой ли-
бо 0, либо 1; f представляет собой либо 0, либо 1; g представляет собой либо 0, либо 1; t представляет 
собой либо 0, либо 1; u представляет собой либо 0, либо 1; v представляет собой либо 0, либо 1; w пред-
ставляет собой 0 или 1, x представляет собой либо 0, либо 1; y представляет собой либо 0, либо 1; z пред-

ставляет собой либо 0, либо 1 при условии, что t + u + v + w+ x + y + z ≥1; и XTEN представляет собой 
расширенный рекомбинантный полипептид, как описано в данном документе, который содержит, но без 
ограничения ими, последовательности, которые имеют по меньшей мере около 80%, или по меньшей 
мере около 90%, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей ме-
ре около 97%, или по меньшей мере около 98% или по меньшей мере около 99% или 100% идентичности 
последовательности с последовательностями, приведенными в табл. 4. В дополнительном варианте осу-
ществления формулы V, спейсерная область представляет собой глицин или последовательность, вы-
бранную из табл. 11 и 12. 

В дополнительном варианте осуществления композиции CFXTEN, настоящее изобретение обеспе-
чивает гибридный белок рекомбинантного фактора VIII формулы VI: 

 
 

где A1 представляет собой домен A1 FVIII; A2 представляет собой домен A2 FVIII; A3 представля-
ет собой домен A3 FVIII; C1 представляет собой домен C1 FVIII; C2 представляет собой домен C2 FVIII; 
S представляет собой спейсерную область, которая имеет от 1 до около 50 аминокислотных остатков, 
которые могут, необязательно, содержать последовательности расщепления или аминокислоты, совмес-
тимые с сайтами рестрикции; a представляет собой либо 0, либо 1; b представляет собой либо 0, либо 1; c 
представляет собой либо 0, либо 1; d представляет собой либо 0, либо 1; e представляет собой либо 0, 
либо 1; f представляет собой либо 0, либо 1; u представляет собой либо 0, либо 1; v представляет собой 
либо 0, либо 1; w представляет собой 0 или 1, x представляет собой либо 0, либо 1; y представляет собой 

либо 0, либо 1; z представляет собой либо 0, либо 1 при условии, что u + v + w+ x + y + z ≥1; и XTEN 
представляет собой расширенный рекомбинантный полипептид, как описано в данном документе, кото-
рый содержит, но без ограничения ими, последовательности, которые имеют по меньшей мере около 
80%, или по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 
96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 
99% или 100% идентичности последовательности с последовательностями, приведенными в табл. 4. В 
дополнительном варианте осуществления формулы V спейсерная область представляет собой глицин 
или последовательность, выбранную из табл. 11 и 12. 

В дополнительном варианте осуществления композиции CFXTEN, настоящее изобретение обеспе-
чивает гибридный белок рекомбинантного фактора VIII формулы VII: 

 
где SP представляет собой сигнальную последовательность, предпочтительно, с последовательно-

стью MQIELSTCFFLCLLRFCFS (SEQ ID NO: 1611), CS представляет собой последовательность расщеп-
ления, приведенную в табл. 12, S представляет собой спейсерную область, которая имеет от 1 до около 
50 аминокислотных остатков, которые могут, необязательно, содержать аминокислоты, совместимые с 
сайтами рестрикции, "FVIII_1-745" представляет собой остатки 1-745 фактора FVIII и "FVIII_1640-2332" 
представляет собой остатки 1640-2332 FVIII, x представляет собой либо 0, либо 1, y представляет собой 
либо 0, либо 1, и z представляет собой либо 0, либо 1, где x+y+z>2; и XTEN представляет собой расши-
ренный рекомбинантный полипептид, как описано в данном документе, который содержит, но без огра-
ничения ими, последовательности, которые имеют по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере 
около 90%, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере 
около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 99% или 100% идентичности 
последовательности последовательности, приведенные в табл. 4. В отдельном варианте осуществления 
формулы VII спейсерная область представляет собой GPEGPS (SEQ ID NO: 1612). В дополнительном 
варианте осуществления формулы V спейсерная область представляет собой глицин или последователь-
ность, выбранную из табл. 11 и 12. 

В дополнительном варианте осуществления композиции CFXTEN, настоящее изобретение обеспе-
чивает гибридный белок рекомбинантного фактора VIII формулы VIII: 

 
 

где A1 представляет собой домен A1 FVIII; A2 представляет собой домен A2 FVIII; B1 представля-
ет собой фрагмент домена B, который может иметь от остатка 741 до 743-750 FVIII или, альтернативно, 
от около остатка 741 до около остатков 745 FVIII; B2 представляет собой фрагмент домена B, который 
может иметь от остатков 1635-1686 до 1689 FVIII или, альтернативно, от около остатка 1640 до около 
остатков 1689 FVIII; A3 представляет собой домен A3 FVIII; C1 представляет собой домен C1 FVIII; C2 
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представляет собой домен C2 FVIII; S представляет собой спейсерную область, которая имеет от 1 до 
около 50 аминокислотных остатков, которые могут, необязательно, содержать последовательность(и) 
расщепления или аминокислоты, совместимые с сайтами рестрикции; a представляет собой либо 0, либо 
1; b представляет собой либо 0, либо 1; c представляет собой либо 0, либо 1; d представляет собой либо 0, 
либо 1; e представляет собой либо 0, либо 1; f представляет собой либо 0, либо 1; u представляет собой 
либо 0, либо 1; v представляет собой либо 0, либо 1; w представляет собой 0 или 1, x представляет собой 
либо 0, либо 1; y представляет собой либо 0, либо 1; z представляет собой либо 0, либо 1 при условии, 

что u + v + w+ x + y + z ≥1; и XTEN представляет собой расширенный рекомбинантный полипептид, как 
описано в данном документе, который содержит, но без ограничения ими, последовательности, которые 
имеют по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 95%, 
или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 98%, или 
по меньшей мере около 99% или 100% идентичности последовательности с последовательностями, при-
веденными в табл. 4. В отдельном варианте осуществления формулы VIII спейсерная область представ-
ляет собой GPEGPS (SEQ ID NO: 1612). В дополнительном варианте осуществления формулы V спей-
серная область представляет собой глицин или последовательность, выбранную из табл. 11 и 12. В до-
полнительном варианте осуществления композиции CFXTEN, настоящее изобретение обеспечивает гиб-
ридный белок рекомбинантного фактора VIII формулы IX: 

 
 

 
где A1N представляет собой фрагмент домена A1 от остатка с номером по меньшей мере 1 (нумера-

ция относительно нативной, зрелой FVIII) до остатка с номером не более чем 371, A1c представляет со-
бой фрагмент домена A1 от остатка с номером по меньшей мере 2 до остатка с номером не более чем 
372, с условием, что последовательность фрагмента A1N, дублирующаяся в A1c, не является фрагментом; 
A2N представляет собой фрагмент домена A2 от остатка с номером по меньшей мере 373 до остатка с 
номером не более чем 739, A2c представляет собой фрагмент домена A2 от остатка с номером по мень-
шей мере 374 до остатка с номером не более чем 740, с условием, что последовательность фрагмента 
A2N, дублирующаяся в A2c, не является фрагментом; BN представляет собой фрагмент домена B от ос-
татка с номером по меньшей мере 741 до остатка с номером не более чем 1647, Bc представляет собой 
фрагмент домена B от остатка с номером по меньшей мере 742 до остатка с номером не более чем 1648, с 
условием, что по последовательность BN фрагмент дублируется в Bc, не является фрагментом; A3N пред-
ставляет собой фрагмент домена A3 от остатка с номером по меньшей мере 1649 до остатка с номером не 
более чем 2019, A3c представляет собой фрагмент домена A3 от остатка с номером по меньшей мере 
1650 до остатка с номером не более чем 2019, с условием, что последовательность фрагмента A3N, дуб-
лирующаяся в A3c, не является фрагментом; C1N представляет собой фрагмент домена C1 от остатка с 
номером по меньшей мере 2020 до остатка с номером не более чем 2171, C1c представляет собой фраг-
мент домена C1 от остатка с номером по меньшей мере 2021 до остатка с номером не более чем 2172, с 
условием, что последовательность фрагмента C1N, дублирующаяся в C1c, не является фрагментом; C2N 
представляет собой фрагмент домена C2 от остатка с номером по меньшей мере 2173 до остатка с номе-
ром не более чем 2331, C2c представляет собой фрагмент домена C2 от остатка с номером по меньшей 
мере 2174 до остатка с номером не более чем 2332, с условием, что последовательность фрагмента C2N, 
дублирующаяся в C2c, не является фрагментом; S представляет собой спейсерную область, которая имеет 
от 1 до около 50 аминокислотных остатков, которые могут, необязательно, содержать последовательно-
сти расщепления или аминокислоты, совместимые с сайтами рестрикции; a представляет собой либо 0, 
либо 1; b представляет собой либо 0, либо 1; c представляет собой либо 0, либо 1; d представляет собой 
либо 0, либо 1; e представляет собой либо 0, либо 1; f представляет собой либо 0, либо 1; g представляет 
собой либо 0, либо 1; h представляет собой либо 0, либо 1; i представляет собой либо 0, либо 1; j пред-
ставляет собой либо 0, либо 1; k представляет собой либо 0, либо 1; l представляет собой либо 0, либо 1; 
m представляет собой либо 0, либо 1; t представляет собой либо 0, либо 1; u представляет собой либо 0, 
либо 1; v представляет собой либо 0, либо 1; w представляет собой 0 или 1, x представляет собой либо 0, 
либо 1; y представляет собой либо 0, либо 1; z представляет собой либо 0, либо 1 при условии, что t + u + 

v + w+ x + y + z ≥1; и XTEN представляет собой расширенный рекомбинантный полипептид, как описано 
в данном документе, который содержит, но без ограничения ими, последовательности, которые имеют по 
меньшей мере около 80% идентичности последовательности, или 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%, до около 100% идентичности последовательности, по сравнению с одним или несколькими 
XTEN сопоставимой длины, выбранной из табл. 4. В отдельном варианте осуществления формулы IX 
спейсерная область представляет собой GPEGPS (SEQ ID NO: 1612). В дополнительном варианте осуще-
ствления формулы V спейсерная область представляет собой глицин или последовательность, выбран-
ную из табл. 11 и 12. В дополнительном варианте осуществления формулы IX, Z представляет собой 1. В 
дополнительном варианте осуществления гибридного белка формулы IX V представляет собой 1 и XTEN 
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связан с C-концевым концом аминокислотного остатка с номером от около 741 до около 750 и с N-
концевым концом аминокислотного остатка с номерами от 1635 до около 1648 по отношению к непро-
цессированной последовательности фактора VIII человека, как проиллюстрировано на фиг. 3. В допол-
нительном варианте осуществления гибридного белка формулы IX, сумма t, u, v, w, x, y и z эквивалентна 
2, 3, 4, 5 или 6. В дополнительном варианте осуществления формулы IX сумма t, u, v, w, x, y и z эквива-
лентна 2, v представляет собой 1 и z представляет собой 1. В дополнительном варианте осуществления 
гибридного белка формулы IX сумма t, u, v, w, x, y и z эквивалентна 3, каждый из v и z эквивалентен 1, и 
либо t, u, w, x, либо y представляет собой 1. В дополнительном варианте осуществления формулы IX 
сумма t, u, v, w, x, y и z эквивалентна 4, каждый из v, w и z эквивалентен 1, и два из t, u, х или у представ-
ляют собой 1. В дополнительном варианте осуществления гибридного белка формулы IX суммарная 
длина XTEN составляет от около 84 до около 3000 аминокислотных остатков. В дополнительном вариан-
те осуществления формулы IX по меньшей мере один XTEN является вводимым непосредственно в пря-
мом направлении от аминокислот, которые соответствуют аминокислоте в зрелом природном факторе 
VIII человека, выбранном из группы, которая состоит из аминокислотных остатком с номером 32, 220, 
224, 336, 339, 399, 416, 603, 1656, 1711, 1725, 1905 и 1910. В дополнительном варианте осуществления 
гибридного белка формулы IX, каждый XTEN связан с указанным гибридным белком в пределах сайтов, 
выбранных из табл. 5, табл. 6, табл. 7, табл. 8 и табл. 9. В дополнительном варианте осуществления гиб-
ридного белка формулы IX, каждый XTEN имеет по меньшей мере около 80%, или около 90%, или по 
меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, или по меньшей мере около 93%, или по 
меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по 
меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 99% или около 
100% идентичности последовательности, по сравнению с XTEN сопоставимой длины, выбранным из 
группы, которая состоит из последовательностей из табл. 4, 13, 14, 15, 16 и 17, при оптимальном вырав-
нивании. 

В дополнительном варианте осуществления композиции CFXTEN, настоящее изобретение обеспе-
чивает первый рекомбинантный полипептид фактора VIII формулы X: 

 
и второй полипептид, который содержит формулу XI: 

 
где первый полипептид и второй полипептид являются слитыми или существуют в виде гетероди-

мера; где A1 представляет собой домен A1 фактора VIII; A2 представляет собой домен A2 фактора VIII; 
[B] представляет собой домен B фактора VIII, их фрагмент, или удаляется; A3 представляет собой домен 
A3 фактора VIII; C1 представляет собой домен C1 фактора VIII; C2 представляет собой домен C2 факто-
ра VIII; a1, a2 и a3 представляют собой кислые участки-спейсеры; где домен A1 содержит область петли 
XTEN, доступной для встраивания-1 (A1-1), и область петли XTEN, доступной для встраивания-2 (A1-2); 
где домен A2 содержит область петли XTEN, доступной для встраивания-1 (A2-1), и область петли 
XTEN, доступной для встраивания-2 (A2-2); где домен A3 содержит область петли XTEN, доступной для 
встраивания-1 (A3-1), и область петли XTEN, доступной для встраивания-2 (A3-2); где последователь-
ность XTEN вводят в по меньшей мере одну из областей A1-1, A1-2, A2-1, A2-2, A3-1 или A3-2; и при 
том, что рекомбинантный протеин фактора VIII проявляет прокоагулянтную активность. В отдельном 
варианте осуществления гетеродимера первый полипептид и второй полипептид из одной полипептид-
ной цепи содержат формулу (A1) - a1 - (A2) - a2 - [B] -[a3] - (A3) - (C1) - (C2). В отдельном варианте 
осуществления вышеизложенного "слитый" означает пептидную связь. 

В дополнительном варианте осуществления композиции CFXTEN, настоящее изобретение обеспе-
чивает первый рекомбинантный полипептид фактора VIII формулы X: 

 
и второй полипептид, который содержит формулу XI: 

 
где первый полипептид и второй полипептид являются слитыми или существуют в виде гетероди-

мера; где A1 представляет собой домен A1 фактора VIII; A2 представляет собой домен A2 фактора VIII; 
[B] представляет собой домен B фактора VIII, их фрагмент, или удаляется; A3 представляет собой домен 
A3 фактора VIII; C1 представляет собой домен C1 фактора VIII; C2 представляет собой домен C2 факто-
ра VIII; a1, a2 и a3 представляют собой кислые участки-спейсеры; где последовательность XTEN вводят 
в a3; и где рекомбинантный протеин фактора VIII проявляет прокоагулянтную активность. В отдельном 
варианте осуществления гетеродимера, первый полипептид и второй полипептид из одной полипептид-
ной цепи содержат формулу (A1) - a1 - (A2) - a2 - [B] -[a3] - (A3) - (C1) - (C2). В отдельном варианте 
осуществления вышеизложенного, "слитый" означает пептидную связь. 

В вариантах осуществления вышеизложенных формул полипептиды X и XI, петли XTEN, доступ-
ные для встраивания, содержатся в пределах конформационно-лабильных петлеобразных структур с от-
крытой поверхностью, и, отличаются тем, что A1-1 расположен между бета-тяжем 1 и бета-тяжем 2, A1-
2 расположен между бета-тяжем 11 и бета-тяжем 12, A2-1 расположен между бета-тяжем 22 и бета-
тяжем 23, A2-2 расположен между бета-тяжем 32 и бета-тяжем 33, A3-1 расположен между бета-тяжем 
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38 и бета-тяжем 39, A3-2 расположен между бета-тяжем 45 и бета-тяжем 46, в соответствии с вторичной 
структурой зрелого фактора VIII, которую сохраняют с учетным номером 2R7E базы данных DSSP. В 
дополнительных вариантах осуществления вышеизложенных формул полипептидов X и XI конформаци-
онно-лабильная петлеобразная структура с открытой поверхностью, которая содержит A1-1, соответст-
вует области в природном зрелом факторе VIII человека от аминокислоты около 15 до аминокислоты 
около 45. В дополнительных вариантах осуществления вышеизложенных формул полипептидов X и XI 
A1-1 соответствует области в природном зрелом факторе VIII человека от около аминокислоты 18 до 
около аминокислоты 41. В дополнительных вариантах осуществления вышеизложенных формул поли-
пептидов X и XI конформационно-лабильная петлеобразная структура с открытой поверхностью, кото-
рая содержит A1-2, соответствует области в природном зрелом факторе VIII человека от около амино-
кислоты 201 до около аминокислоты 232. В дополнительных вариантах осуществления вышеизложенных 
формул полипептидов X и XIA1-2 соответствует области в природном зрелом факторе VIII человека от 
около аминокислоты 218 до около аминокислоты 229. В дополнительных вариантах осуществления вы-
шеизложенных формул полипептидов X и XI конформационно-лабильная петлеобразная структура с 
открытой поверхностью, которая содержит A2-1, соответствует области в природном зрелом факторе 
VIII человека от около аминокислоты 395 до около аминокислоты 421. В дополнительных вариантах 
осуществления вышеизложенных формул полипептидов X и XI A2-1 соответствует области в природном 
зрелом факторе VIII человека от около аминокислоты 397 до около аминокислоты 418. В дополнитель-
ных вариантах осуществления вышеизложенных формул полипептидов X и XI конформационно-
лабильная петлеобразная структура с открытой поверхностью, которая содержит A2-2, соответствует 
области в природном зрелом факторе VIII человека от около аминокислоты 577 до около аминокислоты 
635. В дополнительных вариантах осуществления вышеизложенных формул полипептидов X и XI A2-2 
соответствует области в природном зрелом факторе VIII человека от около аминокислоты 595 до около 
аминокислоты 607. В дополнительных вариантах осуществления вышеизложенных формул полипепти-
дов X и XI конформационно-лабильная петлеобразная структура с открытой поверхностью, которая со-
держит A3-1, соответствует области в природном зрелом факторе VIII человека от около аминокислоты 
1705 до около аминокислоты 1732. В дополнительных вариантах осуществления вышеизложенных фор-
мул полипептидов X и XI A3-1 соответствует области в природном зрелом факторе VIII человека от око-
ло аминокислоты 1711 до около аминокислоты 1725. В дополнительных вариантах осуществления вы-
шеизложенных формул полипептидов X и XI конформационно-лабильная петлеобразная структура с 
открытой поверхностью, которая содержит A3-2, соответствует области в природном зрелом факторе 
VIII человека от около аминокислоты 1884 до около аминокислоты 1917. В дополнительных вариантах 
осуществления вышеизложенных формул полипептидов X и XI A3-2 соответствует области в природном 
зрелом факторе VIII человека от около аминокислоты 1899 до около аминокислоты 1911. В дополни-
тельных вариантах осуществления вышеизложенных формул полипептидов X и XI последовательность 
XTEN вводят в по меньшей мере две из областей A1-1, A1-2, A2-1, A2-2, A3-1 или A3-2. В дополнитель-
ных вариантах осуществления вышеизложенных формул полипептидов X и XI последовательность 
XTEN вводят непосредственно в прямом направлении от аминокислот, которые соответствуют амино-
кислоте в зрелом природном факторе VIII человека, выбранном из группы, которая состоит из аминокис-
лотного остатка с номером 32, 220, 224, 336, 339, 399, 416, 603, 1656, 1711, 1725, 1905 и 1910. В дополни-
тельных вариантах осуществления вышеизложенных формул полипептидов X и XI, в кислый участок-
спейсер a3 вводят дополнительную последовательность XTEN. В дополнительных вариантах осуществ-
ления вышеизложенных формул полипептидов X и XI в дополнительную последовательность XTEN не-
посредственно в кислый спейсер a3 в прямом направлении вводят аминокислоту, которая соответствует 
аминокислоте 1656. В дополнительных вариантах осуществления вышеизложенных формул полипепти-
дов X и XI домен A1 содержит область петли XTEN, доступной для встраивания-1 (A1-1), и область пет-
ли XTEN, доступной для встраивания-2 (A1-2), отличающуюся тем, что домен A2 содержит область пет-
ли XTEN, доступной для встраивания-1 (A2-1), и область петли XTEN, доступной для встраивания-2 
(A2-2), и отличающейся тем, что домен A3 содержит область петли XTEN, доступной для встраивания-1 
(A3-1), и область петли XTEN, доступной для встраивания-2 (A3-2), и отличающуюся тем, что дополни-
тельную последовательность XTEN вводят в по меньшей мере одну из областей A1-1, A1-2, A2-1, A2-2, 
A3-1 или A3-2. В дополнительных вариантах осуществления вышеизложенных формул полипептидов X 
и XI в дополнительную последовательность XTEN непосредственно в прямом направлении вводят ами-
нокислоту, которая соответствует аминокислоте в зрелом природном факторе VIII человека, выбранной 
из группы, которая состоит из аминокислотного остатка с номером 32, 220, 224, 336, 339, 390, 399, 416, 
603, 1656, 1711, 1725, 1905 и 1910. В предыдущих вариантах осуществления формул полипептидов X и 
XI гибридный белок проявляет по меньшей мере около 30, 40, 50, 60, 70, или 80, или 90% прокоагулянт-
ной активности соответствующего фактора VIII, не связанного с XTEN, отличающегося тем, что прокоа-
гулянтную активность анализируют с помощью in vitro анализа коагулирующей активности. 

Во всех вариантах осуществления настоящего изобретения полипептид может, например, проявлять 
in vitro прокоагулянтную активность, которая превышает 0,5 МЕ/мл, или 1,0, или 1,5, или 2,0 МЕ/мл, 
если экспрессируют в среде культуры клеток и анализируют с помощью in vitro анализа коагулирующей 
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активности. Прокоагулянтную активность могут измерять с помощью хромогенного анализа, одноэтап-
ного анализа коагулирующей активности (например, aPTT), или их обоих. 

В отдельных вариантах осуществления настоящего изобретения, отличающихся тем, что гибридный 
белок рекомбинантного фактора VIII содержит фактор VIII и по меньшей мере первый и второй XTEN, с 
помощью по меньшей мере 10 аминокислот, по меньшей мере 50 аминокислот, по меньшей мере 100 
аминокислот, по меньшей мере 200 аминокислот, по меньшей мере 300 аминокислот, или по меньшей 
мере 400 аминокислот выделяют по меньшей мере первый XTEN из по меньшей мере второго XTEN. 

В предпочтительных вариантах осуществления настоящего изобретения гибридный белок рекомби-
нантного фактора VIII, который содержит фактор VIII, по меньшей мере первый XTEN и, необязательно, 
по меньшей мере второй, или, необязательно, по меньшей мере третий, или, необязательно, по меньшей 
мере четвертый XTEN, гибридный белок проявляет сниженное связывание с анти-фактор VIII антителом, 
по сравнению с соответствующим фактором VIII, не связанным с XTEN. Сниженное связывание оцени-
вают с помощью либо in vivo, либо in vitro анализа. В отдельном варианте осуществления настоящего 
изобретения in vitro анализ представляет собой анализ ELISA, при том, что связывание анти-FVIII анти-
тела с гибридным белком снижено на по меньшей мере около 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35% или по на мень-
шей мере около 40% или более, по сравнению с FVIII, не связанным с XTEN. В дополнительном вариан-
те осуществления настоящего изобретения in vitro анализ представляет собой Бетезда-анализ, при том, 
что о сниженном связывании гибридного белка свидетельствует более низкий титр Бетезда на по мень-
шей мере около 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 100 или 200 единиц Бетезда в случае гиб-
ридного белка, по сравнению с таковым в случае фактора VIII, не связанного с XTEN. В in vitro анализах, 
анти-фактор VIII антитело выбирают из антитела из табл. 10 и поликлонального антитела от пациента с 
гемофилией A с ингибиторами фактора VIII. В конкретных вариантах осуществления гибридного белка 
рекомбинантного фактора VIII, который содержит фактор VIII и по меньшей мере первый и второй 
XTEN, который демонстрирует сниженное связывание с антителом ингибитора фактора VIII, первый 
XTEN связан с указанным полипептидом фактора VIII в домене C2 указанного полипептида фактора 
VIII, и второй XTEN связан с указанным полипептидом фактора VIII в пределах домена A1 или A2 ука-
занного полипептида фактора VIII, отличающегося тем, что указанный гибридный белок проявляет сни-
женное связывание с антителом ингибитора фактора VIII, по сравнению с соответствующим фактором 
VIII, не связанным с XTEN, при том, что антитело ингибитора фактора VIII способен связываться с эпи-
топом, который располагается в пределах домена A1, A2 или C2, и, кроме того, при том, что гибридный 
белок проявляет прокоагулянтную активность. В отдельном варианте осуществления вышеизложенного 
гибридного белка второй XTEN связан с указанным полипептидом фактора VIII в домене A2 полипепти-
да фактора VIII и антитело ингибитора фактора VIII связано с доменом A2 полипептида фактора VIII. В 
дополнительном варианте осуществления вышеизложенного гибридного белка второй XTEN связан с 
указанным полипептидом фактора VIII в домене C2 полипептида фактора VIII и антитело ингибитора 
фактора VIII связано с доменом C2 полипептида фактора VIII. Связывание анти-фактор VIII антитела с 
гибридным белком снижается на по меньшей мере около 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35% или 40%, 
по сравнению с соответствующим фактором VIII, не связанным с XTEN, при условии, что анализируют с 
помощью анализа ELISA, при том, что анти-фактор VIII антитело выбирают из группы, которая состоит 
из антител в табл. 10 и поликлонального антитела субъекта с гемофилией A с ингибиторами фактора 
VIII. Предыдущие гибридные белки могут дополнительно содержать по меньшей мере три XTEN, отли-
чающиеся тем, что по меньшей мере третий XTEN связан с фактором VIII в пределах сайта, выбранного 
в пределах или заменяющего домен B, на C-конце, и в, или в пределах, 1, 2, 3, 4, 5 или 6 аминокислот 
инсерционного сайта, выбранного из табл. 7 или табл. 9. В вариантах осуществления со сниженным свя-
зыванием с анти-фактор VIII антителом гибридный белок имеет более высокую прокоагулянтную актив-
ность в присутствии анти-FVIII антитела на по меньшей мере 10, 20, 30, 40, 50, 80, 100, 200, 300, 400 или 
500% или более, по сравнению с соответствующим фактором VIII, не связанным с XTEN, если анализи-
руют с помощью in vitro анализа коагулирующей активности (например, хромогенный или одноэтапный 
анализ коагулирующей активности). 

Во всех вариантах осуществления настоящего изобретения XTEN гибридного белка может, напри-
мер, отличаться тем, что XTEN содержит по меньшей мере 36, или по меньшей мере 42, или по меньшей 
мере 72, или по меньшей мере 96, или по меньшей мере 144, или по меньшей мере 288, или по меньшей 
мере 400, или по меньшей мере 500, или по меньшей мере 576, или по меньшей мере 600, или по мень-
шей мере 700, или по меньшей мере 800, или по меньшей мере 864, или по меньшей мере 900, или по 
меньшей мере 1000, или по меньшей мере 2000 или до около 3000 аминокислотных остатков или даже 
больше остатков; сумма остатков глицина (G), аланина (A), серина (S), треонина (T), глутамата (E) и 
пролина (P) составляет по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере около 90%, или по меньшей 
мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей ме-
ре около 98%, или по меньшей мере около 99% от общего количества аминокислотных остатков XTEN; 
XTEN является по существу неповторяющимся так, что (i) XTEN не содержит три смежные аминокисло-
ты, которые являются идентичными, если аминокислоты представляют собой не серин; (ii) по меньшей 
мере около 80% последовательности XTEN состоит из неперекрывающихся мотивов последовательно-
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стей, каждый из мотивов последовательностей содержит от около 9 до около 14 или около 12 аминокис-
лотных остатков, которые состоят из от четырех до шести аминокислот, выбранных из глицина (G), ала-
нина (A), серина (S), треонина (T), глутамата (E) и пролина (P), отличающихся тем, что любые два смеж-
ных аминокислотных остатка встречаются не более чем два раза в каждом из неперекрывающихся моти-
вов последовательностей; или (iii) последовательность XTEN имеет количество подпоследовательностей 
менее 10; XTEN имеет выше 90%, или выше 95%, или выше 99% образования случайной спирали, что 
определяют с помощью алгоритма GOR; XTEN имеет менее 2% альфа-спиралей и 2% бета-листов что 
определяют с помощью алгоритма Chou-Fasman; XTEN нуждается в прогнозируемом T-клеточном эпи-
топе, если анализируют с помощью алгоритма TEPITOPE, отличающегося тем, что пороговая величина 
TEPITOPE в случае указанного прогноза с применением указанного алгоритма, имеет порог -9, и при 
этом указанный гибридный белок проявляет конечное время полужизни, которое является более про-
должительным, чем по меньшей мере около 12 ч, или по меньшей мере около 24 ч, или по меньшей мере 
около 48 ч, или по меньшей мере около 72 ч, или по меньшей мере около 96 ч, или по меньшей мере око-
ло 120 ч, или по меньшей мере около 144 ч, или по меньшей мере около 21 день или больше. В отдель-
ном варианте осуществления настоящего изобретения гибридный белок рекомбинантного фактора VIII 
содержит по меньшей мере второй, или по меньшей мере третий, или по меньшей мере четвертый XTEN, 
который может быть идентичным или отличаться от других XTEN. В соответствии с другим подходом, 
по меньшей мере каждый первый, по меньшей мере второй, или по меньшей мере третий, или по мень-
шей мере четвертый XTEN гибридного белка CFXTEN имеет по меньшей мере около 80% идентичности 
последовательности, или 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%, до около 100% идентичности 
последовательности, по сравнению с одним или несколькими XTEN сопоставимой длины, выбранными 
из табл. 4, табл. 13, табл. 14, табл. 15, табл. 16 и табл. 17, при оптимальном выравнивании. В еще одном 
отличающимся подходе по меньшей мере каждый первый, по меньшей мере второй, или по меньшей 
мере третий, или по меньшей мере четвертый XTEN гибридного белка CFXTEN имеет по меньшей мере 
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 до около 100% идентичности последовательности, по 
сравнению с последовательностью, выбранной из AE42_1, AE42_2, AE42_3, AG42_1, AG42_2, AG42_3, 
AG42_4, AE144_1A, AE144_2A, AE144_2B, AE144_3A, AE144_3B, AE144_4A, AE144_4B, AE144_5A, 
AE144_6B, AG144_1, AG144_2, AG144_A, AG144_B, AG144_C, AG144_F, AG144_3, AG144_4, AE288_1, 
AE288_2, AG288_1 и AG288_2. 

В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения компонент фактора VIII гибридного 
белка CFXTEN рекомбинантного фактора VIII содержит одну, две или три аминокислотные замены, вы-
бранные из остатков R1648, Y1680 и R1689, нумерация относительно зрелого фактора VIII человека, от-
личающегося тем, что замены выбирают из аланина, глицина и фенилаланина. Неограничивающие при-
меры указанных замен содержат R1648A, Y1680F, и R1689A. 

В дополнительном варианте осуществления настоящего изобретения гибридный белок CFXTEN 
демонстрирует коэффициент средней молекулярной массы по меньшей мере около 1,3, или по меньшей 
мере около двух, или по меньшей мере около трех, или по меньшей мере около четырех, или по меньшей 
мере около пяти, или по меньшей мере около шести, или по меньшей мере около семи, или по меньшей 
мере около восьми, или по меньшей мере около девяти, или по меньшей мере около 10, при измерении с 
помощью гель-проникающей хроматографии или сопоставимого способа. 

В отдельных вариантах осуществления гибридного белка CFXTEN, один или несколько XTEN при-
соединены к FVIII посредством одной или двух расщепленных последовательностей, каждая из которых 
расщепляется с помощью протеазы млекопитающего, выбранной из группы, которая состоит из фактора 
XIa, фактора XIIa, калликреина, фактора VIIa, фактора IXa, фактора Xa, фактора IIa (тромбина), эласта-
зы-2, MMP-12, MMP13, MMP-17 и MMP-20, при том, что расщепление в расщепленной последователь-
ности с помощью протеазы млекопитающего высвобождает фактор VIII последовательности из последо-
вательности XTEN, и при этом высвобожденная последовательность фактора VIII проявляет повышение 
прокоагулянтной активности, по сравнению с нерасщепленным гибридным белком. В отдельном вариан-
те осуществления настоящего изобретения последовательность(и) расщепления расщепляются с помо-
щью фактора XIa. 

В соответствии с другим подходом, гибридные белки CFXTEN содержат по меньшей мере три 
XTEN, расположенные в различных локализациях полипептида фактора VIII, при том, что указанные 
различные локализации выбирают из: расположение вставки в или в пределах от 1 до 6 аминокислот от 
сайта, выбранного из табл. 5, табл. 6, табл. 7, табл. 8 и табл. 9; расположение в, или в пределах, от 1 до 6 
аминокислот аминокислотного остатка 32, 220, 224, 336, 339, 390, 399, 416, 603, 1656, 1711, 1725, 1905 и 
1910 зрелого фактора VIII; расположение между любыми двумя соседними доменами в последователь-
ностях фактора VIII, при том, что указанные два соседние домены выбирают из группы, которая состоит 
из A1 и A2, A2 и B, B и A3, A3 и C1, и C1 и C2; расположение в пределах внутриклональной делеции 
домена B начинается с первого положения от аминокислотного остатка с номером около 741 до около 
750 и заканчивается на втором положении на аминокислотном остатке с номером 1635 до около 1648, по 
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отношению к непроцессированной последовательности фактора VIII человека, как проиллюстрировано 
на фиг. 3 и C-конец последовательности фактора VIII, при том, что суммарная длина нескольких XTEN 
составляет по меньшей мере от около 100 до около 3000 аминокислотных остатков и при этом гибрид-
ный белок сохраняет по меньшей мере около 30%, или около 40%, или около 50%, или около 60%, или 
около 70%, или около 80%, или около 90% прокоагулянтной активности, по сравнению с соответствую-
щим фактором VIII, не связанным с XTEN, при том, что прокоагулянтную активность анализируют с 
помощью in vitro анализа коагулирующей активности. В отдельном варианте осуществления вышеизло-
женного гибридный белок проявляет пролонгированное конечное время полужизни при введении субъ-
екту, по сравнению с соответствующим полипептидом фактора VIII, который испытывает недостаток 
указанного XTEN, при том, что указанный гибридный белок проявляет конечное время полужизни по 
меньшей мере около 3 ч, или 4 ч, или 6 ч, или 12 ч, или 13 ч, или 14 ч, или 16 ч, или 24 ч, или 48 ч, или 72 
ч, или 96 ч, или 120 ч, или 144 ч, или 7 дней, или 14 дней, или 21 день при введении субъекту. В отдель-
ном варианте осуществления настоящего изобретения субъект выбирают из группы, которая состоит из 
человека и мыши с двумя нокаутированными генами фактора VIII/фактора фон Виллебранда. В отдель-
ном варианте осуществления вышеизложенного, гибридный белок не содержит последовательность, вы-

бранную из  

  и 

 
В дополнительном варианте осуществления вышеизложенного, гибридный белок не содержит по-

следовательности XTEN, которые состоят из 

или 

 
В дополнительном аспекте настоящее изобретение имеет отношение к гибридным белкам CFXTEN 

с улучшенными фармакокинетическими свойствами, которые содержат улучшенные параметры, по 
сравнению с FVIII, не связанным с XTEN, при том, что улучшенные свойства содержат, но без ограниче-
ния ими, более продолжительное конечное время полужизни, большую площадь под кривой, увеличен-
ное время, в течение которого концентрация в крови остается в пределах терапевтического окна, увели-
ченное время между последовательными дозами приводит к концентрациям в крови в пределах терапев-
тического окна, и уменьшенной дозе в ME в течение времени, за которое вводят, по сравнению с FVIII, 
не связанным с XTEN, и все еще приводит к концентрации в крови выше пороговой концентрации, необ-
ходимой для прокоагулирующего эффекта. В отдельных вариантах осуществления настоящего изобрете-
ния гибридные белки CFXTEN проявляют пролонгированное конечное время полужизни при введении 
субъекту, по сравнению с соответствующим полипептидом фактора VIII, который испытывает недоста-
ток указанного XTEN. Субъект может быть человеком или мышью, таким как мышь с двумя нокаутиро-
ванными генами фактора VIII/фактора фон Виллебранда. В отдельном варианте осуществления вышеиз-
ложенного, CFXTEN при введении субъекту проявляет конечное время полужизни, которое составляет 
по меньшей мере около двукратно, или около трехкратно, или около четырехкратно, или около пяти-
кратно, или около 10-кратно или около 20-кратно более продолжительное, по сравнению с соответст-
вующим фактором VIII, не связанным с XTEN. В отдельном варианте осуществления настоящего изо-
бретения гибридный белок CFXTEN проявляет конечное время полужизни по меньшей мере около 3 ч, 
или 4 ч, или 6 ч, или 12 ч, или 13 ч, или 14 ч, или 16 ч, или 24 ч, или 48 ч, или 72 ч, или 96 ч, или 120 ч, 
или 144 ч, или 7 дней, или 14 дней или 21 день при введении субъекту. В дополнительных вариантах 
осуществления настоящего изобретения улучшенное фармакокинетическое свойство гибридных белков 
по варианту осуществления настоящего изобретения является свойством поддержания циркулирующей 
концентрации в крови прокоагулирующего гибридного белка у субъекта, который нуждается в этом, 
выше пороговой концентрации 0,01 МЕ/мл, или 0,05 МЕ/мл, или 0,1 МЕ/мл, или 0,2 МЕ/мл, или 0,3 
МЕ/мл, или 0,4 МЕ/мл или 0,5 МЕ/мл в течение периода, который является по меньшей мере около дву-
кратно, или по меньшей мере около трехкратно, или по меньшей мере около четырехкратно, или по 
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меньшей мере около пятикратно, или по меньшей мере около шестикратно, или по меньшей мере в около 
восемь раз, или по меньшей мере в около десять раз, или по меньшей мере около 20-кратно, или по 
меньшей мере около 40-кратно, или по меньшей мере около 60-кратно более продолжительным, по срав-
нению с соответствующим FVIII, не связанным с XTEN, и вводят субъекту в сопоставимой дозе. Повы-
шение времени полужизни и времени, проведенного выше пороговой концентрации, позволяет исполь-
зовать менее частое дозирование и уменьшенные количества гибридного белка (в эквиваленте вещества), 
которое вводят субъекту, по сравнению с соответствующим FVIII, не связанным с XTEN. В отдельном 
варианте осуществления настоящего изобретения введение заявленного гибридного белка субъекту с 
использованием терапевтически-эффективного режима дозирования приводит к выигрышу во времени 
по меньшей мере в два раза, или по меньшей мере в три раза, или по меньшей мере в четыре раза, или по 
меньшей мере в пять раз, или по меньшей мере в шесть раз, или по меньшей мере в восемь раз, или по 
меньшей мере в 10 раз, или по меньшей мере в около 20 раз, или по меньшей мере в около 40 раз, или по 
меньшей мере в около 60 раз или более между по меньшей мере двумя последовательными пиками 
Смакс и/или самыми низкими точками Смин в случае уровней гибридного белка в крови, по сравнению с 
соответствующим FVIII, не связанным с XTEN, и вводят субъекту с использованием аналогичного ре-
жима дозирования. 

В предпочтительных вариантах осуществления настоящего изобретения гибридные белки CFXTEN 
сохраняют по меньшей мере около 30%, или около 40%, или около 50%, или около 60%, или около 70%, 
или около 80% или около 90% прокоагулянтной активности, по сравнению с соответствующим фактором 
VIII, не связанным с XTEN, при том, что прокоагулянтную активность анализируют с помощью in vitro 
анализа коагулирующей активности, такого как, но без ограничения ими, хромогенный анализ или одно- 
или двухэтапный анализ коагулирующей активности. 

В соответствии с другим подходом настоящее изобретение обеспечивает гибридные белки реком-
бинантного фактора VIII, которые содержат полипептид фактора VIII и по меньшей мере один расши-
ренный рекомбинантный полипептид (XTEN), при том, что указанный полипептид фактора VIII содер-
жит домен A1, домен A2, домен A3, домен C1, домен C2 и, необязательно, весь, или его часть, домен B, и 
при этом указанный по меньшей мере один XTEN связан с указанным полипептидом фактора VIII в ин-
серционном сайте, выбранном из остатка с номерами 18-32, или 40, или 211-224, или 336-403, или 599, 
или 745-1640, или 1656-1728, или 1796-1804, или 1900-1912, или 2171-2332; и при этом гибридный белок 
сохраняет по меньшей мере около 30%, или около 40%, или около 50%, или около 60%, или около 70%, 
или около 80% или около 90% прокоагулянтной активности, по сравнению с соответствующим фактором 
VIII, не связанным с XTEN. В отдельном варианте осуществления вышеизложенного гибридный белок 
содержит по меньшей мере второй XTEN, или по меньшей мере третий, или по меньшей мере четвертый 
XTEN, при том, что XTEN связан с фактором VIII в пределах сайта или в пределах 1-6 аминокислот сай-
та, выбранного из табл. 5, табл. 6, табл. 7, табл. 8 и табл. 9. В дополнительном варианте осуществления 
настоящее изобретение обеспечивает гибридный белок рекомбинантного фактора VIII, который допол-
нительно содержит по меньшей мере второй XTEN, или по меньшей мере третий, или по меньшей мере 
четвертый XTEN, связанный с указанным полипептидом FVIII в пределах инсерционного сайта, выбран-
ного из табл. 5, табл. 6, табл. 7, табл. 8, табл. 9, в или в пределах 6 аминокислот к стороне N- или C-конца 
расположения вставки в одной или нескольких расположениях вставки с фиг. 8 и в пределах одного или 
нескольких диапазонов вставки с фиг. 9, при том, что по меньшей мере два XTEN разделяют аминокис-
лотной последовательностью по меньшей мере от 100 до около 400 аминокислот. 

Настоящее изобретение обеспечивает CFXTEN, при том, что XTEN имеет пределы отношения 
XTEN по меньшей мере 2,3 или по меньшей мере 2,5, и разделяют аминокислотной последовательно-
стью из по меньшей мере около 20 аминокислотных остатков, или по меньшей мере около 50, или по 
меньшей мере около 100, или по меньшей мере около 200, или по меньшей мере около 300, или по 
меньшей мере около 400 аминокислотных остатков. В дополнительных вариантах осуществления на-
стоящего изобретения CFXTEN составляет по меньшей мере четыре XTEN, при том, что имеет пределы 
отношения XTEN по меньшей мере 2,3, или по меньшей мере 2,5, или по меньшей мере 2,8, и при том, 
что по меньшей мере три из четырех XTEN, связанных с гибридным белком, разделяют аминокислотной 
последовательностью из по меньшей мере около 20 аминокислотных остатков, или по меньшей мере 
около 50, или по меньшей мере около 100, или по меньшей мере около 200, или по меньшей мере около 
300, или по меньшей мере около 400 аминокислотных остатков, и четвертый XTEN связан в домене B 
(или его фрагменте) или в пределах домена C (или их конца). 

В отдельных вариантах осуществления настоящего изобретения заявленные композиции выполне-
ны для того, чтобы иметь сниженную аффинность связывания в случае рецептора выведения у субъекта, 
по сравнению с соответствующим FVIII, не связанным с XTEN. В отдельном варианте осуществления 
настоящего изобретения гибридный белок CFXTEN проявляет аффинность связывания в случае рецеп-
тора выведения FVIII в пределах около 0,01%-30%, или от около 0,1% до около 20%, или от около 1% до 
около 15%, или от около 2% до около 10% аффинности связывания соответствующего FVIII, не связан-
ного с XTEN. В дополнительном варианте осуществления настоящего изобретения гибридный белок со 
сниженной аффинностью в случае рецептора выведения имеет сниженное активное выведение и соот-



041874 

- 14 - 

ветствующее повышение времени полужизни по меньшей мере в около 2 раза, или в 3 раза, или по 
меньшей мере в 4 раза, или по меньшей мере в около 5 раз, или по меньшей мере в около 6 раз, или по 
меньшей мере в около 7 раз, или по меньшей мере в около 8 раз, или по меньшей мере в около 9 раз, или 
по меньшей мере в около 10 раз, или по меньшей мере в около 12 раз, или по меньшей мере в около 15 
раз, или по меньшей мере в около 17 раз, или по меньшей мере в около 20 раз более продолжительное, по 
сравнению с соответствующим FVIII, который не связан с XTEN. 

В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения обеспечивают гибридный белок ре-
комбинантного фактора VIII, который содержит FVIII и один или несколько XTEN, при том, что гибрид-
ный белок проявляет растворимость, увеличенную по меньшей мере в три раза, или по меньшей мере в 
около четыре раза, или по меньшей мере в около пять раз, или по меньшей мере в около шесть раз, или 
по меньшей мере в около семь раз, или по меньшей мере в около восемь раз, или по меньшей мере в око-
ло девять раз, или по меньшей мере в около десять раз, или по меньшей мере в около 15 раз, или по 
меньшей мере в 20 раз, или по меньшей мере в 40 раз, или по меньшей мере в 60 раз при физиологиче-
ских условиях, по сравнению с FVIII, не связанным с XTEN. 

В дополнительном аспекте настоящее изобретение обеспечивает фармацевтическую композицию, 
которая содержит гибридный белок по любому из вариантов осуществления настоящего изобретения, 
описанного в данном документе, и фармацевтически приемлемые носитель. 

В дополнительном варианте осуществления настоящее изобретение обеспечивает способ лечения 
коагулопатии у субъекта, который включает введение указанному субъекту композиции, которая содер-
жит эффективное для свертывания количество фармацевтической композиции. В отдельном варианте 
осуществления способа после указанного введения концентрацию прокоагулирующего фактора VIII в 
крови поддерживают на уровне около 0,05, или 1, или 1,5 МЕ/мл или более в случае по меньшей мере 48 
ч после указанного введения. В дополнительном варианте осуществления настоящее изобретение обес-
печивает способ свертывания крови у субъекта, который включает взаимодействие эффективного для 
свертывания количества фармацевтической композиции с кровью. 

В дополнительном варианте осуществления настоящее изобретение обеспечивает способ лечения 
коагулопатии у субъекта с циркулирующими ингибиторами фактора VIII, который включает введение 
указанному субъекту композиции, которая содержит терапевтически эффективное количество фармацев-
тической композиции CFXTEN, при том, что композиция проявляет более высокие прокоагулянтные 
активности в случае указанного субъекта, по сравнению с композицией, которая содержит соответст-
вующий фактор VIII, не связанный с XTEN, и вводят с использованием аналогичного количества. В от-
дельном варианте осуществления способа коагулопатия представляет собой гемофилию A. В дополни-
тельном варианте осуществления настоящего изобретения коагулопатия представляет собой результат 
травмы, операции или инфекции. 

Настоящее изобретение обеспечивает способ лечения в случае кровотечения у субъекта, который 
включает введение указанному субъект композиции, которая содержит эффективное для свертывания 
количество фармацевтической композиции CFXTEN, при том, что эффективное для свертывания коли-
чество гибридного белка останавливает случай кровотечения в течение периода, который по меньшей 
мере в три раза, или по меньшей мере в четыре раза, или по меньшей мере в пять раз более продолжите-
лен, по сравнению с соответствующим фактором VIII, не связанным с XTEN, и которое вводят с исполь-
зованием аналогичного количества указанному субъект. Неограничивающие примеры соответствующего 
фактора VIII, не связанного с XTEN, содержат природный FVIII, последовательности из табл. 1, BDD-
FVIII и pCB0114 FVIII. 

В дополнительном варианте осуществления настоящее изобретение обеспечивает гибридный белок 
CFXTEN рекомбинантного фактора VIII для использования в фармацевтическом режиме лечения паци-
ента с гемофилией A, указанный режим содержит фармацевтическую композицию, которая содержит 
гибридный белок CFXTEN. В отдельном варианте осуществления фармацевтического режима, режим 
дополнительно включает этап определения количества фармацевтической композиции, которая содер-
жит CFXTEN, необходимый для того, чтобы позволить достигнуть гемостаза у пациента с гемофилией 
A. В дополнительном варианте осуществления настоящего изобретения фармацевтический режим лече-
ния субъекта с гемофилией A содержит введение фармацевтической композиции двумя или более после-
довательными дозами субъекту в эффективном количестве, при том, что введение приводит к по мень-
шей мере на 10%, или 20%, или 30%, или 40%, или 50%, или 60%, или 70%, или 80%, или 90% более зна-
чительному улучшению по меньшей мере одного, двух или трех параметров, связанных с заболеваниемм 
гемофилией A, по сравнению с фактором VIII, не связанным с XTEN, и вводят с использованием анало-
гичной дозы. Неограничивающие примеры улучшенных параметров содержат концентрацию в крови 
прокоагулянта FVIII, сниженное время анализа частичной протромбопластиновой активизации (aPTT), 
сниженное время одноэтапного или двухэтапного анализа коагулирующей активности, отложенное нача-
ло случая кровотечения, сниженное время хромогенного анализа, сниженное время анализа кровотече-
ния, разрешение эпизода кровотечения или снижение титра Бетезда к природному FVIII. 

В дополнительных аспектах настоящее изобретение обеспечивает изолированную нуклеотидную 
последовательность, которая кодирует гибридные белки любого из вариантов осуществления гибридного 
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белка CFXTEN. В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения изолированный нуклео-
тид является комплементарной последовательностью, которая кодирует гибридный белок CFXTEN по 
вариантам осуществления настоящего изобретения. В отдельном варианте осуществления настоящего 
изобретения изолированный нуклеотид дополнительно содержит последовательность, которая кодирует 
сигнальную последовательность, при том, что указанная последовательность представляет собой 

 или компле-
ментарную ей последовательность. В дополнительном варианте осуществления настоящее изобретение 
обеспечивает экспрессирующий вектор, который содержит нуклеотид, кодирующий гибридный белок, 
или комплементарную ему последовательность. В дополнительном варианте осуществления настоящее 
изобретение обеспечивает изолированную клетку-хозяин, которая содержит вышеуказанный экспресси-
рующий вектор. В дополнительном варианте осуществления настоящее изобретение обеспечивает спо-
соб получения гибридного белка по любому из вариантов осуществления настоящего изобретения, кото-
рый содержит обеспечение клетки-хозяина, которая содержит экспрессирующий вектор; культивирова-
ние клетки-хозяина для обеспечения получения гибридного белка; и извлечение гибридного белка. 

В отдельном варианте осуществления настоящее изобретение обеспечивает изолированный гиб-
ридный белок, содержащий полипептид, который имеет по меньшей мере около 80% идентичности по-
следовательности, или 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%, до около 100% идентичности 
последовательности, по сравнению с последовательностью сопоставимой длины, выбранной из табл. 21, 
при оптимальном выравнивании. 

В дополнительном варианте осуществления настоящее изобретение обеспечивает изолированный 
нуклеотид, который содержит полинуклеотидную последовательность, выбранную из (a) последователь-
ности, которая имеет по меньшей мере около 80% идентичности последовательности, или около 90%, 
или около 91%, или около 92%, или около 93%, или около 94%, или около 95%, или около 96%, или око-
ло 97%, или около 98%, или около 99% или до около 100% идентичности последовательности, по срав-
нению с последовательностью сопоставимой длины, выбранной из табл. 21, при оптимальном выравни-
вании, или (b) комплемента полинуклеотида (a). В дополнительном варианте осуществления настоящего 
изобретения изолированный нуклеотид содержит последовательность 

  связанную с 
5' концом нуклеотида (a), или комплемент последовательности, связанный с 3' концом (b). 

Отдельно предусмотрено, что гибридные белки рекомбинантного фактора VIII могут проявлять 
один или несколько, или любую комбинацию свойств, раскрытых в данном документе. 

Включение в описание изобретения сведений путем ссылки 

Все публикации, патенты и патентные заявки, упомянутые в этом описании, включены в виде ссыл-
ки в той же степени, как если бы каждая индивидуальная публикация, патент или патентная заявка были 
конкретно и индивидуально указаны как включенные посредством ссылки. 

Краткое описание графических материалов 

Признаки и преимущества настоящего изобретения могут быть далее объяснены со ссылкой на по-
следующее подробное описание и прилагаемые графические материалы, в которых изложены иллюстра-
тивные варианты осуществления настоящего изобретения. Фиг. 1 иллюстрирует схематическую пред-
ставление строение FVIII и пространственное расположение доменов во время обработки и свертывания, 
и предназначен для представление и природного варианта FVIII, и варианта без домена B. Домен A1 из-
меняется в диапазоне от 1 до 372 остатка (нумерация относительно зрелой формы последовательности 
FVIII NCBI Protein RefSeq NP_000123 и охватывает остатки a1), домен A2 изменяется в диапазоне от 373 
до 740 остатка, домен B изменяется в диапазоне от 741 до 1648 остатка, домен A3 изменяется в диапазо-
не от 1649 до 2019 остатка (охватывает кислую область a3), домен C1 изменяется в диапазоне от 2020 до 
2172, а домен C2 изменяется в диапазоне от 2173 до 2332 остатка. Варианты BDD содержат делеции в 
диапазоне от 741 до 1648, оставляя некоторые или без оставшихся остатков, с оставшейся последова-
тельность неограничивающей BDD, которая представляет собой SFSQNPPVLKRHQR (SEQ ID NO: 
1614). Фиг. 1A иллюстрирует строение домена одноцепочечного FVIII перед обработкой. Стрелки ука-
зывают сайты на остатках R372, R740, R1648 и R1689, которые расщепляют при обработке и превраще-
нии FVIII в FVIIIa. Фиг. 1B иллюстрирует молекулу FVIII, которую перерабатывают в гетеродимер с 
помощью расщепления остатка R1648, с кислой областью a3a домен A3, указанной на N-конце A3. Фиг. 
1C иллюстрирует молекулу FVIII, которую перерабатывают в гетеротример FVIIIa с помощью расщеп-
ления на R372, R740 и R1689 остатках. 

Фиг. 2 представляет собой схему каскада свертывания, которая демонстрирует внутреннюю и 
внешнюю ветви, которые ведут к общему пути. 

Фиг. 3 иллюстрирует аминокислотную последовательность зрелого фактора VIII человека (SEQ ID 
NO: 1592). 

Фиг. 4 иллюстрирует последовательность фактора VIII с делециям части домена B (SEQ ID NO: 
1593). 
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Фиг. 5 иллюстрирует несколько примеров конформации CFXTEN FVIII, связанной с XTEN (по-
следний показан как толстые, волнистые линии). Во всех случаях FVIII может быть либо природным, 
либо BDD формой FVIII, либо одноцепочечной формой, в которой удаляют весь домен B, который со-
держит природные расщепленные сайты. Фиг. 5A иллюстрирует, слева направо, три варианта одноцепо-
чечного фактора VIII с XTEN, связанного с N-концом, C-концом, и два XTEN, связанных с N- и C-
концом. Фиг. 5B иллюстрирует шесть вариантов зрелого гетеродимера FVIII с, слева направо, XTEN, 
связанным с N-концом домена A1; XTEN, связанным с C-концом домена C2; XTEN, связанным с N-
концом домена A1 и C-концом домена C2; XTEN, связанным с N-концом домена A1 и с N-концом доме-
на A3; XTEN, связанным с C-концом домена C2 и с N-концом домена A3 посредством остаточных ами-
нокислот домена B; и XTEN, связанным с N-концом домена A1, C-концом домена A2 посредством оста-
точных аминокислот домена B, и с C-концом домена C2. Фиг. 5C иллюстрирует, слева направо, три ва-
рианта одноцепочечного фактора VIII: XTEN, связанный с N-концом домена A1, XTEN связанный в пре-
делах наружной петли домена A1 и XTEN, связанный в пределах наружной петли домена A3; XTEN, 
связанный в пределах наружной петли домена A2, XTEN, связанный в пределах наружной петли домена 
C2 и XTEN, связанный с C-концом домена C2; XTEN, связанный с N-концом домена A1 и в пределах 
наружной петли домена C1 и с C-концом домена C. Фиг. 5D иллюстрирует шесть вариантов зрелого ге-
теродимера FVIII с, слева направо, XTEN, связанный с N-концом домена A1, XTEN, связанный в преде-
лах наружной петли домена A1, и XTEN, связанный в пределах наружной петли домена A3; XTEN, свя-
занный в пределах наружной петли домена A2, и XTEN, связанный в пределах наружной петли домена 
C1, и XTEN, связанный с C-концом домена C2; XTEN, связанный с N-концом домена A1, XTEN, связан-
ный в пределах наружной петли домена A1, XTEN, связанный в пределах наружной петли домена A3, и 
XTEN, связанный с C-концом домена C2; XTEN, связанный с N-концом домена A1, XTEN, связанный с 
N-концом домена A3 посредством остаточных аминокислот домена B, и XTEN, связанный в пределах 
наружной петли домена C2; XTEN, связанный в пределах наружной петли домена A2, XTEN, связанный 
с N-концом домена A3 посредством остаточных аминокислот домена B, XTEN, связанный в пределах 
наружной петли домена C1, и XTEN, связанный с C-концом домена C2; и XTEN, связанный в домене B 
или между остаточными остатками домена B варианта BDD (а настоящее изобретение также предусмат-
ривает вариант, в котором XTEN заменяет полный объем домена B, который содержит все сайты при-
родного расщепления, связывая домены A2 и A3, что приводит к одноцепочечной форме фактора VIII). 
Данная фигура также воплощает все варианты, в которых одну или несколько последовательностей 
XTEN вводят в домен B, а получаемые слияния расщепляют в одном или нескольких сайтах (например, 
по сайту R1648) во время внутриклеточной обработки. 

Фиг. 6 представляет собой графическое изобрежение конструкции CFXTEN с XTEN, вводимым в 
домен B и связанным с C-концом домена C2, которое иллюстрирует неструктурированную характери-
стику XTEN, которая приводит к образованию случайной спирали, которая может охватывать участки 
фактора VIII, близкие к XTEN. В нижней части, графический материал иллюстрирует, что если XTEN 
находится в случайной спирале, от может принять конформацию, которая приводит к стерическому за-
труднению, которое блокирует связывание антител ингибитора фактора VIII, которые иначе могли бы 
иметь аффинность к эпитопам, близким к сайту XTEN вставки. 

Фиг. 7 представляет собой графическое изобрежение различных анализов, выполненных на после-
довательности FVIII без В-доменов для идентификации инсерционных сайтов XTEN в пределах после-
довательности FVIII. Каждая из линий A-H представлена в произвольном масштабе по значениям по оси 
Y по всей последовательности BDD FVIII, так что минимальные значения представляют области с высо-
копрогнозируемой толерантностью к вставке XTEN, с количествами остатков по оси X. Линия A иллю-
стрирует границы домена; все разрывы в этой линии представляют границы, которые могут принять 
XTEN. Линия B иллюстрирует границы экзона; т.е. каждый этап линии представляет собой новый экзон. 
Линия C иллюстрирует области, которые не были видны на рентгеновской структуре из-за отсутствия 
порядка в кристалле. Линии, обозначенные D, представляют собой несколько прогнозов, которые были 
рассчитаны с использованием соответствующих программ FoldIndex, взятых с интернет-сайта 
bip.weizmann.ac.il/fldbin/findex (последнее посещение 23 февраля 2011) (см. Jaime Prilusky, Clifford E. 
Felder, Tzviya Zeev-Ben-Mordehai, Edwin Rydberg, Orna Man, Jacques S. Beckmann, Israel Silman и Joel L. 
Sussman, 2005, биоинформатика, основанная на алгоритме Kyte & Doolitlle, а также RONN, обнаружен-
ном на интернет-сайте strubi.ox.ac.uk/RONN (последнее посещение 23 февраля 2011) (см. Yang, Z.R., 
Thomson, R., McMeil, P. and Esnouf, R.M. (2005) RONN: the bio-basis function neural network technique ap-
plied to the detection of natively disordered regions in proteins Bioinformatics 21: 3369-3376. Линии E и F рас-
считывают, основываясь на множественном выравнивании последовательностей генов FVIII от 11 мле-
копитающих, доступных в GenBank. Линия E представляет сохранение отдельных остатков. Линия F 
представляет консервативность 3 аминокислотных сегментов FVIII. Линии G и H представляют разрывы 
и вставки, наблюдаемые во множественном выравнивании последовательностей 11 генов FVIII млекопи-
тающего. Линия J перечисляет точки вставки XTEN по числу аминокислот, которые были получены пу-
тем объединения множества вышеприведенных измерений. 

Фиг. 8 иллюстрирует сайты в последовательностях FVIII без В-доменов (SEQ ID NO: 1594), опре-
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деленные в качестве точки активной вставки в случае XTEN с использованием информации, проиллюст-
рированной на фиг. 8 и как подтверждено в анализах в примере 34. 

Фиг. 9 иллюстрирует диапазон сайтов в последовательностях FVIII без В-доменов (SEQ ID NO: 
1595), определенных для вставки XTEN с использованием информации, проиллюстрированной на фиг. 8 
и или в примере 34 плюс диапазон аминокислот около каждой точка вставки, которые считаются подхо-
дящими для вставки XTEN. 

Фиг. 10 представляет собой схему сборки библиотеки CFXTEN, созданной с помощью определения 
точек вставки, как описано в случае фиг. 7 с последующей вставкой отдельной XTEN (черные полосы) в 
различных точках вставки с использованием способов молекулярной биологии. Конструкции экспресси-
руют и восстанавливают, затем оценивают активность FVIII и фармакокинетические свойства для иден-
тификации тех конформаций CFXTEN, которые приводят к улучшенным свойствам. 

Фиг. 11 представляет собой схему сборки библиотеки компонентов CFXTEN, в которых сегменты 
доменов BDD FVIII, либо отдельные, либо связаные с различными длинами XTEN (черные полосы), со-
бирают в комбинаторной форме в библиотеки генов, кодирующих CFXTEN, которые затем могут быть 
оценены на активность FVIII и фармакокинетические свойства для идентификации конформаций CFX-
TEN, которые приводят к улучшенным свойствам. 

Фиг. 12 иллюстрирует несколько примеров конформаций CFXTEN с XTEN (показаны толстыми, 
волнистыми линиями) с некоторыми XTEN, которые являются секретируемыми с помощью вставки 
расщепленных последовательностей (обозначены черными треугольниками), которые являются расщеп-
ляемыми с помощью прокоагулирующих протеаз. Фиг. 12A иллюстрирует scFVIII с двумя конечными 
секретируемыми XTEN. Фиг. 12B иллюстрирует конформацию, аналогичную Фиг. 12A, но с дополни-
тельным несекретируемым XTEN, связывающим домены A3 и C1. Фиг. 12C иллюстрирует зрелый гете-
родимер FVIII с двумя конечными секретируемыми XTEN. Фиг. 12D иллюстрирует такую же конформа-
цию, как 10C, но с дополнительным несекретируемым XTEN, связывающим домены A3 и C1. 

Фиг. 13 представляет собой принципиальную блок-схему репрезентативных этапов сборки, получе-
ния и оценки XTEN. 

Фиг. 14 представляет собой принципиальную блок-схему репрезентативных этапов сборки конст-
рукции полинуклеотида CFXTEN, кодирующего гибридный белок. Отдельные олигонуклеотиды 501 ре-
натурируют в мотивы последовательности 502, такие как мотив из 12 аминокислот ("12-мер"), который 
лигируют дополнительными мотивами последовательности из библиотеки для создания пула, который 
охватывает нужную длину XTEN 504, а также лигируют меньшей концентрацией олигосодержащего 
BbsI и сайтов рестрикции KpnI 503. Получаемый пул продуктов лигирования очищают на геле и обреза-
ют бэнд с нужной длиной XTEN, что приводит к образованию изолированного гена XTEN с последова-
тельностью-стоппером 505. Ген XTEN клонируют в спейсерный вектор. В данном случае вектор кодиру-
ет дополнительную последовательность CBD 506 и ген GFP 508. Затем осуществляют расщепление с 
BbsI/HindIII для удаления 507 и 508 и размещения стоп-кодона. Получаемый продукт затем клонируют в 
вектор, расщепляемый BsaI/HindIII, который содержит ген, кодирующий FVIII, в результате чего полу-
чают ген 500, кодирующий гибридный белок FVIII-XTEN. 

Фиг. 15 представляет собой принципиальную блок-схему репрезентативных этапов сборки гена, ко-
дирующего гибридный белок, который содержит CF и XTEN, его экспрессия и восстановление в качест-
ве гибридного белка, и его оценка в качестве продукта кандидата CFXTEN. 

Фиг. 16 иллюстрирует использование донорной последовательности XTEN для получения процес-
сированного XTEN. Фиг. 16A иллюстрирует последовательность AG864 (SEQ ID NO: 1596), с подчерк-
нутой последовательностью, которую используют для генерирования длины последовательности 576 
(SEQ ID NO: 1597). Фиг. 16B иллюстрирует последовательность AG864 (SEQ ID NO: 1598), с подчеркну-
той последовательностью, которую используют для генерирования длины последовательности 288 (SEQ 
ID NO: 1599). Фиг. 16C иллюстрирует последовательность AG864 (SEQ ID NO: 1600), с подчеркнутой 
последовательностью, которую используют для генерирования длины последовательности 144 (SEQ ID 
NO: 1601). Фиг. 16D иллюстрирует последовательность AE864 (SEQ ID NO: 1602), с подчеркнутой по-
следовательностью, которую используют для генерирования длины последовательности 576 (SEQ ID 
NO: 1603). Фиг. 16E иллюстрирует последовательность AE864 (SEQ ID NO: 1604), с подчеркнутой по-
следовательностью, которую используют для генерирования длины последовательности 288 (SEQ ID 
NO: 1605). Фиг. 16F иллюстрирует последовательность AE864 (SEQ ID NO: 1606), которую используют 
для генерирования четырех последовательностей с длиной 144 (SEQ ID NOS 1607-1610, соответственно, 
в порядке появления) (двойное подчеркивание указывает первую аминокислоту в последовательностях 
144 и одним подчеркивание представляет баланс этой последовательности). 

Фиг. 17 представляет собой схематическое представление строения экспрессирующих векторов 
фактора VIII-XTEN с различными стратегиями введения элементов XTEN в последовательность, коди-
рующую FVIII. Фиг. 17A иллюстрирует экспрессирующий вектор, который кодирует слитый с 3' концом 
последовательности XTEN, которая кодирует FVIII. Фиг. 17B иллюстрирует экспрессирующий вектор, 
который кодирует элемент XTEN, вводимый в середину кодирующей последовательности, которая ко-
дирует отдельный FVIII. Фиг. 17C иллюстрирует экспрессирующий вектор, который кодирует два эле-
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мента XTEN: один вводимый во внутрь последовательности, кодирующей FVIII, и другой, слитый с 3' 
концом последовательности, кодирующей FVIII. 

Фиг. 18 иллюстрирует способ сборки гибридных генов, которые кодируют XTEN. В данном случае, 
гены собирают из 6 основных фрагментов, а каждый фрагмент доступен в 4 различных вариантах кодона 
(A, B, C и D). Это допускает теоретическое разнообразие 4096 в сборке из 12-аминокислотных мотивов. 

Фиг. 19 иллюстрирует фармакокинетический профиль (концентрации в плазме) у яванских макак 
после однократных доз различных композиций GFP, связанных с неструктурированными полипептидами 
различной длины, которые вводят либо подкожно или внутривенно, как описано в примере 41. Компози-
ции представляют собой GFP-L288, GFP-L576, GFP-XTEN_AF576, GFP-Y576 и XTEN_AD836-GFP. Об-
разцы крови анализируют в различные моменты времени после инъекции и концентрацию GFP в плазме 
измеряют с помощью ELISA с использованием поликлонального антитела против GFP для захвата и био-
тинилированного получения того же поликлонального антитела для детектирования. Результаты пред-
ставлены в виде концентрация в плазме в зависимости от времени (ч) после дозирование и демонстри-
руют, в частности, значительное повышение времени полужизни в случае XTEN_AD836-GFP, компози-
ции с самой большой длиной последовательностей XTEN. Конструкция с самой короткой длиной после-
довательности, GFP-L288, имеет самое короткое время полужизни. 

Фиг. 20 иллюстрирует SDS-PAGE образцов из исследования стабильности гибридного белка 
XTEN_AE864, слитого с N-концом GFP (см. пример 42). GFP-XTEN инкубируют в плазме яванской ма-
каки и лизате почек крыс в течение до 7 дней при 37°C. Кроме того, также оценивают GFP-XTEN, кото-
рый вводят яванской макаке. Образцы отбирают через 0, 1 и 7 дней и анализируют с помощью SDS 
PAGE с последующим детектированием с использованием Вестерн-блоттинга с антителом против GFP. 

Фиг. 21 иллюстрирует результаты анализа при помощи гель-проникающей хроматографии образцов 
конструкции глюкагон-XTEN, которую измеряют против стандартов протеина с известной молекулярной 
массой, с графическим представлением результатов в виде поглощения в зависимости от удерживаемого 
объема, как описано в примере 40. Конструкции глюкагон-XTEN представляют собой 1) глюкагон-Y288; 
2) глюкагон Y-144; 3) глюкагон-Y72; и 4) глюкагон-Y36. Результаты указывают на повышение средней 
молекулярной массы с возрастанием длины фрагмент XTEN (для данных см. пример 40). 

Фиг. 22 иллюстрирует результаты Вестерн-блоттинга протеинов, экспрессированных клеточной 
культурой клеток, которые трансформированы с помощью обозначенных конструкций (пример 25). Об-
разцы на дорожках 1-12 представляют собой: стандарты MW, FVIII (42,5 нг), pBC0100B, pBC0114A, 
pBC0100, pBC0114, pBC0135, pBC0136, pBC0137, pBC0145, pBC0149 и pBC0146 соответственно. До-
рожки 8, 9 и 12 демонстрируют полосы соответствующие FVIII с C-конечным XTEN288, с предполагае-
мой молекулярной массой 95 кДа. Дорожки 7 и 11 демонстрируют полосы, соответствующие FVIII с C-
конечным XTEN42, с предполагаемой молекулярной массой 175 кДа. Дорожки 2-6 демонстрируют поло-
сы, соответствующие FVIII и тяжелой цепи. Дорожки 10 и 23 демонстрируют полосы, соответствующие 
тяжелой цепи. Дорожка 7 иллюстрирует бэнд, соответствующий тяжелой цепи и связанному XTEN42. 

Фиг. 23 иллюстрирует результаты анализа FVIII в образцах, полученных у мышей с двумя нокаути-
рованными факторами, FVIII и фактора фон Виллебранда, с гидродинамической инъекцией плазмидной 
ДНК, как описано в примере 36. 

Фиг. 24 представляет собой графическое и табличное отображение фармакокинетических свойств 
rBDD-FVIII и очищенных гибридных белков CFXTEN pBC0145 и pBC0146 (с C-концевым XTEN), вве-
денных мышам с двумя нокаутированными либо HemA, либо в FVIII/VWF, генами, как описано в при-
мере 30, которые демонстрируют улучшенное время полужизни CFXTEN в обоих штаммах мышей. 

Фиг. 25 представляет собой графическое и табличное отображение фармакокинетических свойств 
rBDD-FVIII и гибридных белков CFXTEN pSD0050 и pSD0062 (с вводимыми вовнутрь XTEN), введен-
ных мышам с двумя нокаутированными, либо HemA (фиг. 25A), либо FVIII/VWF, генами (фиг. 25B), с 
использованием анализа PK культуры клеток у мышей HemA. Показаны доза, 5-минутное восстановле-
ние и время полужизни (T1/2), как описано в примере 32, которые подчеркивают улучшенное восстанов-
ление и время полужизни CFXTEN, по сравнению с положительным контролем FVIII в обоих штаммах 
мышей. 

Фиг. 26 представляет собой графическое изображение титрования ингибитора FVIII GMA8021 с 
использованием pBC0114 BDD-FVIII и конструкции CFXTEN LSD0049.002 с тремя вставками XTEN из 
144 аминокислот на остатках 18, 745 и 2332. Данные указывают на сдвиг количества антитела, необхо-
димых для ингибирования CFXTEN до 50% уровня, по сравнению с положительным контролем FVIII в 
мкг/мл вправо на приблизительно 0,7 порядка величин. 

Фиг. 27 представляет собой схему логической блок-схемы алгоритма SegScore. На фигуре исполь-
зуют следующие обозначения: i, j - счетчики, которые используют в системах управления, проходящих 
через всю последовательность; HitCount- эта переменная представляет собой счетчик, который отслежи-
вает, сколько раз подпоследовательность сталкивается в блоке с идентичной подпоследовательностью; 
SubSeqX - эта переменная содержит подпоследовательность, которую проверяют на избыточности; Sub-
SeqY - эта переменная содержит подпоследовательность, которую снова проверяет SubSeqX; BlockLen - 
эта переменная содержит длину блока, определенную пользователем; SegLen - эта переменная содержит 



041874 

- 19 - 

длину сегмента. Программу жестко задают для того, чтобы генерировать результаты в случае подпосле-
довательности с длинами 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 и 10; Block - эта переменная содержит строку с длиной Block-
Len. Строка состоит из букв из входящей последовательности XTEN и определяется с помощью положе-
ния счетчика i; SubSeqList - это список, который содержит все результаты сгенерированных подпоследо-
вательностей. Фиг. 28 иллюстрирует применение алгоритма SegScore к гипотетическому XTEN из 11 
аминокислот (SEQ ID NO: 1591), для того, чтобы определить повторяемость. Последовательность XTEN 
состоит из N аминокислот, разделенных на N-S+1 подпоследовательностей с длиной S (в данном случае 
S=3). Осуществляют попарное сравнение всех подпоследовательностей и рассчитывают среднее число 
одинаковых подпоследовательностей, для того, чтобы привести к количеству подпоследовательностей 1, 
89. 

Фиг. 29 представляет собой график величины отдельных конструкций отношения активности FVIII 
в анализируемом CFXTEN к таковому в случае pBC114 положительного контроля FVIII после воздейст-
вия антитела GMA8021 на FVIII, сгруппированный в соответствии с количеством XTEN в конструкции 
гибридного белка (см. пример 28). Результаты показывают существенную линейную зависимость спо-
собности CFXTEN сохранять активность FVIII с возрастанием количества встроенных XTEN. 

Фиг. 30 иллюстрирует первичную последовательность и структуру домена конструкции зрелого 
FVIII человека без В-доменов (BDD) (пример 46). Проиллюстрировано расположение введенных сайтов 
рестрикции NheI и ClaI. Следует отметить, что нумерация аминокислот соответствует аминокислотным 
позициям в первичной последовательности зрелого фактора FVIII (фиг. 30). Отдельные домены ограни-
чены серыми линиями/рамками с обозначением домена серым текстом. Кислые области (a1, a2, a3) ука-
заны пунктирными рамками. Сплошные клинья/треугольники обозначают сайты расщепления тромбина 
при активации FVIII до FVIIIa. Незаполненные клинья/треугольник обозначают сайт внутриклеточной 
протеолитической обработки в двуцепочечную форму FVIII. Шестиугольники указывают сайты N-
связанного гликозилирования. Круги указывают сайты сульфатирования Tyr. Уникальные неприродные 
сайты рестрикции (NheI, GCTAG; ClaI, ATCGAT), введенные в cDNA для облегчения встав-
ки/рекомбинации XTEN, выделены серым с двойным подчеркиванием. 

Фиг. 31 иллюстрирует графическое представление конструкции FVIII, описанной на фиг. 30, с ука-
занием организации домена и расположения природных и неприродных сайтов рестрикции. 

Фиг. 32 иллюстрирует графические выходные данные ASAView в случае структурных наборов 
данных 2R7E, 3CDZ и PM0076106. Показаны доступные адсорбции поверхности (ASA) в случае амино-
кислот в доменах A1, A2, A3, C1 и C2. Анализы выполняют в рентгеноструктурных кристаллографиче-
ских координатах 3CDZ (Ngo et al., Structure 16: 597-606 (2008)) и 2R7E (Shen et al., Blood 111:1240-1247 
(2008)) внесенных в Protein Data Bank, который обеспечивает Research Collaboratory for Structural Bioin-
formatics (RCSB; http://www.rcsb.org/pdb), а также в атомных координатах PM0076106 в случае прогнози-
руемой уточненной структуры FVIII, полученной из исследования симулирования молекулярной дина-
мики (Venkateswarlu, BMC Struct. Biol. 10:7 (2010)), внесенных в Protein Model Database 
(http://mi.caspur.it/PMDB/main.php), которые обеспечивает Consorzio Interuniversitario per le Applicazioni 
di Supercalcolo per Università e Riserca (CASPUR) и Department of Biochemical Sciences of the University of 
Rome. 

Фиг. 33 иллюстрирует структурное представление о расположении инсерционных сайтов XTEN. 
Центральный графический материал соответствует кристаллической структуре FVIII (PDB: 2R7E), окру-
женной подробным видом доменов A1, A2, A3, C1 и C2. Бета-тяжи и альфа-спирали показаны в виде 
ленточного представления. Петли показаны в виде альфа-карбоновых трубок. Аминокислоты в инсерци-
онных сайтах XTEN показаны в виде сферического представления CPK. Номер каждого изображения 
указывает расположение инсерционных сайтов XTEN в соответствии с нумерацией на фиг. 30. 

Фиг. 34 иллюстрирует структурное представление о расположении инсерционных сайтов XTEN, 
показанных на фиг. 33, при том, что получаемый рекомбинантный протеин FVIII демонстрирует актив-
ность FVIII. 

Фиг. 35 иллюстрирует структурное представление о расположении инсерционных сайтов XTEN, 
показанных на фиг. 34, при том, что получаемый рекомбинантный протеин FVIII демонстрирует актив-
ность FVIII. 

Фиг. 36 иллюстрирует структурное представление о расположении инсерционных сайтов XTEN, 
показанных на фиг. 35, при том, что получаемый рекомбинантный протеин FVIII демонстрирует актив-
ность FVIII. 

Фиг. 37 иллюстрирует множественное выравнивание последовательностей ClustalW доменов A1, 
A2, A3, C1 и C2 FVIII, которое демонстрирует расположение вставок XTEN, которые приводит к реком-
бинантным протеинам FVIII, отображающие активность FVIII (черное поле, белый текст) или не отобра-
жающие активность FVIII (серое поле, жирный текст). 

Фиг. 38 иллюстрирует графическое представление DSSP вторичной структуры двух полипептидных 
цепей в кристаллической структуре природного активного FVIII человека, депонированного под кодом 
2R7E в Protein Data Bank (см. пример 47). Нумерация аминокислотной последовательности является та-
кой же, как и в белковой последовательности на фиг. 30. Области бета-листа показаны заполненными 
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стрелками и обозначены от β1 до β66. Расположение петель XTEN, доступных для встраивания, обозна-
чают заштрихованными рамками. Домен A1 петли XTEN, доступной для встраивания, обозначен Loop 
A1-1 и Loop A1-2. Домен A2 петли XTEN, доступной для встраивания, обозначен Loop A2-1 и Loop A2-
2. Домен A3 петли XTEN, доступной для встраивания, обозначен Loop A3-1 и Loop A3-2. 

Фиг. 39 иллюстрирует графическое представление DSSP о вторичной структуре двух полипептид-
ных в кристаллической структуре природного активного FVIII человека, депонированного под кодом 
2R7E в Protein Data Bank (см. пример 47). Нумерация аминокислотной последовательности является та-
кой же, как и в белковой последовательности на фиг. 30. Области бета-листа показаны заполненными 

стрелками и обозначены от β1 до β66. Расположение петель XTEN, доступных для встраивания, обозна-
чают заштрихованными рамками. Домен A1 петли XTEN, доступной для встраивания, обозначен Loop 
A1-1 и Loop A1-2. Домен A2 петли XTEN, доступной для встраивания, обозначен Loop A2-1 и Loop A2-
2. Домен A3 петли XTEN, доступной для встраивания, обозначен Loop A3-1 и Loop A3-2. 

Фиг. 40 иллюстрирует множественное выравнивание ClustalW последовательностей доменов A1, 
A2, A3, C1 и C2 FVIII, которое демонстрирует расположение вставок XTEN, приводящих к рекомби-
нантным протеинам FVIII, отображающих активность FVIII (черное поле, белый текст) или не отобра-
жающих активность FVIII (серое поле, жирный текст). Локализации петель XTEN, доступных для встра-
ивания, указаны пунктирными прямоугольниками (см. пример 47). 

Фиг. 41. Фиг. 41A представляет вид спереди структурного представления FVIII человека 
(PDB:2R7E), который демонстрирует расположение доменов A1, A2, A3, C1 и C2 (обведено пунктирны-
ми линиями) и локализации петель XTEN, доступных для встраивания, A1-1, A1-2, A2-1, A2-2, A3-1 и 
A3-2 выделены в виде сферических представлений CPK. Фиг. 41B представляет вид сбоку структурного 
представления FVIII человека (PDB:2R7E), который демонстрирует расположение доменов A1, A2, A3, 
C1 и C2 (обведено пунктирными линиями) и локализации петель XTEN, доступных для встраивания, A1-
1, A1-2, A2-1, A2-2, A3-1 и A3-2 выделены в виде сферических представлений CPK. 

Фиг. 42 иллюстрирует вид сверху структурного представления А доменов изолированного FVIII 
человека (PDB:2R7E), которые демонстрируют расположение петель XTEN, доступных для встраивания, 
выделенные в виде в виде сферических представлений CPK. Фиг. 42B, 42D и 42F демонстрируют вид 
сбоку структурных представлений доменов A изолированного FVIII человека (PDB:2R7E), которые де-
монстрируют расположение петель XTEN, доступных для встраивания, выделенные в виде в виде сфе-
рических представлений CPK. 

Фиг. 43 иллюстрирует последовательности различных делеций В-доменов фактора VIII и отдель-
ные мутации. Линии 4-10 демонстрируют различные делеций В-домена с указанным XTEN, связываю-
щим остаточный фланкирующий В-домен или остатки домена A3. Мутация R1648A обозначена стрелкой 
на линии 5 и 8, в то время как мутация Y1680F стрелкой на линиях 8-10. 

Фиг. 44 представляет собой гистограмму хромогенного анализа и анализа активности aPTT различ-
ных CFXTEN с одиночными вставками XTEN (пример 49). 

Фиг. 45 представляет собой гистограмму хромогенного анализа и анализа активности aPTT различ-
ных CFXTEN с 2 вставками XTEN (пример 49). 

Фиг. 46 представляет собой гистограмму хромогенного анализа и анализа активности aPTT различ-
ных CFXTEN с 3 вставками XTEN (пример 49). 

Фиг. 47 представляет собой график уровней плазмы у мышей DKO различных введений CFXTEN с 
одиночными вставками XTEN, по сравнению с контролем BDD-FVIII, на котором показано от 10- до 20 
раз более продолжительное время полужизни, которое выполняют с помощью вставки XTEN в различ-
ных локализациях (пример 50). 

Фиг. 48 представляет собой график уровней плазмы у мышей DKO различных вводят CFXTEN с 
одной, двумя и тремя вставками XTEN, по сравнению с контролем BDD-FVIII, на котором показано уве-
личение времени полужизни, которое выполняют с помощью включения дополнительных вставок 
XTEN, по сравнению с одиночной или двумя вставками (пример 51). 

Фиг. 49 представляет собой графики зависимости построенных кривых ингибирования для остав-
шейся прокоагулянтной активности фактора VIII в образцах, проанализированных в Бетезда-анализе с 
тремя сыворотками больных гемофилией (фиг. 49A-C) или анти-FVII овцы (фиг. 49D), описано в приме-
ре 52, который явным образом демонстрирует сдвиг влево кривой ингибирования в случае двух молекул 
CFXTEN, по сравнению с FVIII, не связанным с XTEN. 
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Подробное описание изобретения 

Перед тем как будут описаны варианты осуществления настоящего изобретения, следует понимать, 
что подобные варианты осуществления настоящего изобретения представлены исключительно в качест-
ве примера, и что в практической реализации настоящего изобретения могут быть использованы различ-
ные альтернативы вариантам осуществления настоящего изобретения, описанные в данном документе. 
Многочисленные вариации, изменения и замены будут очевидны специалистам в данной области техни-
ки без отступления от изобретения. 

Если не определено иначе, все технические и научные термины, используемые в данном документе, 
имеют то же значение, как обычно понимают специалисты с обычной квалификацией в данной области 
техники, к которой принадлежит настоящее изобретение. Хотя способы и материалы, подобные или эк-
вивалентные описанным в данном документе, могут быть использованы на практике или при тестирова-
нии настоящего изобретения, подходящие способы и материалы описаны ниже. В случае конфликта, бу-
дет контролироваться описание патента, включая определения. Кроме того, материалы, способы и при-
меры являются только иллюстративными и не предназначены для ограничения. Многочисленные вариа-
ции, изменения и замены будут очевидны специалистам в данной области без отступления от изобрете-
ния. 

Определения 

В контексте настоящего изобретения следующие термины имеют значения, закрепленные за ними, 
если не указано иное. 

Как использовано в описании и формуле изобретения, формы единственного числа включают ссыл-
ки на множественное число, если из контекста явно не следует иное. Например, термин "клетка" содер-
жит в себе множество клеток, в том числе их смеси. 

Термины "полипептид", "пептид" и "протеин" используются здесь взаимозаменяемо для обозначе-
ния полимеров аминокислот любой длины. Полимер может быть линейным или разветвленным, он мо-
жет содержать модифицированные аминокислоты и может прерываться не аминокислотами. Термины 
также содержат аминокислотный полимер, который был модифицирован, например, путем образования 
дисульфидных связей, гликозилирования, липидизации, ацетилирования, фосфорилирования или любой 
другой манипуляцией, например, конъюгацией с компонентом метки. 

Термин "аминокислота", который используется в данном документе, относится к любой природной 
и/или ненатуральной или синтетической аминокислоте, в том числе, но без ограничения ими, как D, так и 
L оптические изомеры и аналоги аминокислот и пептидомиметиков. Для обозначения аминокислот ис-
пользуют стандартные одно- или трехбуквенные коды. 

Термин "домен", если используется в отношении к полипептиду фактора VIII, относится либо ко 
всему домену или его функциональному фрагменту, например, полной длине или функциональным 
фрагментам домена A1, домена A2, домена A3, домена B, домена C1 и/или домена C2 фактора VIII. 

Термин "природная L-аминокислота" означает L формы оптического изомера глицина (G), пролина 
(P), аланина (A), валина (V), лейцина (L), изолейцина (I), метионина (M), цистеина (C), фенилаланина (F), 
тирозина (Y), триптофана (W), гистидина (H), лизина (K), аргинина (R), глутамина (Q), аспарагина (N), 
глутаминовой кислоты (E), аспарагиновой кислоты (D), серина (S) и треонина (T). 

Термин "не встречающиеся в природе", в применении к последовательностям и как используется в 
данном документе, означает полипептидные или полинуклеотидные последовательности, которые не 
имеют аналогов, не комплементарны или не имеют высокую степень гомологии с последовательностью 
дикого типа или встречающейся в природе, обнаруженной у млекопитающего. Например, не встречаю-
щийся в природе полипептид или фрагмент может проявлять не более 99, 98, 95, 90, 80, 70, 60, 50% или 
даже меньше идентичности аминокислотной последовательности, по сравнению с природной последова-
тельностью при соответствующем выравнивании. 

Термины "гидрофильный" и "гидрофобный" относятся к степени аффинности, которую имеет ве-
щество с водой. Гидрофильное вещество имеет высокую аффинность к воде, стремясь раствориться в, 
смешаться с, или смачиваться водой, тогда как гидрофобное вещество, по существу, не имеет аффинно-
сти к воде, стремится к отражению, а не поглощению воды, и стремится не раствориться, или не сме-
шаться с, или не смачиваться водой. Аминокислоты могут быть охарактеризованы на основе их гидро-
фобности. Были разработаны ряд шкал. Примером является шкала, разработанная Levitt, M, et al., J Mol 
Biol (1976) 104:59, который приведена в Hopp, TP, et al., Proc Natl Acad Sci U S (1981) 78:3824. Приме-
ры"гидрофильных аминокислот" представляют собой аргинин, лизин, треонин, аланин, аспарагин и глу-
тамин. Особый интерес представляют гидрофильные аминокислоты аспартат, глутамат, серин и глицин. 
Примеры "гидрофобных аминокислот" представляют собой триптофан, тирозин, фенилаланин, метио-
нин, лейцин, изолейцин и валин. 

"Фрагмент" в применении к протеину, представляет собой процессированную форму природного 
биологически активного протеина, который сохраняет по меньшей мере часть терапевтической и/или 
биологической активности. "Вариант", в применении к протеину, представляет собой протеин с гомоло-
гией последовательностей с природному биологически активному протеину, который сохраняет по 
меньшей мере часть терапевтической и/или биологической активности биологически активного протеи-
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на. Например, альтернативный протеин может разделять по меньшей мере 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98 
или 99% идентичности аминокислотной последовательности, по сравнению с соответствующим биоло-
гически активным протеином. Как используется в данном документе, термин "биологически активный 
фрагмент протеина" содержит протеины, измененные преднамеренно, как например, с помощью сайт-
направленного мутагенеза, синтеза кодирующего гена, вставок или случайно, через мутации. 

Термин "вариант последовательности" означает полипептиды, которые были изменены, по сравне-
нию с их природной или исходной последовательностью на одну или несколько аминокислотных вста-
вок, делеций или замен. Вставки могут быть расположены на одном или на обоих концах белка, и/или 
могут быть расположены во внутренних районах аминокислотной последовательности. Не ограничи-
вающим примером является вставка последовательности XTEN в последовательность протеина с биоло-
гически-активной функцией. В случае вариантов делеции удаляют один или несколько аминокислотных 
остатков полипептида, как описано в данном документе. Варианты делеции, таким образом, содержат все 
фрагменты функциональной полипептидной последовательности. В вариантах замены, один или не-
сколько аминокислотный остаток полипептида удаляют и замещают на альтернативные остатки. В от-
дельном аспекте, замены являются консервативными по природе, а консервативные замены этого типа 
хорошо известны в данной области техники. Как используется в данном документе, "внутренний XTEN" 
соответствует последовательностям XTEN, которые вводят в последовательность фактора свертывания. 
Внутренний XTEN может быть построен с помощью вставки последовательности XTEN в последова-
тельность фактора свертывания, такого как FVIII, либо с помощью вставки между двумя соседними ами-
нокислотами в домене ("внутридоменный") или между двумя доменами ("междоменный") фактора свер-
тывание, или при этом XTEN частично заменяет внутреннюю последовательность фактора свертывания. 

Как используется в данном документе, "концевой XTEN" соответствует последовательности XTEN, 
которая была слита с или в N- или C-концом фактора свертывания или с протеолитической последова-
тельностью расщепления или линкером на N- или C-концц фактора свертывания. Концевой XTEN может 
быть слитым с природным концом фактора свертывания. Кроме того, концевой XTEN может заменить 
часть концевой последовательности фактора свертывания. 

Термин "сайт секретирования XTEN" соответствует последовательности расщепления гибридных 
белков CFXTEN, которые могут быть распознаны и расщеплены протеазами млекопитающего, влияя на 
секретирование XTEN или части XTEN из гибридного белка CFXTEN. Как используется в данном доку-
менте, "протеаза млекопитающего" означает протеазу, которая, как правило, существует в жидкостях 
организма, клетках или тканях млекопитающих. Сайты секретирования XTEN могут быть разработаны 
для расщепления различными протеазами млекопитающих (также известные как "протеазы секретирова-
ния XTEN"), такие как FXIa, FXIIa, калликреин, FVIIIa, FVIIIa, FXa, FIIa (тромбин), эластаза-2, MMP-12, 
MMP13, MMP-17, MMP-20 или любая протеаза, которая присутствует в процессе свертывания. Могут 
быть использованы другие эквивалентные протеазы (эндогенные или экзогенные), которые способны 
распознавать определенный сайт расщепления. Сайты расщепления могут быть скорректированы и адап-
тированы к используемым протеазам. 

Термин "в пределах", если соответствует первому полипептиду, который является связанный со 
вторым полипептидом, охватывает соединение, которое соединяет N-конец первого или второго поли-
пептида с C-концом второго или первого полипептида, соответственно, а также вставку первого поли-
пептид в последовательность второго полипептид. Например, если XTEN связан "в пределах" домена 
полипептида фактора VIII, XTEN может быть связан с N-концом, C-концом, или может быть введен в 
указанный домен. 

Как используется в данном документе, термин "сайт", если используется по отношению к инсерци-
онному сайту XTEN в пределах, или с, биологического полипептида, такого как фактор VIII, представля-
ет положение аминокислоты, в котором связан XTEN. Когда описаны пронумерованные сайты, такие как 
первый, второй, третий, четвертый, пятый или шестой сайт вставки XTEN в пределах, или в, фактора 
VIII, каждый сайт понимают как представляющий особый сайт фактора VIII; например, второй сайт 
представляет собой расположение в факторе VIII, отличное от первого сайта, третий сайт является от-
личным от второго и первого, и т.д. 

"Активность" или "прокоагулянтная активность" в применении к форме(ам) полипептида CFXTEN, 
представленной в данном документе, соответствует способности связываться с целевым субстратом коа-
гулирующего протеина или кофактора и обеспечивает случай свертывания, будь то измеренной с помо-
щью in vitro, ex vivo, либо in vivo анализа. Подобные анализы содержат, но без ограничения ими, одно-
этапные анализы коагулирующих активности, двухэтапные анализы коагулирующей активности, хромо-
генные анализы и анализы ELISA. "Биологическая активность" соответствует in vitro или in vivo биоло-
гической функции или влиянию, которое содержит, но без ограничения ими, либо связывание рецептора 
или лиганда, либо влияние на свертывание, как правило, известное в данной области техники в случае 
фактора свертывания FVIII, или клеточного, физиологического или клинического ответа, который со-
держит остановку случая кровотечения. 

Как используется в данном документе, термин "ELISA" соответствует ферментному иммуносор-
бентному анализу, как описано в данном документе, или как иначе известно в данной области техники. 
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"Клетка-хозяин" содержит отдельную клетку или культуру клеток, которая может быть или была 
реципиентом для зависимых векторов. Клетки-хозяева содержат потомство отдельной клетки-хозяина. 
Потомство может быть не обязательно полностью идентичным (по морфологии или генетически от об-
щего комплемента ДНК) первоначальной родительской клетке за счет естественной, случайной или 
преднамеренной мутации. Клетка-хозяин содержит клетки, трансфицированные в естественных условиях 
с вектором по данному изобретению. 

"Изолированный" ("выделенный"), если используется для описания различных полипептидов, рас-
крытых в данном документе, означает полипептид, который был идентифицирован и отделен и/или вы-
делен из компонента его природной среды. Загрязняющие компоненты его природного окружение пред-
ставляют собой вещества, которые обычно мешают диагностическим или терапевтическим применениям 
полипептида и могут включать ферменты, гормоны и другие белковые или небелковые растворенные 
вещества. Как очевидно специалистам в данной области, не встречающийся в природе полинуклеотид, 
пептид, полипептид, белок, антитело или его фрагменты, не требует "изолирования", чтобы отличить его 
от природного аналога. Кроме того, "концентрированный", "отделенный" или "разбавленный" полинук-
леотид, пептид, полипептид, протеин, антитело, или их фрагменты, отличается от его природного анало-
га тем, что концентрация или число молекул в единице объема, как правило, больше, чем в его встре-
чающейся в природе копии. В общем, полипептид, созданный с помощью рекомбинантного способа и 
экспрессированный в клетку-хозяин, считается "изолированным". 

"Изолированный" полинуклеотид, или кодирующий полипептид нуклеотид, или другой кодирую-
щий полипептид нуклеотид, представляет собой молекулу нуклеотида, которую определяют и отделяют 
от по меньшей мере одной загрязняющей молекулы нуклеотида, с которой она обычно связана в природ-
ном источнике кодирующего полипептид нуклеотида. Изолированная молекула кодирующего полипеп-
тид нуклеотида отличается по форме или условиям, от той, которая существует в природных клетках. 
Изолированный молекулы кодирующего полипептид нуклеотида, таким образом, отличаются от кон-
кретной кодирующей полипептид молекулы нуклеиновой кислоты, как она существует в природных 
клетках. Несмотря на это, изолированная молекула кодирующего полипептид нуклеотида содержит мо-
лекулы кодирующего полипептид нуклеотида, содержащиеся в клетках, которые обычно экспрессируют 
полипептид, если, например, молекула нуклеотида находится в хромосомном или внехромосомном рас-
положении, отличном от такового в природных клетках. 

"Слитый" протеин содержит по меньшей мере один слитый полипептид, который содержит по 
меньшей мере одну область в последовательности в положении, отличном от того, который встречается в 
природе. Области могут, как правило, существовать в раздельных протеинах и объединяются в слитый 
полипептид; или они могут нормально существовать в том же протеине, но размещены в новой компо-
новке в слитом полипептиде. Слитый протеин может быть создан, например, с помощью химического 
синтез или с помощью создания и транслирования полинуклеотида, в котором пептидные области зако-
дированы в нужном соотношении. 

"Конъюгированный", "связанный", "слитый" и "гибридный" используют в данном документе взаи-
мозаменяемо. Эти термины относятся к соединению вместе двух или более химических элементов, по-
следовательностей или компонентов любыми способами, которые содержат химическое конъюгирование 
или рекомбинантные способы. Например, промотор или энхансер функционально связан с кодирующей 
последовательностью, если он влияет на транскрипцию последовательности. Как правило, "функцио-
нально связанный" означает то, что последовательности DNA, будучи связанными, являются смежными, 
и в фазе считывания или внутри рамки считывания. "Слияние внутри рамки считывания" относится к 
соединению двух или более открытых рамок считывания (ORF) с образованием непрерывной длитель-
ный ORF, таким образом, что поддерживают правильную рамку считывания исходных ORF. Таким обра-
зом, получаемые рекомбинантный гибридный белок представляет собой отдельный протеин, который 
содержит два или более сегмента, которые соответствуют полипептидам, кодируемым исходным ORF 
(сегменты которые обычно соединены не так, как в природе). 

В контексте полипептидов, "линейная последовательность" или "последовательность" представляет 
собой порядок аминокислот в полипептиде в направлении от N- к C-концу, в котором остатки, которые 
граничат друг с другом в последовательностях, являются смежными в первичной структуры полипепти-
да. "Частичная последовательность" представляет собой линейную последовательность части полипеп-
тида, которая, как известно, содержит дополнительные остатки в одном или обоих направлениях. 

"Гетерологический" означает полученный из объекта, генотипически отличного от другого объекта, 
с которым его сравнивают. Например, богатая глицином последовательность, удаленная из его природ-
ной кодирующей последовательности и функционально связанная с кодирующей последовательностью, 
отличной от природной последовательности, является гетерологической богатой глицином последова-
тельностью. Термин "гетерологический" в применении к полинуклеотиду, полипептиду, означает что 
полинуклеотид или полипептид получают из объекта, генотипически отличного от другого объекта, с 
которым его сравнивают. 

Термины "полинуклеотиды", "нуклеотиды", "нуклеиновые кислоты" и "олигонуклеотиды" исполь-
зуют взаимозаменяемо. Они относятся к полимерной форме нуклеиновых кислот любой длины, либо 
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дезоксирибонуклеиновых кислот, либо рибонуклеиновых кислот, или их аналогов. Полинуклеотиды мо-
гут иметь любую трехмерную структуру и могут выполнять любую функцию, известную или неизвест-
ную. Ниже приведены неограничивающие примеры полинуклеотидов: кодирующие или некодирующие 
области гена или фрагмента гена, локусы (локус) определяют из анализа сцепления, экзонов, интронов, 
матричной RNA (mRNA), транспортной RNA, рибосомальной RNA, рибозимов, cDNA, рекомбинантных 
полинуклеотидов, разветвленных полинуклеотидов, плазмидов, векторов, изолированной DNA любой 
последовательности, изолированной RNA любой последовательности, зонда для нуклеиновой кислоты и 
праймеров. Полинуклеотид может составлять измененные нуклеиновые кислоты, такие как метилиро-
ванные нуклеиновые кислоты и аналоги нуклеотида. Если присутствует, модификация структуры нук-
леотида может быть осуществлена перед или после сборкой полимера. Последовательность нуклеиновых 
кислот может прерываться ненуклеотидными компонентами. Полинуклеотид может быть дополнительно 
изменен после полимеризации, например, путем конъюгации с меченым компонентом. 

Термин "комплемент полинуклеотида" означает молекулу полинуклеотида, имеющую комплемен-
тарную последовательность оснований и обратную ориентацию, по сравнению с эталонной последова-
тельностью, так, что она может гибридизоваться с эталонной последовательности с полной точностью. 

"Рекомбинантный" в применении к полинуклеотиду означает то, что является продуктом различных 
комбинаций этапов in vitro клонирования, рестрикции и/или лигирования, и других способов, которые 
приводят к конструкции, которая потенциально может быть выражена в виде рекомбинантного белка в 
клетке-хозяине. 

Термины "ген" и "фрагмент гена" в данном документе используют взаимозаменяемо. Они относятся 
к полинуклеотиду, который содержит по меньшей мере одну открытую рамку считывания, которая спо-
собна кодировать конкретный белок после того, как его транскрибируют и транслируют. Ген или фраг-
мент гена может быть геномным или cDNA, при условии, что полинуклеотид содержит по меньшей мере 
одну открытую рамку считывания, которая может охватывать полную кодирующую область или ее сег-
мент. "Слитый ген" является геном, который состоит из по меньшей мере двух гетерологичных полинук-
леотидов, которые связаны друг с другом. 

"Гомология", "гомологичный" или "идентичность последовательности" соответствует сходству по-
следовательности или взаимозаменяемости между двумя или более полинуклеотидными последователь-
ностями, или между двумя или более полипептидная последовательности. При использовании для опре-
деления идентичности последовательности, сходства или гомологии между двумя различными амино-
кислотными последовательностями такой программы, как BestFit, могут быть использованы настройки 
по умолчанию или для оптимизации результатов идентичности, сходства или гомологии может быть вы-
брана соответствующая матрица замен, такая как blosum45 или blosum80. Предпочтительно, полинуклео-
тиды, которые являются гомологичными, представляют собой таковые, которые гибридизуются в жест-
ких условиях, как определено в данном документе, и имеют по меньшей мере 70%, предпочтительно, по 
меньшей мере 80%, более предпочтительно, по меньшей мере 90%, еще более предпочтительно, 95%, 
наиболее предпочтительно 97%, еще наиболее предпочтительно, 98%, и еще наиболее предпочтительно 
99% идентичности последовательности, по сравнению с теми последовательностями. Полипептиды, ко-
торые являются гомологичными, предпочтительно имеют идентичности последовательности, которые 
составляют по меньшей мере 70%, предпочтительно, по меньшей мере 80%, более предпочтительно, по 
меньшей мере 90%, еще более предпочтительно, по меньшей мере 95-99%, и наиболее предпочтительно, 
на 100% идентичны. 

"Лигирование" соответствует способу образования фосфодиэфирных связей между двумя нуклео-
тидными фрагментами или генами, связывая их вместе. Для лигирования фрагментов DNA или генов 
вместе, концы DNA должны быть совместимы друг с другом. В некоторых случаях, концы будут совмес-
тимы непосредственно после расщепления эндонуклеазой. Несмотря на это, может быть необходимо, 
чтобы сначала преобразовать липкие концы, обычно получаемые после расщепления эндонуклеазой, до 
тупых концов, чтобы сделать их совместимыми для лигирования. 

Термины "жесткие условия" или "жесткие условия гибридизации" содержат ссылку на состояния, 
при которых полинуклеотид будет гибридизоваться до его целевой последовательности, к детектируемо 
более высокой степени, чем другие последовательности (например, по меньшей мере в 2 раза выше фо-
на). Как правило, точность гибридизации выражают, в частности, по отношению к температуре и кон-
центрации соли, при которой выполняют этап промывания. Обычно, жесткими условиями будут те, в 
которых концентрация соли составляет менее около 1,5 М иона Na, как правило, концентрация иона Na 
(или других солей) составляет от около 0,01 до 1,0 М при pH от 7,0 до 8,3 и температура составляет по 
меньшей мере около 30°C в случае коротких полинуклеотидов (например, от 10 до 50 нуклеиновых ки-
слот) и по меньшей мере около 60°C в случае длинных полинуклеотидов (например, больше 50 нуклеи-
новых кислот) - например, "жесткие условия" могут содержать гибридизацию в 50% формамиде, 1 M 

NaCl, 1% SDS при 37°C, и три промывания, по 15 мин каждое, в 0,1 × SSC/l% SDS при от 60°C до 65°C. 
Кроме того, могут использовать температуры около 65°C, 60°C, 55°C или 42°C. Концентрация SSC мо-

жет изменяться от около 0,1 до 2×SSC, с SDS, которая находится около 0,1%. Подобные температуры 
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промывания, как правило, выбирают от около 5 до 20°C ниже точки плавления конкретной последова-
тельности при определенной ионной силе и значении pH. Tm представляет собой температуру (при опре-
деленных ионной силе и pH), при которой 50% целевой последовательности гибридизуется с отлично 
подходящим зондом. Уравнение для расчета Tm и условий гибридизации нуклеотида хорошо известны и 
могут быть найдены в Sambrook, J. et al., "Molecular Cloning: A Laboratory Manual", 3rd edition, Cold Spring 
Harbor Laboratory Press, 2001. Обычно, блокирующий вещества используют для блокирования неспеци-
фической гибридизации. Такие блокирующие вещества содержат, например, деградированная и денату-
рированная DNA из молок лососевых при около 100-200 мкг/мл. Органический растворитель, такой как 
формамид, при концентрации около 35-50% об./об., также могут быть использованы при определенных 
обстоятельствах, например, в случае гибридизаций RNA:DNA. Используемые варианты этих условий 
промывания будут очевидны специалистам с обычной квалификацией в данной области техники. 

Термины "процент идентичности", "процент идентичности последовательности" и "% идентично-
сти", в применении к полинуклеотидной последовательности, относятся к проценту совпадений остатков 
между по меньшей мере двумя полинуклеотидными последовательностями, которые выравнивают с ис-
пользованием стандартизированного алгоритма. Такой алгоритм может вставить, стандартизированным 
и воспроизводимым способом, пробелы в сравниваемые последовательности в целях оптимизации вы-
равнивания двух последовательностей, и, следовательно, достижения более значимого сравнения двух 
последовательностей. Процент идентичности измеряют по длине определенной полинуклеотидной по-
следовательности объекта, или измеряют по меньшей длине, например, по длине фрагмента, которую 
получают из наибольшей определенной полинуклеотидной последовательности, например, фрагмента из 
по меньшей мере 45, по меньшей мере 60, по меньшей мере 90, по меньшей мере 120, по меньшей мере 
150, по меньшей мере 210 или по меньшей мере 450 смежных остатков. Такие длины являются только 
иллюстративными и следует понимать, что любая длина фрагмента, основанная на последовательностях, 
представленных в данном документе, в таблицах, фигурах или списке последовательностей, может быть 
использована для описания длины, на которой может быть измерен процент идентичности. Процент 
идентичности последовательности рассчитывают с помощью сравнения двух оптимально выровненных 
последовательностей в окне сравнения, определяя количество совпадающих положений (в которых иден-
тичные остатки встречаются в обеих полипептидных последовательностей), деления количества совпа-
дающих положений на общее число положений в окне сравнения (т.е. размер окна) и умножения резуль-
тата на 100 для получения процента идентичности последовательностей. Если необходимо сравнивать 
последовательности с различными длинами, самая короткая последовательность определяет длину окна 
сравнения. При расчете идентичности последовательности консервативные замены не учитывают. 

"Процент (%) идентичности последовательности", по отношению к полипептидным последователь-
ностям, определенным в данном документе, определяют как процент аминокислотных остатков в иско-
мой последовательности, которая идентична аминокислотным остаткам второй, контрольной полипеп-
тидной последовательности или ее части, после выравнивания последовательностей и введения пробе-
лов, при необходимости, для достижения максимального процента идентичности последовательностей, и 
без учета любых консервативных замен как части идентичности последовательности. Выравнивание в 
целях определения процента идентичности последовательностей аминокислот может быть достигнуто 
различными способами, которые известны специалистам в данной области техники, например, с исполь-
зованием общедоступного программного обеспечения, такого как программное обеспечение BLAST, 
BLAST-2, ALIGN или Megalign (DNASTAR). Специалисты в данной области техники могут определить 
соответствующие параметры для измерения выравнивания, включая любые алгоритмы, необходимые для 
достижения максимального выравнивания по всей длине сравниваемых последовательностей. Процент 
идентичности может быть измерен по всей длине определенной полипептидной последовательности или 
может быть измерен по меньшей длине, например, по длине фрагмента, взятого из большей, определен-
ной полипептидной последовательности, например, ее фрагмента, из по меньшей мере 15, по меньшей 
мере, 20, по меньшей мере, 30, по меньшей мере, 40, по меньшей мере, 50, по меньшей мере 70 или по 
меньшей мере 150 смежных остатков. Подобные длины являются только иллюстративными, и следует 
понимать, что любая длина фрагмента, представленная последовательностями, показанными в данном 
документе, в таблицах, фигурах или списке последовательностей, может быть использована для описа-
ния длины, для которой может быть измерен процент идентичности. 

Термин "неповторяемость", который используют в данном документе в контексте полипептида, от-
носится к отсутствию или ограничению степени внутренней гомологии в пептиде или полипептидной 
последовательности. Термин "по существу неповторяющийся" может означать, например, что есть не-
сколько, или совсем нет, экземпляров четырех смежных аминокислот в последовательности, которые 
представляют собой идентичные типы аминокислот, или полипептид, которая имеет количество подпос-
ледовательностей (определяется ниже) равное 10 или меньше, или что не существует паттерна в порядке, 
от N- до C-конца, мотивов последовательности, которые составляют полипептидную последователь-
ность. Термин "повторяемость", который используют в данном документе в контексте полипептида, со-
ответствует степени внутренней гомологии в пептиде или полипептидной последовательности. В проти-
воположность этому, "повторяющаяся" последовательность может содержать несколько идентичных 
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копий последовательностей коротких аминокислот. Например, полипептидная последовательность, 
представляющая интерес, может быть разделены на n-мерные последовательности, а количество иден-
тичных последовательностей может быть подсчитано. Часто повторяющиеся последовательности содер-
жат большую долю одинаковых последовательностей, в то время как не-повторяющиеся последователь-
ности содержат несколько идентичных последовательностей. Последовательность может содержать 
множественные копии более коротких последовательностей, определенной или различной длины, или 
мотивы, в которых сами мотивы имеют не-повторяющиеся последовательности, что делает полнораз-
мерный полипептид по существу не повторяющимся. Длина полипептида, в пределах которого измеряет-
ся не-повторяемость, может изменяться от 3 аминокислот до около 200 аминокислот, от около 6 до около 
50 аминокислот, или от около 9 до около 14 аминокислот. "Повторяемость", как используют в контексте 
полинуклеотидной последовательности, соответствует степени внутренней гомологии в последователь-
ности, такой как, например, частоте одинаковых нуклеотидных последовательностей данной длины. По-
вторяемость могут, например, измерять с помощью анализирования частоты одинаковых последователь-
ностей. 

"Вектор" представляет собой молекулу нуклеотида, предпочтительно, самореплицирующуюся в со-
ответствующем хозяине, который транспортирует вводимую молекулу нуклеотида в, и/или между, клет-
ки-хозяева. Термин содержит векторы, которые функционируют прежде всего в случае вставки DNA или 
RNA в клетку, репликации векторов, которые функционируют преимущественно в случае репликации 
DNA или RNA, и экспрессирующие векторы, которые функционируют в случае транскрипции и/или 
трансляции DNA или RNA. Кроме того, содержаться векторы, которые обеспечивают более чем одну из 
вышеперечисленных функций. "Экспрессирующий вектор" представляет собой полинуклеотид, который 
при введении в соответствующую клетку-хозяина, может транскрибироваться и транслироваться в поли-
пептид(ы). "Экспрессирующая система" обычно обозначает подходящую клетку-хозяина, которая со-
держит экспрессирующий вектор, который может функционировать с получением желаемого продукта 
экспрессии. 

"Устойчивость сыворотки к деградации" в применении к полипептиду соответствует способности 
полипептидов выдерживать деградацию в крови или ее компонентах, которые, как правило, содержат 
протеазы в сыворотке или плазме крови. Устойчивость сыворотки к деградации могут измерять с помо-
щью объединения протеина с сывороткой или плазмой крови человека (или мыши, крысы, обезьяны, по 
мере необходимости), как правило, в случае различного количества дней (например, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8, 
16 дней), как правило, при около 37°C. Образцы для этих временных точек могут подвергать Вестерн-
блоттингу, а протеин обнаруживают с антителом. Антитело может быть к метке протеине. Если протеин 
в иммуноблотинге демонстрирует отдельный бэнд, при условии что размер белка является идентичным 
размеру впрыскиваемого белка, то никакой деградации не происходит. В этом иллюстративном способе, 
момент времени, когда расщепляется 50% протеина, если судить по вестерн-блоттингу или эквивалент-
ным способам, представляет собой время полужизни сыворотки при деградации или "время полужизни в 
сыворотке" протеина. 

Термин "t1/2", который используют в данном документе, означает конечвое время полужизни, рас-
считанное как ln(2)/Kel. Kel представляет собой конечную константу скорости элиминации, рассчитанную 
с помощью линейной регрессии линейной части log концентрации в зависимости от времени. Время по-
лужизни, как правило, соответствует времени, которое необходимо для того, чтобы половина количества 
вводимого вещества, внесенного в живой организм, метаболизируют или устраняют с помощью обычных 
биологических способов. Термины "t1/2", "конечное время полужизни", "период полувыведения" и "время 
полужизни в кровотоке" используют в данном документе взаимозаменяемо. 

"Активный клиренс" означает механизмы, с помощью которых протеин удаляют из кровотока, от-
личные от фильтрации или свертывания, и которые содержат удаление из кровотока с помощью клеток, 
рецепторов, метаболизма или деградации белка. 

"Коэффициент средней молекулярной массы" и "средняя молекулярная масса" представляют собой 
связанные термины, относящиеся к степени относительного увеличения или уменьшения кажущейся 
молекулярной массы, проявляемой определенной аминокислотной последовательностью. Среднюю мо-
лекулярную массу определяют с помощью гель-проникающей хроматографии (SEC) или схожих спосо-
бов, с помощью сравнения со стандартами глобулярных белков, и измеряют в единицах "кажущиеся 
кДа". Коэффициент средней молекулярной массы представляет собой отношение между кажущейся мо-
лекулярной массой и фактической молекулярной массой; последнюю прогнозируют с помощью добав-
ления, основываясь на композиции аминокислоты, рассчитанной молекулярной массой каждого типа 
аминокислоты в композиции или с помощью оценивания в сравнении со стандартами молекулярной мас-
сы в гель-электрофорезе SDS. 

Термины "гидродинамический радиус" или "радиус Стокса" представляют собой эффективный ра-
диус (Rh в нм) молекулы в растворе, измеренной при условии, что это тело движется через раствор и ис-
пытывает сопротивление вязкости раствора. В вариантах осуществления настоящего изобретения изме-
рения гидродинамического радиуса гибридных белков XTEN коррелирует с "коэффициентом кажущейся 
молекулярной массы", который является более интуитивной мерой. "Гидродинамический радиус" про-
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теина влияет на его скорость диффузии в водном растворе, а также на его способность проникнуть в гели 
макромолекул. Гидродинамический радиус протеина определяют с помощью его молекулярной массы, а 
также по его структуре, в том числе форме и компактности. Способы определения гидродинамического 
радиуса хорошо известны в данной области техники, например с использованием гель-проникающей 
хроматографии (SEC), как описано в патентах США № 6406632 и 7294513. Большинство белков имеют 
шаровидную структуру, которая является самой компактной трехмерной структурой белка, которую он 
может иметь с наименьшим гидродинамическим радиусом. Некоторые белки принимают случайную и 
открытую, неструктурированную или "линейную" конформации, и в результате имеют значительно 
больший гидродинамический радиус, по сравнению с типичными глобулярными белками аналогичной 
молекулярной массы. 

"Физиологические условия" относятся к набору условий в живом хозяине, а также к условиям в 
пробирке, в том числе температуре, концентрации соли, pH, которые имитируют эти условия живого 
субъекта. Было создано множество физиологически соответствующих условий для использования в in 
vitro анализах. Как правило, физиологический буфер содержит физиологическую концентрацию соли и 
доводят до нейтрального pH в диапазоне от около 6,5 до около 7,8, и предпочтительно от около 7,0 до 
около 7,5. Множество физиологических буферов приведены в Sambrook et al. (2001). Физиологически 
соответствующая температура изменяется в диапазоне от около 25°C до около 38°C, и предпочтительно 
от около 35°C до около 37°C. 

"Функциональная группа" представляет собой химическую структуру, которая может быть соеди-
нена со второй функциональной группой. Примеры функциональных групп представляют собой амино-
группы, карбоксильные группы, сульфгидрильные группы, гидроксильные группы, альдегидные группы, 
азидные группы. Некоторые функциональные группы могут быть активированы, чтобы облегчить связь 
со второй функциональной группой. Неограничивающими примерами активации являются реакция кар-
боксильной группы с карбодиимидом, превращение карбоксильной группы в активированный сложный 
эфир или превращение карбоксильной группы в функцию азида. 

"Средство с контролируемым высвобождением", "средство замедленного действия", "депо-
композиция" и "средство с замедленным высвобождением" используют взаимозаменяемо для обозначе-
ния средства, способного увеличить продолжительность высвобождения полипептида по настоящему 
изобретению, по сравнению с длительностью секретирования, когда полипептид вводят при отсутствии 
средства. Различные варианты осуществления настоящего изобретения могут иметь различные скорости 
секретирования, что приводит к различным терапевтическим количествам. 

Термины "антиген", "целевой антиген" и "иммуноген" в данном документе используют взаимоза-
меняемо по отношению к структуре или детерминанте связывания, чей фрагмент антитела или терапев-
тическое средство на основе фрагмента антитела связано с, или обладает специфичностью по отношению 
к, нему. 

Термин "полезная нагрузка", который используют в данном документе, соответствует протеиновой 
или пептидной последовательности, которая имеет биологическую или терапевтическую активность; 
аналог фармакофора малых молекул. Примеры полезных нагрузок содержат, но без ограничения ими, 
факторы свертывания, цитокины, энзимы, гормоны и факторы крови и роста. 

Термин "антагонист", который используют в данном документе, содержат любую молекулу, кото-
рая частично или полностью блокирует, подавляет или нейтрализует биологическую активность натив-
ного полипептида, раскрытого в данном документе. Способы идентификации антагонистов полипептида 
могут содержать контактирование природного полипептида с молекулой кандидата антагониста и изме-
рение обнаруживаемого изменения одной или нескольких биологических активностей, обычно связан-
ных с нативным полипептидом. В контексте настоящего изобретения антагонисты могут включать в себя 
белки, нуклеиновые кислоты, углеводы, антитела или любые другие молекулы, которые уменьшают эф-
фект биологически активного протеина. 

Термин "агонист", который используют в самом широком смысле, содержит любую молекулу, ко-
торая имитирует биологическую активность нативного полипептида, раскрытого в данном документе. 
Подходящие молекулы агонистов, в частности, содержат агониста антитела или фрагменты антител, 
фрагменты или варианты аминокислотной последовательности нативных полипептидов, пептидов, не-
большие органические молекулы и т.д. Способы определения агонистов природного полипептида могут 
содержать взаимодействие природного полипептида с молекулой-кандидатом агониста и измерение де-
тектируемого изменения одной или нескольких биологических активностей, обычно связанных с при-
родным полипептидом. 

Как используется в данном документе, "лечить" или "лечение", или "смягчение" или "улучшение" 
используют взаимозаменяемо и это означает введение лекарственного средства или биологического 
средства для достижения терапевтического эффекта, чтобы вылечить или уменьшить тяжесть сущест-
вующего заболевания или для достижения профилактического эффекта, предотвращения или снижения 
вероятности появления или тяжести возникновение заболевания. Под терапевтический эффектом подра-
зумевают ликвидацию или уменьшение интенсивности базового заболевания, подлежащего лечению, 
либо одного или более физиологических симптомов, связанных с причиной, так, что улучшение наблю-
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дается у субъекта, несмотря на то, что субъект может все еще быть поражен основных заболеванием. 
"Терапевтическое влияние" или "терапевтический эффект", как используют в данном документе, 

соответствует физиологическому влиянию, который содержит, но без ограничения ими, смягчение, 
уменьшение интенсивности, или предупреждение заболевания у людей или других животных, или иным 
образом повысить физическое или психическое благополучие людей или животных, в результате введе-
ния слитого белка по настоящему изобретению, кроме способности индуцировать продукцию антитела 
против антигенного эпитопа, которой обладает биологически активный белок. Для профилактической 
пользы, композиции могут быть введены субъекту с риском развития конкретного заболевания, состоя-
ния или симптома заболевания (например, кровотечение у субъекта с диагностированной гемофилией A), 
или субъекту, сообщающему об одном или нескольких физиологических симптомов заболевания, хотя 
диагноз этого заболевания, возможно, и не был поставлен. 

Термины "терапевтически эффективное количество" и "терапевтически эффективная доза", которые 
используют в данном документе, относятся к количеству лекарственного средства или биологически ак-
тивного протеина, либо отдельно или в качестве части композиции гибридного белка, которая способна 
иметь заметное, благоприятное воздействие на любой симптом, аспект, измеряемый параметр или харак-
теристику болезненного состояния или заболевания при введении субъекту одной или многократными 
дозами. Такой эффект не должен быть абсолютным, чтобы быть выгодным. Определение терапевтически 
эффективного количества находится в пределах возможностей специалиста в данной области техники, 
особенно в свете наличия подробного описания в данном документе. 

Термин "терапевтически эффективный режим дозирования", который используют в данном доку-
менте, соответствует графику последовательно вводимых нескольких доз (т.е. по меньшей мере двух или 
более) биологически активного протеина, либо отдельно, либо в качестве части композиции гибридного 
белка, при том, что дозы приведены в терапевтически эффективных количествах, чтобы привести к ус-
тойчивому благотворному влиянию на любой симптом, аспект, измеряемый параметр или характеристи-
ку болезненного состояния или заболевания. 

I) Общие способы. 
В практике настоящего изобретения использует, если не указано иное, обычные методы иммуноло-

гии, биохимии, химии, молекулярной биологии, микробиологии, клеточной биологии, генетики и реком-
бинантной DNA, которые находятся в пределах компетентности в определенной области техники. Смот-
ри Sambrook, J. et al., " Molecular Cloning: A Laboratory Manual", 3rd edition, Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, 2001; "Current protocols in molecular biology", F. M. Ausubel, et al. eds., 1987; серии "Methods in En-
zymology", Academic Press, San Diego, CA.; "PCR 2: a practical approach", M.J. MacPherson, B.D. Hames 
and G.R. Taylor eds., Oxford University Press, 1995; "Antibodies, a laboratory manual" Harlow, E. and Lane, D. 
eds., Cold Spring Harbor Laboratory, 1988; "Goodman & Gilman's The Pharmacological Basis of Therapeutics", 
11th Edition, McGraw-Hill, 2005; и Freshney, R.I., " Culture of Animal Cells: A Manual of Basic Technique", 
4th edition, John Wiley & Sons, Somerset, NJ, 2000, содержание которых включено в данном документе в 
полном объеме в виде ссылки. 

II) Фактор свертывания VIII. 
Настоящее изобретение относится, в частности, к композициям, которые содержат фактор сверты-

вания фактора VIII (CF), связанный с одним или несколькими расширенными рекомбинантными протеи-
нами (XTEN), что приводит к композиции гибридного белка CFXTEN. Как используется в данном доку-
менте, "CF" соответствует фактору VIII (FVIII) или миметикам, вариантам последовательности и процес-
сированным вариантам FVIII, как описано ниже. 

"Фактор VIII" или "FVIII" или "протеин FVIII" означает протеин фактора свертывания крови, виды 
(в том числе протеины FVIII человека, свиньи, собаки, крысы или мыши) и варианты их последователь-
ности, которые содержат, но без ограничения ими одноцепочечный белок-предшественник из 2351 ами-
нокислоты (с гидрофобной сигнальной последовательностью из 19 аминокислот), зрелый протеин ко-
фактора фактора VIII из 2332 аминокислот с приблизительно 270-330 кДа со структурой домена A1-A2-
B-A3-C1-C2, а также неферментативный "активный" или форма кофактора FVIII (FVIIIa), который пред-
ставляет собой циркулирующий гетеродимер из двух цепей, которые образуют в результате протеолити-
ческого расщепления после R1648 формы тяжелой цепи, состоящей из A1-A2-B (в пределах 90-220 kD) 
1-1648 аминокислот (нумерация относительно зрелой формы FVIII) и легкая цепь A3-C1-C2 в 80 кДа 
1649-2232 аминокислот, каждая из который схематически проиллюстрирована на фиг. 1. Кроме того, и 
как он использован здесь, каждый домен из A1, A2 и A3 охватывает кислые участки-спейсеры; кислые 
области a1, a2, и a3 соответственно. Таким образом, следует понимать, что конструкции CFXTEN, опи-
санные как имеющие домены A1, A2, A3, B, C1 и C2 содержат кислые области a1, a2 и a3. Как использу-
ется в данном документе, "фактор VIII" или "FVIII" или "полипептид FVIII" также содержит формы ва-
рианта, который содержит протеины с заменами, добавлениями и/или делециями до тех пор, пока вари-
ант сохраняет требуемую биологическую активность, такую как прокоагулянтная активность. Были по-
строены огромные количества вариантов функционального FVIII и могут быть использованы в качестве 
рекомбинантных протеинов FVIII, как описано в данном документе. Смотри PCT заявки с № WO 
2011/069164 A2, WO 2012/006623 A2, WO 2012/006635 A2 или WO 2012/006633 A2, все из которых 
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включены в данном документе в виде ссылки во всей их полноте. Известны очень многие функциональ-
ные варианты FVIII. Кроме того, у больных гемофилией были идентифицированы сотни нефункцио-
нальных мутаций FVIII. Смотри, например, Cutler et al., Hum. Mutat. 19:274-8 (2002), включенный в дан-
ном документе в виде ссылки во всей своей полноте. Кроме того, сравнения между FVIII от человека и 
других видов определили консервативные остатки, которые могут потребоваться для функционирования. 
Смотри, например, Cameron et al., Thromb. Haemost. 79:317-22 (1998) и US 6251632, включенные в дан-
ном документе в виде ссылки во всей их полноте. 

В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения домены фактора VIII человека опре-
деляют с помощью следующих аминокислотных остатков: A1, остатки Ala1-Arg372; A2, остатки Ser373-
Arg740; В, остатки Ser741-Arg1648; A3, остатки Ser1649-Asn2019; C1, остатки Lys2020-Asn2172; C2, ос-
татки Ser2173-Tyr2332. Последовательность A3-C1-C2 содержит остатки Ser1649-Tyr2332. В дополни-
тельном варианте осуществления настоящего изобретения остатки Arg336-Arg372 обычно соответствуют 
области a1, a Arg372 расщепляют помощью тромбина. В отдельных вариантах осуществления настояще-
го изобретения область a2 представляет собой часть домена A1. В дополнительном варианте осуществ-
ления настоящего изобретения остатки Glu1649-Arg1689 соответствуют кислой области a3. В отдельных 
вариантах осуществления настоящего изобретения кислый область a3 представляет собой часть домена 
A3. В дополнительном варианте осуществления настоящего изобретения природный протеин FVIII име-
ет следующую формулу: A1-a1-A2-a2-B-a3-A3-C1-C2, где A1, a2 и a3 представляют собой структурно 
родственные "домены А", В представляет собой "домен B", C1 и C2 представляют собой структурно род-
ственные "домены С", и a1, a2 и a3 представляют собой кислые участки-спейсеры. В приведенной выше 
формуле и со ссылкой на первичное положение аминокислотной последовательности на фиг. 30, домен 
A1 FVIII человека распространен от Ala1 до около Arg336, участок-спейсер a1 распространяется от око-
ло Met337 до около Arg372, домен A2 распространяется от около Ser373 до около Tyr719, участок-
спейсер a2 распространяется от около Glu720 до около Arg740, домен B распространяется от около 
Ser741 до около Arg1648, участок-спейсер a3 распространяется от около Glu1649 до около Arg1689, до-
мен A3 распространяется от около Ser1690 до около Asn2019, домен C1 распространяется от около 
Lys2020 до около Asn2172, и домен C2 распространяется от около Ser2173 до Tyr2332 (Saenko et al., 
2005, J Thromb Hemostasis, 1, 922-930). Кроме конкретных протеолитических сайтов расщепления, обо-
значение мест расположения границ между доменами и регионов фактора VIII в разных литературных 
источниках может варьироваться. Границы отмеченные здесь, поэтому обозначены как приблизительное 
с использованием термина "около". 

Такой фактор VIII содержит процессированные последовательности, такие как последовательности 
"BDD" без В-доменов, в которых удаляют часть или большую часть последовательности домена B (такой 
как последовательности BDD, раскрытые или описанные в патентах США № 6818439 и 7632921). При-

мер FVIII BDD представляет собой REFACTO или XYNTHA (рекомбинантный BDD FVIII), который 
содержит первый полипептид, соответствующий аминокислотам от 1 до 743 на фиг. 30, слитый со вто-
рым полипептидом, соответствующим аминокислотам от 1638 до 2332 на фиг. 30. Иллюстративные кон-
струкции BDD FVIII, которые могут быть использованы для получения рекомбинантных белков по на-
стоящему изобретению содержат, но без ограничения ими, FVIII с делецией аминокислот, соответст-
вующих аминокислотам 747-1638 зрелого FVIII человека (фиг. 30) (Hoeben R.C., et al. J. Biol. Chem. 265 
(13): 7318-7323 (1990), включенные в данном документе в виде ссылки во всей их полноте), и FVIII с 
делецией аминокислоты, соответствующей аминокислотам 771-1666 или аминокислотам 868-1562 зрело-
го человека FVIII (фиг. 30) (Meulien P., et al. Протеин Eng. 2(4): 301-6 (1988), включенные в данном до-
кументе в виде ссылки во всей их полноте). 

Кроме того, последовательности, которые содержат гетерологические аминокислотные вставки или 
замены (например, аспарагиновую кислоту заменяют на валин в положении 75), или одноцепочечный 
FVIII (scFVIII), в котором тяжелая и легкая цепи ковалентно соединены с помощью линкера. Как исполь-
зуется в данном документе, "FVIII" должен быть любой функциональной формой молекулы фактора VIII 
с типичными характеристиками фактора свертывания крови VIII, способного изменять недостатки фак-
тора VIII человека, при введении такому субъекту, например, субъекту с гемофилией A. FVIII или вари-
анты последовательности изолируют, определяют и клонируют, как описано в патенте США или заявках 
№ 4757006; 4965199; 5004804; 5198349, 5250421; 5919766; 6228620; 6818439; 7138505; 7632921; и 
20100081615. Фактор VIII человека кодируют с помощью однокопийного гена, который расположен на 
кончике длинного плеча X-хромосомы (q28). Он содержит около 186000 пар оснований (bp) и составляет 
приблизительно 0,1% X-хромосомы (White, G.C. и Shoemaker, C.B., Blood (1989) 73:1-12). Аминокислот-
ную последовательность FVIII человека расшифровывают из cDNA, как показано в патенте США № 
4965199, который приведен в данном документе в виде ссылки во всей своей полноте. Природный зре-
лый FVIII человека, полученный из последовательности cDNA (т.е. без секреторного сигнального пепти-
да, но перед другим посттрансляционным процессингом), проиллюстрирован на фиг. 3. 

Зрелый фактор VIII mRNA, кодирующий DNA, находится в 26 отдельных экзонах размером от 69 
до 3106 п.о. 25 областей промежуточного интрона разделяют диапазон экзонов по размеру от 207 до 
32400 п.о. Полный ген состоит из приблизительно 9 т.п.н. экзона и 177 т.п.н. интрона. Три повторяю-
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щихся домена A имеют приблизительно 30% гомологии последовательности. Домен B содержит 19 из 
приблизительно 25 прогнозируемых гликозилированных сайтов, а домен A3, как полагают, содержит 
сайт связывания фактора фон Виллебранда. Спаренные домены C идут следом за доменом A3 и имеют 
приблизительно 37% гомологии друг с другом (White, G.C. и Shoemaker, C.B., Blood (1989) 73:1-12). 

Домен B разделяет домен A2 и A3 природного фактор FVIII во вновь синтезированной одночепо-
чечной молекуле предшественнике. По различным данным точные границы домена B продолжаются от 
712 до 1648 аминокислоты последовательности предшественника (Wood et al., Nature (1984) 312:330-337) 
или 741-1648 аминокислоты (Pipe, SW, Haemophilia (2009) 15:1187-1196 и патент США №. 7560107) или 
аминокислоты 740-1689 (Toole, JJ. Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1986) 83:5939-5942). Как используется в 
данном документе, "домен B" означает аминокислоты 741-1648 зрелого фактора VIII. Как используется в 
данном документе, "делеция домена B FVIII" или "FVIII BDD" означает последовательность FVIII с уда-
ленной любой аминокислоты, фрагмента или всех аминокислот от 741 до 1648. В отдельном варианте 
осуществления настоящего изобретения FVIII варианты BDD сохраняют оставшиеся аминокислоты до-
мена B с N-конца ("B1", как используется в данном документе) и C-конца ("B2", как используется в дан-
ном документе). В отдельном варианте BDD FVIII, оставшиеся аминокислоты домена B представляют 
собой SFSQNPPVLKRHQR (SEQ ID NO: 1614). В отдельном варианте BDD FVIII, остаток B1 представ-
ляет собой SFS, а остаток B2 представляет собой QNPPVLKRHQR (SEQ ID NO: 1615). В дополнитель-
ном варианте BDD FVIII, остаток B1 представляет собой SFSQN (SEQ ID NO: 1616), а остаток B2 пред-
ставляет собой PPVLKRHQR (SEQ ID NO: 1617). "Фактор VIII без В-домена", "FVIII", или "BDD FVIII" 
могут иметь полные или частичные делеции, раскрытый в патентах США № 6316226, 6346513, 7041635, 
5789203, 6060447, 5595886, 6228620, 5972885, 6048720, 5543502, 5610278, 5171844, 5112950, 4868112 и 
6458563, каждый из которых приведен в данном документе в виде ссылки во всей своей полноте. В от-
дельных вариантах осуществления настоящего изобретения последовательность фактора VIII без домена 
B по настоящему изобретению содержит любую из делеций, раскрытых в кол. 4, линия 4 до кол. 5, линия 
28 и примерах 1-5 патента США № 6316226 (а также в US 6346513). В дополнительном варианте осуще-
ствления настоящего изобретения фактор VIII без В-доменов представляет собой S743/Q1638 фактор 
VIII без В-доменов (вариант SQ фактора VIII) (например, фактор VIII, который имеет делецию от амино-
кислоты 744 до аминокислоты 1637, например, фактор VIII, который имеет аминокислоты 1-743 и ами-
нокислоты 1638-2332 непроцессированного фактора VIII). В отдельных вариантах осуществления на-
стоящего изобретения фактор VIII без В-домена по настоящему изобретению имеет делецию, раскрытую 
в кол. 2, линии 26-51 и примерах 5-8 патента США № 5789203 (также патента США 6060447, патента 
США 5595886 и патента США 6228620). В отдельных вариантах осуществления настоящего изобретения 
фактор VIII без В-домена имеет делецию, описанную в кол. 1, линии 25 до кол. 2, линия 40 патента США 
№ 5972885; кол. 6, линии 1-22 и пример 1 патента США № 6048720; кол. 2, линии 17-46 патента США № 
5543502; кол. 4, линия 22 до кол. 5, линия 36 патента США № 5171844; кол. 2, линии 55-68, фиг. 2, и 
пример 1 патента США № 5112950; кол. 2, линия 2 до кол. 19, линия 21 и табл. 2 патента США № 
4868112; кол. 2, линия 1 до кол. 3, линия 19, кол. 3, линия 40 до кол. 4, линия 67, кол. 7, линия 43 до кол. 
8, линия 26, и кол. 11, линия 5 до кол. 13, линия 39 патента США № 7041635; или кол. 4, линии 25-53, 
патента США № 6458563. В отдельных вариантах осуществления настоящего изобретения фактор VIII 
без В-домена имеет делецию большинства доменов B, но все еще содержит амино-концевые последова-
тельности домена B, которые являются естественными в случае in vivo протеолитической обработки 
продукта первичной трансляции в две полипептидные цепи, как раскрыто в WO 91/09122, который при-
веден в данном документе в виде ссылки во всей своей полноте. В отдельных вариантах осуществления 
настоящего изобретения фактор VIII без В-домена с делецией аминокислот 747-1638, т.е. виртуально 
полная делеция домена B. Hoeben R.C., et al. J. Biol. Chem. 265 (13): 7318-7323 (1990), включенный в 
данный документ в виде ссылки во всей своей полноте. Фактор VIII без В-домена может также содер-
жать делецию аминокислот 771-1666 или аминокислот 868-1562 фактора VIII. Meulien P., et al.. Protein 
Eng. 2(4): 301-6 (1988), включенный в данный документ в виде ссылки во всей своей полноте. Дополни-
тельный домен B делеции, который является частью настоящего изобретения, содержит: делецию ами-
нокислот от 982 до 1562 или от 760 до 1639 (Toole et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. (1986) 83, 5939-
5942)), от 797 до 1562 (Eaton, et al. Biochemistry (1986) 25:8343-8347)), от 741 до 1646 (Kaufman (опубли-
кованная РСТ заявка № WO 87/04187)), 747-1560 (Sarver, et al., DNA (1987) 6:553-564)), от 741 до 1648 
(Pasek (РСТ заявка №88/00831)), или от 816 до 1598 или от 741 до 1648 (Lagner (Behring Inst. Mitt. (1988) 
No 82:16-25, EP 295597)), каждый из которых приведен в данном документе в виде ссылки во всей своей 
полноте. Каждая из предыдущих делеций может быть сделана в любой последовательности фактора VIII, 
используемого в вариантах осуществления настоящего изобретения. 

Протеины, которые участвуют в свертывании, содержат фактор I, фактор II, фактор III, фактор IV, 
фактор V, фактор VI, фактор VII, фактор VIII, фактор IX, фактор X, фактор XI, фактор XII, фактор XIII, 
протеин C и тканевой фактор (сообща или независимо "свертывающий протеин(ы)"). Взаимодействие 
основных белков свертывания на внутренних и внешних путях свертывания показаны на фиг. 2. Большая 
часть протеинов свертывания присутствуют в зимогенной форме, но при активации, проявляют прокоа-
гулирующую протеазную активность, в которой они активируют другие протеины свертывания, которые 
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способствуют внутреннему или внешнему пути свертывания и образованию тромба. Во внутреннем пути 
каскада свертывания, FVIII ассоциируется с комплексом активированного фактора IX, фактора X, каль-
ция и фосфолипида. Гетеродимер фактора VIII не имеет энзиматической активности, но гетеродимер 
становится активным в качестве кофактора фактора IXa после протеолитической активации с помощью 
тромбина или фактора Xa, с активностью фактора VIIIa, который характеризуется своей способностью 
образовывать мембранный участок связывания в случае факторов IXa и X в конформации, подходящей 
для активации фактора X с помощью фактора IXa. После расщепления тромбином, активированный 
FVIII (FVIIIa) диссоциирует от фактора фон Виллебранда и связывается с отрицательно заряженным 
фосфолипидом PL, а полученный комплекс участвует в качестве кофактора фактора IXa в активизация 
комплекса фактора X (теназа). В пределах домена C2 и аминокислотных остатков от 1649 до 1689 в до-
мене A3 находятся связывающие фактор фон Виллебранда (vWF) сайты, которые действуют в комплексе 
с фактором фон Виллебранда, в результате чего циркулирующий комплекс защищает FVIII от быстрой 
деградации в крови (Weiss HJ, et al. Stabilization of factor VIII in plasma by the von Willebrand factor. Stud-
ies on posttransfusion and dissociated factor VIII and in patients with von Willebrand's disease. J Clin Invest 
(1977) 60:390). 

Активированный фактор VIII представляет собой гетеротример, который состоит из домена A1, до-
мена A2 и легкой цепи, которая содержит домены A3-C1-C2. Активацию фактора IX выполняют с помо-
щью двухэтапного удаления активационного пептида (Ala 146-Arg 180) из молекулы (Bajaj et al., Human 
factor IX and factor IXa, in METHODS IN ENZYMOLOGY. 1993). Первое расщепление производится на 
сайте Arg 145-Ala 146 с помощью либо фактора Xia, либо фактора VIIa/тканевого фактора. Второе, и 
скорость-лимитирующее расщепление производится на сайте Arg 180-Val 181. Активация удаляет 35 
остатка. Активированный фактор IX человека существует в виде гетеродимера C-концевой тяжелой цепи 
(28 кДа) и N-концевой легкой цепи (18 кДа), которые удерживаются вместе с помощью одного дисуль-
фидного мостика, прикрепляющего энзим к домену Gla. Фактор IXa в свою очередь активирует фактор X 
во взаимодействии с активированным фактором VIII. Кроме того, оба фактора IX и X могут быть акти-
вированы фактором VIIa, объединенным в комплекс с липидированным тканевым фактором, получае-
мым посредством внешнего пути. Фактор Xa затем участвует в итоговом общем пути, посредством чего 
протромбин превращается в тромбин, а тромбин, в свою очередь, превращает фибриноген в фибрин с 
образованием тромба. 

Дефекты в процессе свертывания могут привести к нарушениям свертываемости крови (коагулопа-
тии) в случае которых время, необходимое для образования тромба возрастает. Такие дефекты могут 
быть врожденными и приобретенными. Например, гемофилии A и B являются наследуемыми заболева-
ниями, характеризующимися недостатками в FVIII и FIX соответственно. Иными словами, биологически 
активный фактор VIII исправляет дефект коагуляции в плазме, полученной от индивидуумов, страдаю-
щих гемофилией A. Было показано, что рекомбинантный FVIII является эффективным и одобрен при 
лечении гемофилии A у взрослых и детей, а также используется для остановки кровотечений или пре-
дотвращения кровотечения, связанного с травмой и/или хирургическим вмешательством. Таковые тера-
певтические применения фактора VIII могут быть проблематичными при лечении индивидуумов, кото-
рые демонстрируют дефицит фактора VIII, а также индивидуумов с болезнью Виллебранда. Кроме того, 
индивидуумы, которые получают фактор VIII в заместительной терапии, часто вырабатываются антитела 
к этим белкам, которые часто уменьшают или устраняют прокоагулянтную активность связанного фак-
тора FVIII. Продолжение лечения является чрезвычайно трудным, ввиду наличия этих антител, которые 
снижают или сводят на нет эффективность лечения. 

В отдельном аспекте настоящее изобретение предусматривает содержание в композиции гибридно-
го белка CFXTEN последовательностей FVIII, которые являются идентичными FVIII человека, последо-
вательностей, которые имеют гомологию с последовательностями FVIII, последовательностей, которые 
являются природными, такие как от человека, приматов, млекопитающих (в том числе домашних живот-
ных), или процессированного варианта FVIII; все из которых сохраняют по меньшей мере часть прокоа-
гулянтной активности природного FVIII и которые являются применимыми для профилактики, лечения, 
опосредования или улучшения гемофилии A или случая кровотечения, связанного с травмой, хирургиче-
ским вмешательством или дефицитом фактора свертывания VIII. Последовательности с гомологией с 
FVIII могут быть найдены с помощью стандартных методик поисковых гомологии, таких как NCBI 
BLAST, или в публичных базах данных, таких как Chemical Abstracts Services Databases (например, CAS 
Registry), GenBank, The Universal Protein Resource (UniProt) и подписок,обеспечивающих доступ к базам 
данных, таким как GenSeq (например, Derwent). 

В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения FVIII, встроенные в композиции 
субъекта CFXTEN, представляют собой рекомбинантный полипептид с последовательностью, соответст-
вующей протеину FVIII, обнаруженному в природе. В дополнительном варианте осуществления настоя-
щего изобретения FVIII представляют собой не-природный вариант последовательности FVIII, фрагмент, 
гомолог или миметик природной последовательности, которая сохраняет по меньшей мере часть прокоа-
гулянтной активности соответствующего природного FVIII. В дополнительном варианте осуществления 
настоящего изобретения FVIII представляют собой процессированный вариант с полностью или частич-
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но удаленным доменом В ("FVIII BDD"), который может находиться в любой гетеродимерной форме, 
или может оставаться в одноцепочечном виде ("scFVIII"), позже описанном у Meulien et al., Protein Eng. 
(1988) 2(4):301-306. Неограничивающие примеры FVIII BDD представляют собой последовательности 
фактора VIII, в которых удаляют аминокислоты между остатком с номером 741 и остатком с номером 
1640 (нумерация относительно нативного, зрелого FVIII), или между остатком с номером 745 и остатком 
с номером 1640, или между остатком с номером 745 и остатком с номером 1640, или между остатком с 
номером 741 и остатком с номером 1690, или между остатком с номером 745 и остатком с номером 1667, 
или между остатком с номером 745 и остатком с номером 1657, или между остатком с номером 747 и 
остатком с номером 1642, или между остатком с номером 751 и остатком с номером 1667. 

В дополнительном варианте осуществления настоящего изобретения в FVIII содержатся гетероло-
гические последовательности, который могут содержать XTEN, как более подробно описано ниже. Табл. 
1 обеспечивает неограничивающий список аминокислотных последовательностей FVIII, которые охва-
тываются слитыми белками CFXTEN по настоящему изобретению. В отдельных вариантах осуществле-
ния настоящего изобретения FVIII, встроенные в слитые белки CFXTEN, содержат протеины, которые 
имеют по меньшей мере около 70% идентичности последовательности, или, альтернативно, 80, 81, 82, 
83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичности последовательности, 
по сравнению с аминокислотной последовательность сопоставимой длины, выбранной из табл. 1. 

Таблица 1 
Аминокислотные последовательности FVIII 
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Настоящее изобретение также предусматривает CFXTEN, который содержит FVIII с различными 

делециями аминокислот, вставками и заменами, сделанными в последовательностях FVIII из табл. 1, ко-
торые сохраняют прокоагулянтную активность. Примеры консервативных замен аминокислот в поли-
пептидных последовательностях показаны в табл. 2. В вариантах осуществления CFXTEN, в котором 
идентичность последовательности FVIII составляет менее 100%, по сравнению со специфической после-
довательностью, раскрытой в данном документе, настоящее изобретение предусматривает замену любой 
из других 19 природных L-аминокислот на данный аминокислотный остаток данного FVIII, который мо-
жет быть в любом положении в пределах последовательности FVIII, которая содержит смежные амино-
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кислотные остатки. Если какая-либо замена приводит к нежелательному изменению прокоагулянтной 
активности, то могут быть использованы одни из альтернативных аминокислот, а конструкцию протеина 
оценивают с помощью способов, описанных в данном документе (например, анализы из табл. 49), или 
использования любых способов и принципов консервативных и неконсервативных мутаций, изложен-
ных, например, в патенте США № 5364934, содержание которого включено в виде ссылки в полном объ-
еме, или с использованием способов, обычно известных в данной области. В предпочтительной замене, 
компонент FVIII вариантов осуществления CFXTEN модифицируют с помощью замены остатка R1648 
(нумерация относительно природной зрелой формы FVIII) глицином или аланином, чтобы предотвратить 
протеолитический процессинг в форму гетеродимера. В дополнительной замене, компонент FVIII вари-
антов осуществления CFXTEN модифицируют с помощью замены остатка Y1680 (нумерация относи-
тельно природной зрелой формы FVIII) фенилаланином. В дополнительном варианте осуществления 
настоящего изобретения компонент FVIII вариантов осуществления CFXTEN модифицируют с помощью 
замены остатка Y1680 (нумерация относительно природной зрелой формы FVIII) фенилаланином и ос-
татка R1648 (нумерация относительно природной зрелой формы FVIII) глицином или аланином. 

В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения композиция FVIII гибридного белка 
имеет одну или несколько аминокислотных замен, направленных на снижение связывания ингибиторов 
фактора FVIII в эпитопах, распознаваемых антителами из табл. 9, которые содержат, но без ограничения 
ими, замены Lys(377), Lys(466), Lys(380), Ser(488), Arg(489), Arg(490), Leu(491), Lys(493), Lys(496), 
His(497), Lys(499), Lys(512), Lys(523), Lys(556), Met (2199), Phe(2200), Leu(2252), Val(2223) и Lys(2227). 
Кроме того, варианты могут содержать, например, полипептиды, при том, что один или несколько ами-
нокислотных остатков добавляют или удаляют на, или около, N-или C-конце непроцессированной при-
родной аминокислотной последовательности или домена FVIII до тех пор, пока вариант сохраняет часть, 
если не всю, прокоагулянтной активности нативного пептида. Получаемые последовательности FVIII, 
которые сохраняют по меньшей мере часть (например, по меньшей мере 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 
70%, 80%, 90%, или по меньшей мере 95% или более) прокоагулянтной активности, по сравнению с на-
тивной циркулирующей FVIII считаются применимыми для слитого белка в композициях по настоящему 
изобретению. Примеры вариантов FVIII известные в данной области техники, содержат те, которые опи-
саны в патенте США и заявках № 6316226; 6818439; 7632921; 20080227691, которые включены в данный 
документ в виде ссылки. В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения вариант после-
довательности FVIII имеет в положении аминокислоты 75 аспарагиновую кислоту, замененную на валин 
(нумерация относительно природной зрелой формы FVIII). 

Таблица 2 
Иллюстративные консервативные аминокислотные замены 
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III) Расширенные рекомбинантные полипептиды. 
В отдельном аспекте настоящее изобретение обеспечивает полипептидные композиции XTEN, ко-

торые являются применимыми в качестве партнера(ов) гибридного белка для связывания с, и/или встра-
ивания в пределах, полипептидом FVIII, что приводит к гибридному белку CFXTEN. XTEN представляет 
собой, как правило, полипептиды с не встречающимися в природе, по существу, неповторяющимися по-
следовательностями, которые имеют низкую степень, или не имеющие, вторичной или третичной струк-
туры при физиологических условиях. XTEN, как правило, имеет от около 36 до около 3000 аминокислот, 
из которых большинство, или все, аминокислот представляют собой небольшие гидрофильные амино-
кислоты. Как используется в данном документе, "XTEN" в частности исключает целые антитела или 
фрагменты антител (например, одноцепочечные антитела и фрагменты Fc). Полипептиды XTEN приме-
нимы в качестве партнеров гибридного белка в том, что они играют различные роли, которым присущи 
определенные желательные фармакокинетические, физико-фармакологические и фармацевтические 
свойства при присоединении к протеину FVIII для создания гибридного белка CFXTEN. Такие компози-
ции гибридного белка CFXTEN имеют повышенные свойства, по сравнению с соответствующим FVIII, 
не связанным с XTEN, что делает их применимыми при лечении определенных состояний, связанных с 
недостатками FVIII или нарушениями свертываемости крови, как более подробно описано ниже. 

Критерии отбора для XTEN, слитого с протеинами FVIII, используют для создания патентоспособ-
ных композиций гибридных белков, которые, как правило, относятся к атрибутам физиче-
ских/химических свойств и конформационной структуры Xten что, в свою очередь, используют для при-
дания повышенной фармацевтических, фармакологических и фармакокинетических свойств композиции 
гибридных белков FVIII. Неструктурированная характеристика и физические/химические свойства 
XTEN приводит к, в частности, общей аминокислотной композиции, непропорционально ограниченной 
4-6 гидрофильными аминокислотами, связыванию аминокислот в количественном неповторяющемся 
строении и длине полипептида XTEN. В предпочтительном признаке, общем с XTEN, но нехарактерном 
для полипептидов, свойства XTEN, раскрытые в данном документе, не связаны с абсолютными последо-
вательностями основных аминокислот, о чем свидетельствует разнообразие иллюстративных последова-
тельностей из табл. 4, которые, в различных диапазонах длины, обладают сходными свойствами, многие 
из которых описаны в примерах. XTEN по настоящему изобретению могут проявлять один, или несколь-
ко, или все из следующих свойств: выгодные неструктурированные конформации, конформационная 
гибкость, повышение растворимости в воде, высокая степень устойчивости к протеазе, низкая иммуно-
генность, низкое связывание с рецепторами млекопитающих, определенная степень заряда и увеличение 
гидродинамических (или Стокса) радиусов; свойства, которые могут сделать их особенно применимыми 
в качестве партнеров гибридного белка. Неограничивающие примеры улучшенных свойств, которые 
XTEN возлагают на гибридные белки, содержащие FVIII, слитый с XTEN, по сравнению с FVIII, не свя-
занным с XTEN, содержат увеличение общей растворимости и/или метаболической стабильности, сни-
жение восприимчивости к протеолизу, сниженную иммуногенность, снижение скорости абсорбции при 
введении подкожно или внутримышечно, снижение связывания с рецепторами клиренса фактора VIII, 
уменьшение реактивности к антиантителам, применимые улучшения взаимодействий с подложкой, и/или 
улучшенные фармакокинетические свойства при введении субъекту. Улучшенные фармакокинетические 
свойства композиций CFXTEN, по сравнению с FVIII, не связанным с XTEN, содержат более продолжи-
тельное конечное время полужизни (например, в два раза, в три раза, в четыре раза или более), увели-
ченную площадь под кривой (AUC) (например, 25%, 50%, 100% или более), более низкий объем распре-
деления и улучшенную абсорбцию после подкожной или внутримышечной инъекции (преимуществом, 
по сравнению с коммерчески доступных форм FVIII, которые должны быть введены внутривенно). Кро-
ме того, считается, что композиции CFXTEN, которые содержат расщепленные последовательности 
(описанные более подробно ниже) позволяют замедлить секретирование биологически активного FVIII, 
так, что вводимый CFXTEN оказывает действие в качестве депо. Отдельно предусмотрено, что патенто-
способные гибридные белки CFXTEN могут проявлять один или несколько, или любую комбинацию 
улучшенных свойств, раскрытых в данном документе. В результате этих улучшенных свойств, считается, 
что композиции CFXTEN позволяют менее частое дозирование, по сравнению с FVIII, не связанным с 
XTEN, при введении в аналогичных дозировках. Подобные композиции гибридного белка CFXTEN мо-
гут применять для лечения определенных связанных с фактором VIII заболеваний, как описано в данном 
документе. 

Множество способов и анализов известны в данной области техники определения физиче-
ских/химических свойств протеинов, таких как композиции CFXTEN, которые содержат XTEN. Такие 
свойства содержат, но без ограничения ими, вторичную или третичную структуру, растворимость, агре-
гацию белков, стабильность, абсолютную и кажущуюся молекулярную массу, чистоту и однородность, 
свойства плавления, загрязнение и содержание воды. Способы анализа этих свойств содержат аналити-
ческое центрифугирование, EPR, ионобменную HPLC, эксклюзионную HPLC, обращенно-фазовую 
HPLC, рассеяние света, капиллярный электрофорез, круговой дихроизм, дифференциальную сканирую-
щую калориметрию, флуоресценцию, ионобменную HPLC, эксклюзионную HPLC, IR, NMR, спектро-
скопию рамановского рассеяния, рефрактометрию и UV/видимую спектроскопию. Дополнительный спо-
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собы раскрыты в Arnau, et al., Prot Expr and Purif (2006) 48, 1-13. 
Компонент(ы) XTEN CFXTEN предназначен для того, чтобы вести себя в физиологических услови-

ях как денатурированные пептидные последовательности, несмотря на длину полимера. "Денатуриро-
ванное" описывает состояние пептида в растворе, которое характеризуется большой конформационной 
свободой пептидной цепи. Большинство пептидов и белков принимают денатурированную конформацию 
в присутствии высоких концентраций денатурирующих средств или при повышенной температуре. Пеп-
тиды в денатурированной конформации имеют, например, характерные спектры кругового дихроизма 
(CD) и характеризуются отсутствием взаимодействий на больших расстояниях, что определяют с помо-
щью NMR. "Денатурированную конформацию" и "неструктурированную конформацию" используют в 
данном документе в качестве синонимов. В отдельных вариантах осуществления настоящее изобретение 
обеспечивает последовательности XTEN, которые, при физиологических условиях, в значительной сте-
пени лишены вторичной структуры. В других случаях, последовательности XTEN по существу лишены 
вторичной структуры в физиологических условиях, тогда как XTEN может принимать случайная кон-
формацию спирали. "В значительной степени лишены", как используется в этом контексте, означает, что 
по меньшей мере 50% аминокислотных остатков XTEN последовательности XTEN не способствуют об-
разованию вторичной структуры, как измерено или определено с помощью описанного в данном доку-
менте. "По существу лишены", как используется в этом контексте, означает, что по меньшей мере около 
60%, или около 70%, или около 80%, или около 90%, или около 95%, или по меньшей мере около 99% 
аминокислотных остатков XTEN последовательности XTEN не способствуют образованию вторичной 
структуры, как измерено или определено с помощью описанного в данном документе. 

В данной области техники было разработано множество способов, чтобы различить наличие или 
отсутствие вторичных и третичных структур в данном полипептиде. В частности, вторичная структура 
может быть измерена спектрофотометрически, например, с помощью спектроскопии кругового дихроиз-
ма в "далекой ультрафиолетовой" области спектра (190-250 нм). Каждый из элементов вторичной струк-
туры, таких как альфа-спираль и бета-лист, дает рост характеристики формы и величины спектров CD, 
так же как и отсутствие этих структурных элементов. Вторичная структура также может быть предсказа-
на в случае полипептидной последовательности с помощью определенных компьютерных программ или 
алгоритмов, таких как широко известный алгоритм Chou-Fasman (Chou, P. Y., et al. (1974) Biochemistry, 
13: 222-45) и алгоритм Garnier-Osguthorpe-Robson ("GOR") (Gamier J, Gibrat JF, Robson B. (1996), GOR 
method for predicting protein secondary structure from amino acid sequence. Methods Enzymol 266:540-553), 
как описано в патенте США и опубликованной заявке № 20030228309A1. Для заданной последователь-
ности, алгоритмы могут предсказать, существует или нет некоторая вторичная структура вообще, выра-
женная в виде общего количества и/или процентов остатков последовательности, которые образуют, на-
пример, альфа-спирали или бета-листы или процент остатков последовательностей, которые, как прогно-
зируют, приводят к образованию случайной спирали (которая нуждается во вторичной структуре). 

В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения последовательности XTEN, которые 
используют в композициях гибридного белка субъекта, имеют процент альфа-спирали, изменяющийся в 
диапазоне от 0% до менее около 5%, что определяют с помощью алгоритма Chou-Fasman. В дополни-
тельном варианте осуществления настоящего изобретения последовательности композиции гибридного 
белка XTEN имеют процент бета-листов, который изменяется в диапазоне от 0% до менее около 5%, что 
определяют с помощью алгоритма Chou-Fasman. В отдельных вариантах осуществления настоящего изо-
бретения последовательности композиции гибридного белка XTEN имеют процент альфа-спирали, кото-
рый изменяется в диапазоне от 0% до менее около 5% и процент бета-листов изменяется в диапазоне от 
0% до менее около 5%, что определяют с помощью алгоритма Chou-Fasman. В отдельных вариантах 
осуществления настоящего изобретения последовательности композиции гибридного белка XTEN имеют 
процент альфа-спирали менее около 2% и процент бета-листа менее около 2%. Последовательности ком-
позиции гибридного белка XTEN имеют высокий уровень процента случайной спирали, что определяют 
с помощью алгоритма GOR. В отдельных вариантах осуществления настоящего изобретения последова-
тельность XTEN имеет по меньшей мере около 80%, по меньшей мере около 90%, по меньшей мере око-
ло 91%, по меньшей мере около 92%, по меньшей мере около 93%, по меньшей мере около 94%, по 
меньшей мере около 95%, по меньшей мере около 96%, по меньшей мере около 97%, по меньшей мере 
около 98%, и, более предпочтительно, по меньшей мере около 99% случайной спирали, что определяют с 
помощью алгоритма GOR. В отдельных вариантах осуществления настоящего изобретения последова-
тельности композиции гибридного белка XTEN имеют процент альфа-спирали, который изменяется в 
диапазоне от 0% до менее около 5% и процент бета-листа, который изменяется в диапазоне от 0% до ме-
нее около 5%, что определяют с помощью алгоритма Chou-Fasman и по меньшей мере около 90% слу-
чайной спирали, что определяют с помощью алгоритма GOR. В дополнительных вариантах осуществле-
ния настоящего изобретения последовательности композиции гибридного белка XTEN имеют процент 
альфа-спирали менее около 2% и процент бета-листов менее около 2%, по меньшей мере около 90% слу-
чайной спирали, что определяют с помощью алгоритма GOR. 

1. Неповторяющиеся последовательности. 
Предполагается, что последовательности XTEN вариантов осуществления CFXTEN являются по 
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существу неповторяющимися. В общем, повторяющиеся аминокислотные последовательности имеют 
тенденцию к агрегации или образуют более высокие структуры порядка, о чем свидетельствуют природ-
ные повторяющиеся последовательности, такие как коллагены и лейциновые "молнии". Эти повторяю-
щиеся аминокислоты могут также иметь тенденцию к образованию контактов, что приводит к кристал-
лическим или псевдокристаллическим структурам. В противоположность этому, низкая тенденция не-
повторяющихся последовательностей к агрегированию позволяет существовать строению XTEN с длин-
ной последовательностью с относительно низкой частотой заряженных аминокислот, которые иначе бы-
ли бы более склонными к агрегации, если бы последовательности были повторяющимися. Неповторяе-
мость субъекта XTEN можно наблюдать с помощью оценки одного или более из следующих признаков. 
В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения "по существу неповторяющаяся" после-
довательность XTEN имеет около 36, или по меньшей мере 72, или по меньшей мере 96, или по меньшей 
мере 144, или по меньшей мере 288, или по меньшей мере 400, или по меньшей мере 500, или по мень-
шей мере 600, или по меньшей мере 700, или по меньшей мере 800, или по меньшей мере 864, или по 
меньшей мере 900, или по меньшей мере 1000, или по меньшей мере 2000, до около 3000 или более ами-
нокислотных остатков, или имеет длину, которая изменяется в диапазоне от около 36 до около 3000, от 
около 100 до около 500, от около 500 до около 1000, от около 1000 до около 3000 аминокислот и остат-
ков, в котором никакие три смежные аминокислоты в последовательностях не являются аминокислотами 
идентичного типа, при условии, что аминокислота не является серином, а в этом случае не более чем три 
смежные аминокислоты являются остатками серина. В дополнительном варианте осуществления на-
стоящего изобретения, как описано более подробно ниже, "по существу неповторяющаяся" последова-
тельность XTEN содержит мотивы от 9 до 14 аминокислотных остатков, при том, что мотивы состоят из 
от 4 до 6 типов аминокислот, выбранных из глицина (G), аланина (A), серина (S), треонина (T), глутамата 
(E) и пролина (P), и, при том, что последовательность любых двух смежных аминокислотных остатков в 
любом мотиве в мотиве последовательности не повторяется более двух раз. 

Степень повторяемости полипептида или гена могут измерять с помощью компьютерных программ 
или алгоритмов, или другими способами, известными в данной области техники. Согласно настоящему 
изобретению, алгоритмы, которые будут использоваться для расчета степени повторяемости определен-
ного полипептида, такого как XTEN, раскрыты в данном документе и обеспечивают примеры последова-
тельностей, которые анализируют с помощью алгоритма (см. примеры, ниже). В отдельном аспекте, по-
вторяемость полипептида заданной длины рассчитывают (в дальнейшем "количество подпоследователь-
ностей") в соответствии с формулой, приведенной в Уравнении 1: 

 
где m = (длина аминокислот полипептида) - (длина аминокислот подпоследовательности) + 1; и 

Counti = общее число вхождений каждой уникальной подпоследовательности в последовательностьi. 
Алгоритм, который носит название "SegScore" был разработан для применения вышеприведенного 

уравнения для количественной оценки повторяемости полипептидов, таких как XTEN, обеспечивая ко-
личество подпоследовательностей, при том, что последовательности аминокислот с заданной длиной "n" 
на повторяемость путем определения числа ("расчет") уникальных последовательностей с длиной "s", 
встречающихся в заданной длине, деленное на абсолютное число подпоследовательностей в пределах 
заданной длины последовательности. Фиг. 27 иллюстрирует логическую блок-схему алгоритма SegScore, 
в то время как на фиг. 28 проиллюстрирована схема того, как происходит оценка количества подпосле-
довательностей на примере фиктивной XTEN с 11 аминокислотами и длиной подпоследовательностей в 
3 аминокислотных остатка. Например, заданная длина полипептид в 200 аминокислотных остатков имеет 
192 перекрывающиеся подпоследовательности из 9 аминокислот и 198 подпоследовательностей из 3 
аминокислот, но оценка подпоследовательности любого данного полипептида будет зависеть от абсо-
лютного количества уникальных подпоследовательностей и от того, как часто каждая уникальная под-
последовательность (имеются в виду различные аминокислотные последовательности) появляется в за-
данной длине последовательности. 

В контексте настоящего изобретения, "количество подпоследовательностей" означает сумму совпа-
дений каждого уникального 3-мерного фрейма в пределах 200 последовательных аминокислот совокуп-
ного полипептида XTEN, деленную на абсолютное количество уникальных 3-мерных подпоследователь-
ностей в пределах 200 аминокислотной последовательности. Примеры подобных количеств подпоследо-
вательностей, полученные из 200 последовательных аминокислот, повторяющихся и неповторяющихся 
полипептидов, представлены в примере 45. В отдельном варианте осуществления настоящее изобретение 
обеспечивает CFXTEN, который содержит один XTEN, в котором XTEN имеет количество подпоследо-
вательностей менее 12, более предпочтительно, менее 10, еще более предпочтительно менее 9, наиболее 
предпочтительно менее 8, еще более предпочтительно менее 7, еще более предпочтительно менее 6, и, 
еще более предпочтительно, менее 5. В дополнительном варианте осуществления настоящее изобретение 
обеспечивает CFXTEN, который содержит по меньшей мере от двух до около шести XTEN, в которых 
200 аминокислот XTEN имеют количество подпоследовательностей менее 10, более предпочтительно 
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менее 9, еще более предпочтительно менее 8, наиболее предпочтительно менее 7, еще более предпочти-
тельно менее 6, и, еще более предпочтительно, менее 5. В вариантах осуществления композиций гибрид-
ного белка CFXTEN, описанных в данном документе, компонент XTEN гибридного белка с количеством 
подпоследовательностей 10 или меньше (т.е. 9, 8, 7, и т.д.) также является по существу неповторяющим-
ся. 

Считается, что неповторяющаяся характеристика XTEN по настоящему изобретению вместе с кон-
кретными типами аминокислот, которые преобладают в XTEN, а не абсолютная первичная последова-
тельность, обеспечивает многие из расширенных физико-химических и биологических свойств гибрид-
ного белка CFXTEN. Эти улучшенные свойства содержат более высокую степень экспрессии слитого 
белка в клетке-хозяине, большую генетическую стабильность гена, кодирующего Xten, более высокую 
степень растворимости, меньшую тенденцию к агрегации и улучшенную фармакокинетику полученного 
CFXTEN, по сравнению со слитыми белками, содержащими полипептиды, имеющие повторяющиеся 
последовательности. Эти улучшенные свойства позволяют осуществлять более эффективное производст-
во, более низкую стоимость товаров и содействовать разработке XTEN-содержащих фармацевтических 
составов, которые содержат чрезвычайно высокие концентрации протеина, которая, в отдельных случа-
ях, превышает 100 мг/мл. Кроме того, полипептидные последовательности XTEN по вариантам осущест-
вления настоящего изобретения предназначены для того, чтобы имели низкую степень внутренней по-
вторяемости, для того, чтобы уменьшить или устранить по существу иммуногенность при введении мле-
копитающему. Полипептидные последовательности, состоящие из коротких повторяющихся мотивов, в 
значительной степени ограниченных только тремя аминокислотами, такими как глицин, серин и глута-
мат, при введении млекопитающему могут привести к относительно высоким титрам антител, несмотря 
на отсутствие предсказанных T-клеточных эпитопов в этих последовательностей. Это может быть вы-
звано повторяющейся природой полипептидов, как это было показано, что иммуногены с повторяющи-
мися эпитопами, которые содержат агрегаты протеина, перекрестносшитые иммуногены и повторяю-
щиеся карбогидраты являются высокоиммуногенными и могут, например, приводить к перекрестному 
сшиванию В-клеточных рецепторов, которые приводят к активации В-клетки. (Johansson, J., et al. (2007) 
Vaccine, 25:1676-82; Yankai, Z., et al. (2006) Biochem Biophys Res Commun, 345:1365-71; Hsu, C. T., et al. 
(2000) Cancer Res, 60:3701-5); Bachmann MF, et al. Eur J Immunol. (1995) 25(12):3445-3451). 

2. Иллюстративные мотивы последовательностей. 
Настоящее изобретение охватывает XTEN, используемый в качестве партнеров слияния, который 

содержит несколько единиц коротких последовательностей, или мотивов, в которых аминокислотные 
последовательности мотивов являются неповторяющимися. Неповторяющееся свойство встречают, не 
смотря на использование модульного принципа конструирования с использованием библиотеки мотивов 
последовательности, которые являются мультимеризированными для создания последовательности 
XTEN. Таким образом, в то время как последовательность XTEN может состоять из нескольких единиц 
всего лишь четырех различных типов мотивов последовательности, потому что мотивы сами обычно 
состоят из последовательностей неповторяющихся аминокислотных, общая последовательность XTEN 
предназначена для визуализации, по существу, не повторяющейся последовательности. 

В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения XTEN имеет, по существу, неповто-
ряющуюся последовательность из более чем от около 36 до около 3000, или от около 100 до около 2000, 
или от около 144 до около 1000 аминокислотных остатков, или даже длиннее, при том, что по меньшей 
мере около 80%, или по меньшей мере около 85%, или по меньшей мере около 90%, или по меньшей ме-
ре около 95%, или по меньшей мере около 97%, или около 100% последовательности XTEN состоит из 
неперекрывающихся мотивов последовательностей, и при том, что каждый из мотивов имеет от около 9 
до 36 аминокислотных остатков. В дополнительных вариантах осуществления настоящего изобретения 
по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере около 85%, или по меньшей мере около 90%, или по 
меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 97%, или около 100% последовательностей XTEN 
состоит из неперекрывающихся мотивов последовательностей, при том, что каждый из мотивов имеет от 
9 до 14 аминокислотных остатков. В дополнительных вариантах осуществления настоящего изобретения 
по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере около 85%, или по меньшей мере около 90%, или по 
меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 97%, или около 100% последовательности XTEN 
состоит из неперекрывающихся мотивов последовательностей, при том, что каждый из мотивов имеет 12 
аминокислотных остатков. В этих вариантах осуществления предпочтительно, чтобы мотивы последова-
тельности состояли из в значительной степени (например, 90% или более), или полностью, из малых 
гидрофильных аминокислот, так что, в целом, последовательность имеет неструктурированную, кон-
формационно-лабильную характеристику. Примеры аминокислот, которые включены в XTEN, представ-
ляют собой, например, аргинин, лизин, треонин, аланин, аспарагин, глутамин, аспартат, глутамат, серин 
и глицин. В результате тестирования переменных, таких как оптимизация кодона, монтажные полинук-
леотиды, кодирующие мотивы последовательности, экспрессия белка, распределение заряда и раствори-
мость экспрессированного белка и вторичная и третичная структуры, было обнаружено, что композиции 
XTEN с улучшенными характеристиками, раскрытыми в данном документе, в основном, или по большей 
части, содержат остатки глицина (G), аланина (A), серина (S), треонина (T), глутамата (E) и пролина (P), 
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при том, что последовательности предназначены быть по существу неповторяющимися. В отдельном 
варианте осуществления настоящего изобретения последовательности XTEN имеют преимущественно от 
четырех до шести типов аминокислот, выбранных из глицина (G), аланина (A), серина (S), треонина (T), 
глутамата (E) или пролина (P), которые являются расположенными в по существу неповторяющейся по-
следовательности, которая имеет больше чем от около 36 до около 3000, или от около 100 до около 2000, 
или от около 144 до около 1000 аминокислотных остатков в длину. В отдельном варианте осуществления 
настоящего изобретения последовательность XTEN сделана из 4, 5 или 6 типов аминокислот, выбранных 
из группы, которая состоит из глицина (G), аланина (A), серина (S), треонина (T), глутамата (E) или про-
лина (P). В отдельных вариантах осуществления настоящего изобретения XTEN имеет последовательно-
сти из более чем от около 36 до около 1000, или от около 100 до около 2000, или от около 400 до около 
3000 аминокислотных остатков, при том, что по меньшей мере около 80% последовательности состоит 
из неперекрывающихся мотивов последовательностей, при том, что каждый из мотивов имеет от 9 до 36 
аминокислотных остатков и, при том, что по меньшей мере 90%, или по меньшей мере 91%, или по 
меньшей мере 92%, или по меньшей мере 93%, или по меньшей мере 94%, или по меньшей мере 95%, 
или по меньшей мере 96%, или по меньшей мере 97%, или 100% каждого из мотивов состоят из от 4 до 6 
типов аминокислот, выбранных из глицина (G), аланина (A), серина (S), треонина (T), глутамата (E) и 
пролина (P), и при том, что содержание любого одного типа аминокислоты в непроцессированном XTEN 
не превышает 30%. В дополнительных вариантах осуществления настоящего изобретения по меньшей 
мере около 90% последовательности XTEN состоит из неперекрывающихся мотивов последовательно-
стей, при том, что каждый из мотивов имеет от 9 до 36 аминокислотных остатков, при том, что мотивы 
состоят из от 4 до 6 типов аминокислот, выбранных из глицина (G), аланина (A), серина (S), треонина 
(T), глутамата (E) и пролина (P), и при том, что содержание любого одного типа аминокислоты в непро-
цессированном XTEN не превышает 40%, или около 30%, или 25%, или около 17%. В дополнительных 
вариантах осуществления настоящего изобретения по меньшей мере около 90% последовательности 
XTEN состоит из неперекрывающихся мотивов последовательностей, при том, что каждый из мотивов 
имеет 12 аминокислотных остатков, состоящих из от 4 до 6 типов аминокислот, выбранных из глицина 
(G), аланина (A), серина (S), треонина (T), глутамата (E) и пролина (P), и, при том, что содержание любо-
го одного типа аминокислоты в непроцессированном XTEN не превышает 40%, или 30%, или около 25%. 
В других вариантах осуществления настоящего изобретения 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%, до около 100% последовательности XTEN состоит из неперекрывающихся 
мотивов последовательностей, при том, что каждый из мотивов имеет 12 аминокислотных остатков, со-
стоящих из глицина (G), аланина (A), серина (S), треонина (T), глутамата (E) и пролина (P). 

В дополнительных вариантах осуществления настоящего изобретения XTEN содержит по существу 
неповторяющиеся последовательности из более чем от около 36 до около 3000 аминокислотных остат-
ков, при том, что по меньшей мере около 80%, 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% последовательности состоит из неперекрывающихся мотивов последовательностей 
от 0 до 14 аминокислотных остатков, при том, что мотивы состоят из от 4 до 6 типов аминокислот, вы-
бранных из глицина (G), аланина (A), серина (S), треонина (T), глутамата (E) и пролина (P), и при том, 
что в любом мотиве последовательность любых двух смежных аминокислотных остатков не повторяется 
в мотиве последовательности более двух раз. В дополнительных вариантах осуществления настоящего 
изобретения 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% последовательности 
XTEN состоит из неперекрывающихся мотивов последовательностей из 12 аминокислотных остатков, 
при том, что мотивы состоят из от четырех до шести типов аминокислот, выбранных из глицина (G), 
аланина (A), серина (S), треонина (T), глутамата (E) и пролина (P), и при том, что последовательность 
любых двух смежных аминокислотных остатков в любом мотиве последовательности в мотиве последо-
вательности не повторяется более двух раз. В дополнительных вариантах осуществления настоящего 
изобретения 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% последовательности 
XTEN состоит из неперекрывающихся мотивов последовательностей из 12 аминокислотных остатков, 
при том, что мотивы состоят из глицина (G), аланина (A), серина (S), треонина (T), глутамата (E) и про-
лина (P), и при том, что в любом мотиве последовательности последовательность любых двух смежных 
аминокислотных остатков не повторяется более двух раз в мотиве последовательности. В других вариан-
тах осуществления настоящего изобретения XTEN состоит из мотивов последовательностей из 12 ами-
нокислот, при том, что аминокислоты выбирают из глицина (G), аланина (A), серина (S), треонина (T), 
глутамата (E) и пролина (P), и при том, что последовательность любых двух смежных аминокислотных 
остатков в любом мотиве последовательности не повторяется более двух раз, и при том, что содержание 
любого одного типа аминокислоты в непроцессированном XTEN не превышает 30%. Предыдущие вари-
анты осуществления настоящего изобретения представляют собой примеры по существу неповторяю-
щихся последовательностей XTEN. Дополнительные примеры подробно описаны ниже. 
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В отдельных вариантах осуществления настоящее изобретение обеспечивает композиции CFXTEN, 
которые содержат одну, или две, или три, или четыре, пять, шесть или более неповторяющейся последо-
вательности(ей) XTEN из от около 36 до около 1000 аминокислотных остатков, или в совокупности от 
около 100 до около 3000 аминокислотных остатков, при том, что по меньшей мере около 80%, 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% до около 100% последовательности 
состоит из нескольких единиц четырех или более неперекрывающихся мотивов последовательностей, 
выбранных из аминокислотных последовательностей из табл. 3, при том, что, в целом, последователь-
ность остается по существу неповторяющейся. В отдельных вариантах осуществления настоящего изо-
бретения XTEN содержит неперекрывающиеся мотивы последовательностей 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 нескольких единиц неперекрывающихся последовательно-
стей, выбранных из отдельного семейства мотивов, выбранных из табл. 3, что приводит к семейству по-
следовательностей. Как используется в данном документе, "семейство" означает, что XTEN имеет моти-
вы, выбранные только из отдельной категории мотивов из табл. 3; т.е. AD, AE, AF, AG, AM, AQ, BC или 
BD XTEN, и что любые другие аминокислоты в XTEN не из семейства мотивов выбирают для того, что-
бы достигнуть необходимого свойства, например, допускать возможность включения сайта рестрикции с 
помощью кодирования нуклеиновых кислот, включения последовательности расщепления, или дости-
гать более лучшего связывания с компонентом фактора свертывания FVIII CFXTEN. В отдельных вари-
антах осуществления семейств XTEN, последовательность XTEN содержит несколько единиц непере-
крывающихся мотивов последовательностей семейства мотивов AD, или семейства мотивов AE, или се-
мейства мотивов AF, или семейства мотивов AG, или семейства мотивов AM, или семейства мотивов 
AQ, или семейства BC, или семейства мотивов BD, с получаемым XTEN, который демонстрирует диапа-
зон гомологии, описанный выше. В дополнительных вариантах осуществления настоящего изобретения 
XTEN содержит несколько единиц мотивов последовательности из двух или более семейств мотивов из 
табл. 3. Эти последовательности могут быть выбраны для достижения желаемых физических/химических 
свойств, в том числе таких свойств, как суммарный заряд, гидрофильность, отсутствие вторичной струк-
туры или отсутствие повторяемости, которые придают с помощью аминокислотной композиции моти-
вов, описанной ниже более полно. В вариантах осуществления настоящего изобретения, описанных вы-
ше в этом абзаце, мотивы, встроенные в XTEN, могут быть выбраны и собраны с использованием спосо-
бов, описанных в данном документе, для того, чтобы достигнуть XTEN из от около 36 до около 3000 
аминокислотных остатков. 



041874 

- 53 - 

Таблица 3 
Мотивы последовательности XTEN из 12 аминокислот и семейства мотивов 

 
Обозначает отдельные последовательности мотива, которые, если используются вместе в различ-

ных перестановках, приводят к "семейству последовательностей". 
В отдельных вариантах осуществления семейств XTEN, последовательность XTEN содержит не-

сколько единиц неперекрывающихся мотивов последовательностей семейства мотивов AD, семейства 
мотивов AE, или семейства мотивов AF, или семейства мотивов AG, или семейства мотивов AM, или 
семейства мотивов AQ, или семейства BC, или семейства BD, с получаемым XTEN, который демонстри-
рует диапазон описанной выше гомологии. В дополнительных вариантах осуществления настоящего 
изобретения XTEN содержит несколько единиц последовательностей мотива из двух или более семейств 
мотивов из табл. 3, выбранных для того, чтобы достигнуть нужных физико-химических характеристик, 
которые содержат такие свойства, как суммарный заряд, отсутствие вторичной структуры или отсутствие 
повторяемости, которые могут быть возложены на аминокислотную композицию мотивов, описанные 
ниже более полно. В вариантах осуществления настоящего изобретения, описанных выше в этом абзаце, 
мотивы или участки мотивов, встроенные в XTEN, могут быть выбраны и собраны с использованием 
способов, описанных в данном документе для того, чтобы достигнуть XTEN из от около 36, от около 42, 
от около 72, от около 144, от около 288, от около 576, от около 864, от около 1000, от около 2000 до око-
ло 3000 аминокислотных остатков, или любой промежуточной длины. Неограничивающие примеры по-
следовательностей семейства XTEN, используемые для включения субъекту CFXTEN, представлены в 
табл. 4. Предполагается, что указанная последовательность, которая упоминается относительно табл. 4, 
имеет последовательность, приведенную в табл. 4, в то время как обобщенная ссылка на последователь-
ность AE144, например, охватывает любую последовательность AE, имеющую 144 аминокислотных ос-
татка; например, AE144_1 А, AE144_2A, и т.д., или обобщенная ссылка на последовательность AG144, 
например, предназначена для того, чтобы охватывать любую последовательность AG, которая имеет 144 
аминокислотных остатка, например, AG144_1, AG144_2, AG144_A, AG144_B, AG144_C, и т.д. 
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Таблица 4 
Полипептиды XTEN 
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В дополнительных вариантах осуществления настоящего изобретения композиция CFXTEN содер-

жит одну или несколько неповторяющихся последовательностей XTEN с длинами, которые изменяются 
в диапазоне от около 36 до около 3000 аминокислотных остатков, при том, что по меньшей мере около 
80%, 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% до около 100% последо-
вательности состоит из неперекрывающихся мотивов последовательностей из 36 аминокислот, выбран-
ных из одной или нескольких полипептидных последовательностей из табл. 13-17, либо в виде семейства 
последовательностей, или, при условии, что мотивы выбирают из двух или более семейств мотивов. 

В тех вариантах осуществления настоящего изобретения, где компонент XTEN гибридного белка 
CFXTEN имеет менее 100% его аминокислот, состоящих из 4, 5, или 6 типов аминокислоты, выбранных 
из глицина (G), аланина (A), серина (S), треонина (T), глутамата (E) и пролина (P), или менее 100% по-
следовательности состоит из мотивов последовательностей из табл. 3 или последовательности XTEN из 
табл. 4 и 13-17, другие аминокислотные остатки XTEN выбирают из любых других 14 природных L-
аминокислот, но предпочтительно выбирают из гидрофильных аминокислот, так, что последователь-
ность XTEN содержит по меньшей мере около 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98% или по меньшей мере 
около 99% гидрофильных аминокислот. Аминокислоты XTEN, которые являются не глицином (G), ала-
нином (A), серином (S), треонином (T), глутаматом (E) и пролином (P), либо перемежаются на протяже-
нии последовательности XTEN, которая располагается внутри или между мотивами последовательности, 
либо концентрированы в одном или более коротком отрезке последовательности XTEN, например, для 
создания линкера между XTEN и компонентами FVIII. В подобном случаях, когда компонент XTEN 
CFXTEN содержит аминокислоты, которые не являются глицином (G), аланином (A), серином (S), трео-
нином (T), глутаматом (E) и пролином (P), предпочтительно, менее около 2% или менее около 1% ами-
нокислот являются гидрофобными остатками, так, что получаемые последовательности как правило не 
имеют вторичную структуру, например, не имеют более чем 2% альфа-спирали или 2% бета-листов, что 
определяют с помощью способов, раскрытых в данном документе. Гидрофобные остатки, которые явля-
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ются менее приемлемыми в построении XTEN, содержат триптофан, фенилаланин, тирозин, лейцин, 
изолейцин, валин и метионин. Дополнительно, возможно построить последовательности XTEN для того, 
чтобы они содержали менее 5%, или менее 4%, или менее 3%, или менее 2%, или менее 1%. Или не со-
держали ни одной из следующих аминокислот: цистеина (чтобы избежать образования дисульфида и 
окисления), метионина (чтобы избежать окисления), аспарагина и глутамина (чтобы избежать дезамини-
рования). Таким образом, в отдельных вариантах осуществления настоящего изобретения компонент 
XTEN гибридного белка CFXTEN, который содержит другие аминокислоты, в дополнение к глицину 
(G), аланину (A), серину (S), треонину (T), глутамату (E) и пролину (P) имеет последовательность с ме-
нее 5% остатков, участвующих в альфа-спиралях и бета-листах, как измерено с помощью алгоритма 
Chou-Fasman и имеет по меньшей мере 90%, или по меньшей мере около 95%, или более образования 
случайной спирали, как измерено с помощью алгоритма GOR. 

3. Длина последовательности. 
В дополнительных аспектах настоящее изобретение обеспечивает XTEN различной длины для 

включения в композиции CFXTEN, при том, что длину последовательности(ей) XTEN выбирают, осно-
вываясь на свойстве или функции, получаемых в гибридном белке. В зависимости от предпологаемого 
свойства или функции, композиции CFXTEN содержат XTEN короткой или средней длины, располо-
женный внутри последовательности FVIII или между доменами FVIII и/или более длинных последова-
тельностей XTEN, которые могут служить в качестве носителей, локализованных в гибридных белках, 
как описано в данном документе. Хотя это и не подразумевает ограничение, XTEN или фрагменты XTEN 
содержат короткие сегменты от около 6 до около 99 аминокислотных остатков, средней длины от около 
100 до около 399 аминокислотных остатков, и более длинные от около 400 до около 1000 и до около 3000 
аминокислотных остатков. Таким образом, XTEN для включения субъекту CFXTEN охватывает XTEN 
или фрагменты XTEN с длиной около 6, или около 12, или около 36, или около 40, или около 42, или 
около 72 или около 96, или около 144, или около 288, или около 400, или около 500, или около 576, или 
около 600, или около 700, или около 800, или около 864, или около 900, или около 1000, или около 1500, 
или около 2000, или около 2500, или до около 3000 аминокислотных остатков в длину. Кроме того, по-
следовательности XTEN может быть от около 6 до около 50, от около 50 до около 100, от около 100 до 
150, от около 150 до 250, от около 250 до 400, от около 400 до около 500, от около 500 до около 900, от 
около 900 до 1500, от около 1500 до 2000, или от около 2000 до около 3000 аминокислотных остатков в 
длину. Точная длина XTEN, встроенного субъекту CFXTEN, может меняться без отрицательного влия-
ния на активность композиции CFXTEN. В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения 
один или несколько XTEN, который используют в CFXTEN, раскрытом в данном документе, имеет 36 
аминокислот, 42 аминокислот, 144 аминокислот, 288 аминокислот, 576 аминокислот или 864 аминокис-
лоты в длину и может быть выбран из одной из последовательностей семейства XTEN; т.е. AD, AE, AF, 
AG, AM, AQ, BC или BD. В дополнительном варианте осуществления настоящего изобретения два или 
более XTEN, которые используют в CFXTEN, раскрытом в данном документе, имеют 36 аминокислот, 42 
аминокислот, 144 аминокислот, 288 аминокислот, 576 аминокислот, или 864 аминокислот в длину и мо-
гут быть выбраны из двух последовательностей семейства XTEN; т.е. AD, AE, AF, AG, AM, AQ, BC или 
BD, с предпочтительными комбинациями последовательностей семейств AE и AG. В отдельных вариан-
тах осуществления настоящего изобретения CFXTEN, который содержит один или несколько XTEN, 
используемых в данном документе, содержит XTEN, выбранный из любой из последовательностей из 
табл. 4, который может быть связан с компонентом FVIII напрямую или посредством последовательно-
стей спейсера, раскрытых в данном документе. 

В частности структуры конформации CFXTEN, где XTEN служит в качестве конформационно-
лабильного линкера, или вводят во внешние петли или неупорядоченные области последовательности 
FVIII для того, чтобы повысить массу, гибкость или гидрофильность области, или которые предназначе-
ны для того, чтобы мешать выведению рецепторов в случае FVIII для повышения фармакокинетических 
свойств, или для того, чтобы помешать связыванию с ингибиторами FVIII или другими анти-FVIII анти-
телами, или при условии, что XTEN короткой или средней длины используют для облегчения проникно-
вения в ткань или для изменения силы взаимодействий гибридного белка CFXTEN с его мишенью, или 
при условии, что желательно распределить суммарную длину XTEN в сегментах короткой или средней 
длины в нескольких местах в пределах последовательности FVIII, настоящее изобретение предусматри-
вает композиции CFXTEN с одной, двумя, тремя, четырьмя, пятью или более последовательностями 
XTEN короткой или средней длины, вводимыми между, или в пределах, одного или нескольких доменов 
FVIII или в пределах внешних петель, или в других сайтах в последовательностях FVIII, таких как, но 
без ограничения ими, локализации в или близко к инсерционных сайтах, которые определены в табл. 5, 
табл. 6, табл. 7, табл. 8 и табл. 9 или, как проиллюстрировано на фиг. 8-9. В отдельном варианте осуще-
ствления вышеизложенного, гибридный белок CFXTEN содержит несколько сегментов XTEN, например, 
по меньшей мере два, или по меньшей мере три, или по меньшей мере четыре, или по меньшей мере пять 
или более сегментов XTEN, в которых сегменты XTEN могут быть идентичными или они могут быть 
различными и при этом CFXTEN сохраняет по меньшей мере 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70% или более про-
коагулянтной активности природного FVIII, при условии, что анализируют с помощью одного из анали-
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зов, раскрытых в данном документе. В других конкретных структурах конформации CFXTEN, при усло-
вии, что XTEN служит в качестве носителя, для того, чтобы повысить массу гибридного белка, или для 
изменения силы взаимодействий гибридного белка CFXTEN с его мишенью или для повышения фарма-
кокинетических свойств гибридного белка, настоящее изобретение предусматривает композиции 
CFXTEN с одной или несколькими последовательностями XTEN средней или большой длины, вводи-
мыми на C-конце, в домене B (или остатке последовательности BDD) между, или в пределах одного или 
нескольких, доменами FVIII, в пределах внешних петель, или в других сайтах в последовательностях 
FVIII таких как, но без ограничения ими, инсерционные сайты, которые определены в табл. 5, табл. 6, 
табл. 7, табл. 8, и табл. 9, или как проиллюстрировано на фиг. 8-9. Несмотря на это, считается, что вклю-
чение нескольких XTEN от короткой до средней длины в композиции CFXTEN придает гибридным бел-
кам улучшенные свойства, по сравнению с гибридными белками CFXTEN с тем же количеством амино-
кислот с меньшим количеством, но большей длиной, XTEN, и все еще приводят к композиции с прокоа-
гулянтной активностью и расширенным временем полужизни; обоснование которого описано в данном 
документе в отношении полученных радиусов нескольких XTEN. 

В вариантах осуществления настоящего изобретения, где гибридные белки CFXTEN составляют 
несколько последовательностей XTEN, суммарная длина общего объема остатков в последовательностях 
XTEN составляет более от около 100 до около 3000, или от около 200 до около 2000, или от около 400 до 
около 1000 аминокислотных остатков и XTEN могут быть идентичными или они могут быть различными 
в последовательности, суммарном заряде или длине. В отдельном варианте осуществления CFXTEN, 
который содержит несколько XTEN, каждая из отдельных последовательностей XTEN проявляет по 
меньшей мере около 80% идентичности последовательности, или, альтернативно, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 
87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичности последовательности, по сравнению 
с мотивом или XTEN, выбранным из табл. 3, 4 и 13-17 или их фрагментом, при оптимальном выравнива-
нии с последовательностью сопоставимой длины. 

Как описано более подробно ниже, способы, в которых раскрыты CFXTEN, создают с помощью 
выбора длины XTEN и его сайта включения в пределах CFXTEN, чтобы придать целевое время полу-
жизни, сохранить прокоагулянтную активность, снизить связывание с ингибиторами FVIII или улучшить 
физико-химические свойства (например, стабильность или растворимость) гибридного белка CFXTEN, 
создают и экспрессируют кодирующую конструкцию и изолируют и восстанавливают рекомбинантные 
гибридные белки CFXTEN. В общем, суммарные длины XTEN, больше чем около 400 остатков, встроен-
ных в композиции CFXTEN, приводят к более продолжительному времени полужизни, по сравнению с 
более короткими суммарными длинами, например, короче около 280 остатков. В отдельном варианте 
осуществления настоящего изобретения структуры гибридных белков CFXTEN, как предполагается, со-
держат в качестве носителя по меньшей мере отдельный XTEN, с длиной последовательности по мень-
шей мере около 400, или по меньшей мере около 600, или по меньшей мере около 800, или по меньшей 
мере около 900, или по меньшей мере около 1000 или более аминокислот. В дополнительном варианте 
осуществления настоящего изобретения несколько XTEN включены в гибридные белки для того, чтобы 
достигнуть суммарной длины в по меньшей мере около 400, или по меньшей мере около 600, или по 
меньшей мере около 800, или по меньшей мере около 900, или по меньшей мере около 1000 или более 
аминокислот, при том, что XTEN в последовательностях или длине могут быть идентичными или раз-
личными. Как используется в данном документе, "суммарная длина" предназначена для того, чтобы ох-
ватывать общую длину, в аминокислотных остатках, при условии что в гибридный белок CFXTEN 
встраивают более чем один XTEN. Оба вышеприведенных варианта осуществления настоящего изобре-
тения создают для того, чтобы после введения субъекту придать увеличенную биодоступность и/или 
увеличенное конечное время полужизни, по сравнению с CFXTEN, который содержит более короткие 
совокупные длины XTEN и все еще приводит к прокоагулянтной активности и эффекту гемостаза. При 
введении подкожно или внутримышечно, Cmax снижено, но площадь под кривой (AUC) увеличивается, по 
сравнению с аналогичной дозой CFXTEN с более короткой суммарной длиной XTEN или FVIII, не свя-
занного с XTEN, тем самым участвующего в способности поддерживать эффективные уровни компози-
ции CFXTEN в течение более продолжительного периода времени и позволяет увеличить периоды до 2, 
4, 7, 10, 14 или 21 день между дозами, как описано более подробно ниже. Таким образом, XTEN придает 
свойство депо введенному CFXTEN, в дополнение к другим физико-химическим свойствам, описанным 
в данном документе. 

Если в качестве носителя используют XTEN, настоящее изобретение использует преимущество от-
крытия того, что возрастание длины неповторяющихся, неструктурированных полипептидов усиливает 
неструктурированную природу XTEN и соответственно усиливает физические/химические и фармакоки-
нетические свойства гибридных белков, которые содержат носитель XTEN. Как описано более подробно 
в примерах, пропорциональное увеличение длины XTEN, даже если создано с помощью повторяющегося 
порядка мотивов последовательностях отдельного семейства (например, четыре мотива AE из табл. 3), 
приводит к последовательности с большим процентом (например, 90% или более) образования случай-
ной спирали, что определяют с помощью алгоритма GOR, или сниженному содержанию альфа-спиралей 
или бета-листов (например, менее 2%), что определяют с помощью алгоритма Chou-Fasman, по сравне-



041874 

- 85 - 

нию с более короткими длинами XTEN. Кроме того, возрастание длины гибридного партнера неструкту-
рированного полипептида, как описано в примерах, приводит к гибридному белку с непропорциональ-
ным повышением конечного времени полужизни (например, вплоть до 50, 100, 200 или более часов), по 
сравнению с гибридными белками с неструктурированными полипептидными партнерами с более корот-
кими длинами последовательностей. Улучшенные фармакокинетические свойства CFXTEN, по сравне-
нию с FVIII, не связанным с XTEN, описаны более подробно ниже. 

В дополнительных аспектах настоящее изобретение обеспечивает способы создания XTEN корот-
кой или средней длины из более длинных "донорных" последовательностей XTEN, при том, что более 
продолжительная донорная последовательность XTEN является процессированной по N-концу, или C-
концу, или фрагмент создают из внутренней части донорной последовательности, что, таким образом, 
приводит к короткой или средней длине XTEN. В неограничивающих примерах, как схематически про-
иллюстрировано на фиг. 16A-C, последовательность AG из 864 аминокислотных остатков может быть 
процессирована для получения последовательности AG из 144 остатков, последовательности AG из 288 
остатков, последовательности AG из 576 остатков или другими средними длинами, если последователь-
ность AE из 864 остатков (как проиллюстрировано на фиг. 16D, E) может быть процессирована для по-
лучения нескольких последовательностей AE из 144 остатков, последовательности AE из 288 или 576 
остатков, или других более коротких или средних длин. Отдельно предусмотрено, что такой подход мо-
жет быть использован с любым из вариантов осуществления XTEN, описанным в данном документе или 
с любой из последовательностей, приведенных в табл. 4 или 13-17 для того, чтобы привести к XTEN не-
обходимой длины. В предпочтительных вариантах осуществления настоящего изобретения CFXTEN, 
который содержит несколько XTEN, имеет XTEN, который демонстрирует по меньшей мере около 80%, 
или по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, или 
по меньшей мере около 93%, или по меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 95%, или по 
меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по 
меньшей мере около 99% или 100% идентичности последовательности с последовательностями, выбран-
ными из AE42_1, AE42_2, AE42_3, AG42_1, AG42_2, AG42_3, AG42_4, AE144_1A, AE144_2A, 
AE144_2B, AE144_3A, AE144_3B, AE144_4A, AE144_4B, AE144_5A, AE144_6B, AG144_1, AG144_2, 
AG144_A, AG144_B, AG144_C, AG144_F, AG144_3, AG144_4, AE288_1, AE288_2, AG288_1, AG288_2 и 
AG288_DE. 

4. Суммарный заряд. 
В дополнительных вариантах осуществления настоящего изобретения неструктурированная харак-

теристика полипептида XTEN может быть улучшена с помощью включения аминокислотных остатков с 
суммарным зарядом и/или уменьшения общего процента (например, менее 5%, или 4%, или 3%, или 2%, 
или 1%) гидрофобных аминокислот в последовательностях XTEN. В целом, суммарный заряд и плот-
ность суммарного заряда контролируют изменением содержания заряженных аминокислот в последова-
тельностях XTEN, либо положительных, либо отрицательных, с суммарным зарядом, как правило, пред-
ставленным в виде процента аминокислот полипептида, которые создают заряженное состояние, помимо 
тех остатков, которые были аннулированы остатком с противоположным зарядом. В отдельных вариан-
тах осуществления настоящего изобретения плотность суммарного заряда XTEN композиций может 
быть выше +0,1 или ниже -0,1 заряда/остаток. Под "плотностью суммарного заряда" протеина или пеп-
тида в данном документе подразумевают суммарный заряд, деленный на общее количество аминокислот 
в протеине или пропептиде. В дополнительных вариантах осуществления настоящего изобретения сум-
марный заряд XTEN может составлять около 0%, около 1%, около 2%, около 3%, около 4%, около 5%, 
около 6%, около 7%, около 8%, около 9%, около 10% около 11%, около 12%, около 13%, около 14%, око-
ло 15%, около 16%, около 17%, около 18%, около 19%, или около 20% или более. Основываясь на сум-
марном заряде, некоторые XTEN имеют изоэлектрическую точку (pI), равную 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 
4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6,0 или даже 6,5. В предпочтительных вариантах осуществления настоящего изобрете-
ния XTEN будет иметь изоэлектрическую точку между 1,5 и 4,5 и несет отрицательный суммарный заряд 
при физиологических условиях. 

Так как большинство тканей и поверхностей у человека или животного имеют отрицательный за-
ряд, в некоторых вариантах осуществления последовательности XTEN разработаны, чтобы иметь отри-
цательный заряд, для того, чтобы минимизировать неспецифические взаимодействия между XTEN, ко-
торый содержит композиции, и различными поверхностями, такими как кровяные сосуды, здоровые тка-
ни или различные рецепторы. Без привязки к какой-либо теории, XTEN может принять открытые кон-
формации в связи с электростатическим отталкиванием между отдельными аминокислотами полипепти-
да XTEN, которые по отдельности несут отрицательный заряд, и которые распределены по последова-
тельности полипептида XTEN. В отдельных вариантах осуществления настоящего изобретения последо-
вательность XTEN строят с по меньшей мере 90% или 95% заряженных остатков, разделенных другими 
остатками, такими как серин, аланин, треонин, пролин или глицин, что приводит к более равномерному 
распределению заряда, лучшей экспрессии или очищенному состоянию. Такое распределение чистого 
отрицательного заряда в расширенных длинах последовательности XTEN может привести к неструкту-
рированной конформации, что, в свою очередь, может привести к эффективному увеличению гидроди-
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намического радиуса. В предпочтительных вариантах осуществления настоящего изобретения отрица-
тельный заряд конкретного XTEN обеспечивают с помощью включения остатков глутаминовой кислоты. 
Как правило, остатки глутаминовой кислоты разнесены равномерно по всей последовательности XTEN. 
В отдельных случаях, XTEN может содержать около 10-80, или около 15-60, или около 20-50 остатков 
глутаминовой кислоты на 20кДа XTEN, что может привести к XTEN с заряженными остатками, которые 
имеют очень похожие pKa, что может повысить гомогенность заряда продукта и уменьшает его изоэлек-
трическую точку, повышает физико-химические свойства получаемого гибридного белка CFXTEN в 
случае, как следствие, упрощения процедуры очистки. Например, когда XTEN с отрицательный заряд 
является желательным, XTEN может быть выбран только из семейства последовательностей AE, которое 
имеет приблизительно 17% суммарного заряда за счет включенной глутаминовой кислоты, или может 
включать в себя различные количества содержащих глутаминовую кислоту мотивов из табл. 3, чтобы 
обеспечить желаемую степень суммарного заряда. Неограничивающие примеры AE XTEN содержат, но 
без ограничения ими, 36, 42, 144, 288, 576, 624, 864 и 912 последовательностей семейства AE из табл. 4 и 
14, или их фрагменты. В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения последователь-
ность XTEN из табл. 4, или 13-17 может быть изменена, чтобы включать в себя дополнительные остатки 
глутаминовой кислоты для достижения желаемого отрицательного заряда. Соответственно, в отдельном 
варианте осуществления настоящее изобретение обеспечивает XTEN, в котором последовательности 
XTEN содержат около 1, 2, 4, 8, 10, 15, 17, 20, 25% или даже около 30% глутаминовой кислоты. В от-
дельном варианте осуществления настоящее изобретение для достижения отрицательного заряда в до-
полнение к глутаминовой кислоте предусматривает включение в XTEN до 5% остатков аспарагиновой 
кислоты. 

В дополнительных вариантах осуществления настоящего изобретения, в которых желательно от-
сутствие суммарного заряда, XTEN может быть выбран из, например, компонентов AG XTEN, таких как 
мотивы AG из табл. 3, или мотивов AM из табл. 3, которые не имеют суммарный заряд. Неограничи-
вающие примеры AG XTEN содержат, но без ограничения ими, 36, 42, 144, 288, 576 и 864 последова-
тельностей семейства AG из табл. 4 и 16, или их фрагменты. В дополнительном варианте осуществления 
настоящего изобретения XTEN может содержать различные количества мотивов AE и AG (для того, что-
бы иметь полный заряд, который считается оптимальным для данного использования или для поддержа-
ния заданного физико-химического свойства. 

Без привязки к какой-либо теории, XTEN композиций CFXTEN с более высоким суммарным заря-
дом, как ожидается, имеют меньше неспецифических взаимодействий с различными отрицательно заря-
женными поверхностями, такими как кровеносные сосуды, ткани или различные рецепторы, что будет 
способствовать дальнейшему снижению активного клиренса. С другой стороны, считается, что XTEN 
композиций CFXTEN с низким (или без) суммарным зарядом будет иметь более высокую степень взаи-
модействия с поверхностями, которые могут усиливать активность соответствующего фактора свертыва-
ния крови, с учетом известного вклада клетки (например, тромбоцитов) и сосудистых поверхностей в 
процесс коагуляции и интенсивности активации факторов свертывания (Zhou, R., et al., Biomaterials 
(2005) 26(16):2965-2973; London, F., et al. Biochemistry (2000) 39(32):9850-9858). 

XTEN композиций по настоящему изобретению как правило не имеют или имеют низкое содержа-
ние положительно заряженных аминокислот. В отдельных вариантах осуществления настоящего изобре-
тения XTEN могут иметь менее около 10% аминокислотных остатков с положительным зарядом, или 
менее около 7%, или менее около 5%, или менее около 2%, или менее около 1% аминокислотных остат-
ков с положительным зарядом. Несмотря на это, настоящее изобретение предусматривает конструкции, в 
которых ограниченное количество аминокислот с положительным зарядом, таких как лизин, включено в 
XTEN, чтобы обеспечить конъюгацию между эпсилон-амином лизина и функциональной группой на 
пептиде, линкерном мостике или функциональной группе на лекарственном средстве или малой молеку-
ле, которая конъюгируется с остовом XTEN. В отдельном варианте осуществления вышеизложенного, 
XTEN конкретного CFXTEN имеет от около 1 до около 100 остатков лизина, или от около 1 до около 70 
остатков лизина, или от около 1 до около 50 остатков лизина, или от около 1 до около 30 остатков лизи-
на, или от около 1 до около 20 остатков лизина, или от около 1 до около 10 остатков лизина, или от около 
1 до около 5 остатков лизина, или, альтернативно, только один остаток лизина. С использованием выше-
указанного лизин-содержащего XTEN, могут быть построены гибридные белки, которые составляют 
XTEN, фактор свертывания FVIII, плюс химиотерапевтическое средство или другой фактор свертывания 
или кофактор, используемый при лечении коагулопатических состояний, при том, что максимальное ко-
личество молекул средства, встроенных в компонент XTEN, определяют с помощью количества лизина 
или других аминокислот с реакционноспособными боковыми цепями (например, цистеина), встроенных 
в XTEN. 

Как гидрофобные аминокислоты придают структуру полипептиду, так настоящее изобретение 
обеспечивает то, что содержание гидрофобных аминокислот в XTEN составляет, как правило, менее 5%, 
или менее 2%, или менее 1% содержания гидрофобных аминокислот. В отдельном варианте осуществле-
ния настоящего изобретения содержание аминокислот метионина и триптофана в компоненте XTEN ги-
бридного белка CFXTEN составляет, как правило, менее 5%, или менее 2%, и, более предпочтительно, 
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менее 1%. В дополнительном варианте осуществления настоящего изобретения XTEN конкретных ком-
позиций CFXTEN будет иметь последовательность, которая имеет менее 10% аминокислотных остатков 
с положительным зарядом, или менее около 7%, или менее около 5%, или менее около 2% аминокислот-
ных остатков с положительным зарядом, сумма остатков метионина и триптофана составляет менее 2%, 
а сумма остатков аспарагина и глутамина составляет менее 5% от общей последовательности XTEN. 

5. Низкая иммуногенность. 
В дополнительных аспектах последовательности XTEN, которые обеспечивают в данном докумен-

те, имеют низкую степень иммуногенности или являются по существу неиммуногенными. Ряд факторов 
может способствовать низкой иммуногенности XTEN, например, неповторяющаяся последовательность, 
неструктурированная конформация, высокая степень растворимости, низкая степень или отсутствие са-
моагрегатирования, низкая степень или отсутствие протеолитических сайтов в пределах последователь-
ности и низкая степень или отсутствие эпитопов в последовательностях XTEN. 

Конформационные эпитопы образуют с помощью области поверхности протеина, которая состоит 
из нескольких прерывистых аминокислотных последовательностей антигена протеина. Точное склады-
вание белка переводит эти последовательности в четко определенные, устойчивые пространственные 
конформации, или эпитопы, которые могут быть признаны в качестве "чужеродной" гуморальной им-
мунной системой хозяина, что приводит к получение антитела к протеину или активации иммунного 
клеточного ответа. В последнем случае, иммунный ответ к белку человека в значительной степени зави-
сит от распознавания эпитопа T-клеток, что является функцией специфичности связывания пептида ал-
лотипа HLA-DR этого индивидуума. Участие пептидного комплекса MHC Class II с помощью родствен-
ного T-клеточного рецептора на поверхности T-клетки, а также кросс-связывания некоторых других со-
рецепторов, таких как молекулы CD4, могут вызывать активированные состояния в пределах T-клетки. 
Активация приводит к высвобождению цитокинов, активирующих дополнительно другие лимфоциты, 
такие как B-клетки, для получения антитела или активизации T клеток-киллеров в качестве полного кле-
точного иммунного ответа. 

Способность пептида связывать данную молекулу MHC Class II для представления на поверхности 
APC (антигенпрезентирующей клетки) зависит от ряда факторов; особенно от его первичной последова-
тельности. В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения более низкую степень имму-
ногенности выполняют с помощью создания последовательности XTEN, которые сопротивляются обра-
ботке антигена в антигенпрезентирующих клетках, и/или выбора последовательностей, которые также не 
связываются с MHC-рецепторами. Настоящее изобретение обеспечивает гибридные белки CFXTEN с по 
существу неповторяющимися полипептидами XTEN, созданными для снижения связывания с рецепто-
рами MHC II, а также предотвращение образования эпитопов T-клеточного рецептора или связывания 
антитела, что приводит к низкой степени иммуногенности. Избежание иммуногенности возможно при-
писать, по крайней мере частично, результату конформационной гибкости последовательностей XTEN; 
т.е. отсутствию вторичной структуры за счет выбора порядка и аминокислотных остатков. Например, 
особый интерес представляют собой последовательности, имеющие в водном растворе или в физиологи-
ческих условиях низкую склонность принимать компактно сложенные конформации, что может привес-
ти к конформационным эпитопам. Введение гибридных белков, которые содержат XTEN, с использова-
нием обычных терапевтических методов и дозирования, как правило, не приводит к образованию ней-
трализующих антител к последовательности XTEN, а также снижает иммуногенность гибридного парт-
нера FVIII в композициях CFXTEN. 

В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения последовательности XTEN, которые 
используют в гибридных белках субъекта, может быть по существу свободными от эпитопов, распозна-
ваемых T-клеткой человека. Устранение таких эпитопов с целью генерации менее иммуногенных белков 
было раскрыто ранее; смотри например WO 98/52976, WO 02/079232 и WO 00/3317, которые включены в 
данный документ в виде ссылки. Анализы эпитопов T-клеток человека были описаны (Stickler, M., et al. 
(2003) J Immunol Methods, 281: 95-108). Особый интерес представляют пептидные последовательности, 
которые могут быть олигомеризованы без генерации T-клеточных эпитопов или нечеловеческих после-
довательностей. Это достигается путем тестирования прямых повторений этих последовательностей на 
наличие T-клеточных эпитопов и для возникновения от 6- до 15-мерных и, в частности, 9-мерных после-
довательностей, которые не являются человеческими, а затем изменяют конструкцию последовательно-
сти XTEN для устранения или нарушения последовательности эпитопа. В отдельных вариантах осущест-
вления настоящего изобретения последовательности XTEN являются по существу неиммуногенными по 
рестрикциям количеств эпитопов XTEN, прогнозируемо связывающих рецепторы MHC. С уменьшением 
количества эпитопов, способных связываться с рецепторами MHC, существует сопутствующее умень-
шение потенциала активации T клетки, а также хелперной функции T клетки, сниженная активация В 
клетки или положительная регуляция и сниженное получение антитела. Низкая степень прогнозируемых 
эпитопов T-клеток может быть определена с помощью алгоритмов прогноза эпитопа, таких как, напри-
мер, TEPITOPE (Sturniolo, T., et al. (1999) Nat Biotechnol, 17: 555-61), как показано в примере 46. Резуль-
тат TEPITOPE в случае фрейма данного пептид в пределах протеина составляет log Kd (константа диссо-
циации, аффинность, скорость диссоциации) связывания фрейма этого пептида с несколькими из наибо-
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лее распространенных человеческих аллелей MHC, как раскрыто в Sturniolo, T. et al. (1999) Nature Bio-
technology 17:555). Результат изменяется в диапазоне по меньшей мере 20 единиц, от около 10 до около -
10 (что соответствует ограничениям связывания от 10е10 Kd до 10е-10 Kd), и может быть уменьшено, если 
избегать гидрофобных аминокислот, которые служат в качестве якорных остатков во время отображения 
пептида в MHC, таком как M, I, L, V, F. В отдельных вариантах осуществления настоящего изобретения 
компонент XTEN, встроенный в CFXTEN, не имеет прогнозируемого T-клеточного эпитопа при порого-
вой величины TEPITOPE, составляющей около -5, или -6, или -7, или -8, или -9, или при результате 
TEPITOPE -10. Как используется в данном документе, результат "-9" является более жестким результа-
том TEPITOPE, чем результат -5. 

В дополнительном варианте осуществления настоящего изобретения патентоспособные последова-
тельности XTEN, в том числе содержащие встроенные субъекту гибридные белки CFXTEN, оказываются 
существенно неиммуногенным ограничением известных протеолитических сайтов из последовательно-
сти XTEN, уменьшая обработку XTEN в малые пептиды, которые могут связываться с рецепторами 
MHC II. В дополнительном варианте осуществления настоящего изобретения последовательность XTEN 
оказывается по существу неиммуногенной при использовании последовательности, которая представляет 
собой по существу лишенную вторичной структуры, придающий устойчивость ко многим протеазам в 
соответствии с высокой энтропией структуры. Соответственно, сниженный результат TEPITOPE и уст-
ранение известных протеолитических сайтов из XTEN воспроизводят композиции XTEN, которые со-
держат XTEN композиций гибридного белка CFXTEN, по существу неспособные связываться рецепто-
рами млекопитающих, в том числе иммунной системы или рецептором активного выведения целевого 
FVIII. В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения XTEN гибридного белка CFXTEN 
может иметь >100 нмоль Kd связывания с рецепторами млекопитающих, или выше 500 нмоль кДа, или 
выше 1 мкмоль Kd к рецептору клеточной поверхности млекопитающего или рецептору циркулирующе-
го полипептида. 

Дополнительно, неповторяющаяся последовательность и соответствующее отсутствие эпитопов 
XTEN ограничивает способность В-клеток связываться с, или активироваться, XTEN. Повторяющаяся 
последовательность распознает и может образовывать мультивалентные контакты даже с некоторыми В-
клетками и, как следствие, сшивание нескольких независимых рецепторов T-клеток может стимулиро-
вать пролиферацию В-клеток и получение антител. В противоположность этому, в то время как XTEN 
может образовывать контакты с множеством различных В-клеток, по сравнению с его расширенной по-
следовательностью, каждая отдельная В-клетка может образовывать только один или небольшое число 
контактов с отдельным XTEN, из-за отсутствия повторяемости последовательности. Не будучи связан-
ными с какой-либо теорией, XTEN, как правило, имеет гораздо меньшую тенденцию стимулировать про-
лиферацию В-клеток и, таким образом, иммунный ответ. В отдельном варианте осуществления настоя-
щего изобретения CFXTEN снижает иммуногенность, по сравнению с соответствующим FVIII, который 
является не слитым с XTEN. В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения введение до 
трех парентеральных доз CFXTEN млекопитающему приводит к обнаруживаемому анти-CFXTEN IgG в 
титре сыворотки 1:100, но не при разбавлении 1:1000. В дополнительном варианте осуществления на-
стоящего изобретения введение до трех парентеральных доз CFXTEN млекопитающему приводит к об-
наруживаемому анти-FVIII IgG в титре сыворотки 1:100 но не при разбавлении 1:1000. В дополнитель-
ном варианте осуществления настоящего изобретения введение до трех парентеральных доз CFXTEN 
млекопитающему привести к обнаруживаемому анти-XTEN IgG в титре сыворотки 1:100 но не при раз-
бавлении 1:1000. В вышеприведенных вариантах осуществления млекопитающее может быть мышью, 
крысой, кроликом или собакоподобной обезьяной. 

Дополнительным признаком XTEN с неповторяющимися последовательностями, по отношению к 
последовательностям с высокой степенью повторяемости, является неповторяющейся формой XTEN с 
более слабыми контактами с антителом. Антитела представляют собой мультивалентные молекулы. На-
пример, IgG имеет два идентичных связывающих сайта и IgM содержит 10 идентичных связывающих 
сайтов. Таким образом, антитела против повторяющихся последовательностей могут образовывать муль-
тивалентные контакты с такими повторяющимися последовательностями с высокой авидностью, кото-
рые могут влиять на специфическую активность и/или ликвидацию таких повторяющихся последова-
тельностей. В противоположность этому, антитела против неповторяющегося XTEN могут дать монова-
лентные взаимодействия, что приводит к меньшей возможности иммунного ответа, так, что композиции 
CFXTEN композиции могут оставаться в обращении в течение увеличенного периода времени. Кроме 
того, как полагают, как схематически проиллюстрировано на фиг. 6, конформационно-лабильная не-
структурированная природа XTEN обеспечивает стерическое затруднение области FVIII, близкой к сайту 
вставки XTEN, и обеспечивает стерическое затруднение для связывания ингибиторами FVIII. 

В дополнительных аспектах субъект XTEN, используемый в качестве гибридного партнер, имеет 
большой гидродинамический радиус; это свойство в отдельных вариантах осуществления настоящего 
изобретения придает соответствующее увеличение кажущейся молекулярной массы гибридному белку 
CFXTEN, содержащему XTEN, в то время как в дополнительных вариантах осуществления настоящего 
изобретения увеличивает стерическое затруднение ингибиторам FVIII и анти-FVIII антителам, снижает 
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их способность связываться с CFXTEN. Как описано в примере 26, связывание XTEN с терапевтически-
ми белковыми последовательностями приводит к композиции CFXTEN, которая может иметь увеличен-
ные гидродинамические радиусы, увеличенную среднюю молекулярную массу и увеличенный коэффи-
циент средней молекулярной массы, по сравнению с терапевтическим протеином, не связанным с XTEN. 
Например, в терапевтических применениях, в которых желательно пролонгированное время полужизни, 
композиции, в которых XTEN с большим гидродинамическим радиусом содержится в виде гибридного 
белка, содержащего лечебный белок, помимо клубочкового размера пор, который составляет приблизи-
тельно 3-5 нмоль, могут эффективно увеличивать гидродинамический радиус композиции, (что соответ-
ствует кажущейся молекулярной массе около 70 кДа) (Caliceti. 2003. Pharmacokinetic and biodistribution 
properties of poly(ethylene glycol)-protein conjugates. Adv Drug Deliv Rev 55:1261-1277), что приводит к 
сниженному почечному клиренсу циркулирующих протеинов с соответствующим повышением конечно-
го времени полужизни и других улучшенных фармакокинетических свойств. Гидродинамический радиус 
протеина обеспечивают с помощью его молекулярной массы, а также с помощью его структуры, в том 
числе формы или компактности. Без привязки к какой-либо теории, XTEN может принимать открытые 
конформации, в соответствии с электростатическим отталкиванием между отдельными зарядами пептида 
или врожденной гибкости сообщаемой конкретных аминокислот в последовательностях, которые не 
имеют возможности принимать вторичную структуру. Открытая, расширенная и неструктурированная 
конформация полипептида XTEN может иметь больший пропорциональный гидродинамический радиус, 
по сравнению с полипептидами последовательности аналогичной длины и/или молекулярной массой, 
которые имеют вторичную и/или третичную структуру, например, обычные глобулярные белки. Спосо-
бы определения гидродинамического радиуса хорошо известны в данной области техники, например, с 
помощью использования гель-проникающей хроматографии (SEC), как описано в патентах США № 
6406632 и 7294513. Пример 26 показывает, что увеличение длины XTEN приводит к пропорциональному 
повышению гидродинамического радиуса, средней молекулярной массы и/или коэффициента средней 
молекулярной массы, и, таким образом, позволяет сшивать CFXTEN до нужных предельных значений 
средних молекулярных масс или гидродинамических радиусов. Соответственно, в отдельных вариантах 
осуществления настоящего изобретения гибридный белок CFXTEN может быть сконфигурирован с 
XTEN так, что гибридный белок может иметь гидродинамический радиус по меньшей мере около 5 нм, 
или по меньшей мере около 8 нм, или по меньшей мере около 10 нм, или около 12 нм, или около 15 нм, 
или около 20 нм, или около 30 нмоль или более. В предыдущих вариантах осуществления настоящего 
изобретения большой гидродинамический радиус, обеспеченный XTEN, в гибридном белке CFXTEN 
может привести к сниженному выведению получаемого гибридного белка, повышению конечного вре-
мени полужизни и повышению среднего времени удержания. 

Как правило, фактическая молекулярная масса зрелой формы компонента FVIII составляет около 
265 кДа, в то время как в случае FVIII BDD, она составляет около 165 кДа. Фактическая молекулярная 
масса гибридного белка CFXTEN, в случае содержания FVIII BDD, плюс одного или нескольких XTEN, 
изменяется в диапазоне от около 200 до около 270 кДа, в зависимости от длины компонентов XTEN. Как 
описано в примерах, если молекулярные массы гибридных белков CFXTEN получают из анализов с по-
мощью гель-проникающей хроматографии, открытая конформация XTEN, в связи с низкой степенью 
вторичной структуры, приводит к повышению кажущейся молекулярной массы гибридных белков, в ко-
торые они встроены. В отдельных вариантах осуществления настоящего изобретения CFXTEN, который 
содержит FVIII и по меньшей мере один или несколько XTEN, проявляет кажущуюся молекулярную 
массу по меньшей мере около 400 кДа, или по меньшей мере около 500 кДа, или по меньшей мере около 
700 кДа, или по меньшей мере около 1000 кДа, или по меньшей мере около 1400 кДа, или по меньшей 
мере около 1600 кДа, или по меньшей мере около 1800 кДа, или по меньшей мере около 2000 кДа. Соот-
ветственно, гибридные белки CFXTEN, которые содержат один или несколько XTEN, проявляют кажу-
щуюся молекулярную массу, которая составляет в около 1,3 раза больше, или в около 2 раза больше, или 
в около 3 раза выше или в около 4 раза больше, или в около 8 раз больше, или в около 10 раз больше, или 
в около 12 раз больше, или в около 15 раз выше фактической молекулярной массы гибридного белка. В 
отдельном варианте осуществления настоящего изобретения изолированный гибридный белок CFXTEN 
по любому из вариантов осуществления настоящего изобретения, раскрытый в данном документе, де-
монстрирует коэффициент средней молекулярной массы при физиологических условиях, который явля-
ется выше в около 1,3, или около 2, или около 3, или около 4, или около 5, или около 6, или около 7, или 
около 8, или около 10, или выше в около 15 раз. В дополнительном варианте осуществления настоящего 
изобретения гибридный белок CFXTEN имеет, при физиологических условиях, коэффициент средней 
молекулярной массы, который по отношению к фактической молекулярной массы гибридного белка 
больше в от около 3 до около 20, или от около 5 до около 15, или составляет от около 8 до около 12, или 
составляет от около 9 до около 10 раз. Считается, что увеличенная кажущаяся молекулярная масса заяв-
ленных композиций CFXTEN усиливает фармакокинетические свойства гибридных белков путем ком-
бинирования факторов, которые содержат сниженный активный клиренс, сниженное связывание ингиби-
торами FVIII и снижение потерь при прикапиллярном и венозном кровотечении. 
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Композиции CFXTEN 

Настоящее изобретение обеспечивает композиции, которые содержат гибридные белки, имеющие 
фактор VIII, связанный с одной или несколькими последовательностями XTEN, при том, что гибридный 
белок оказывает действие, чтобы при введении субъекту заменить или дополнить количество сущест-
вующих во внутреннем или контактном активированном пути свертывания FVIII. Настоящее изобрете-
ние удовлетворяет давно испытываемую потребность в возрастании конечного времени полужизни экзо-
генно вводимого субъекту, нуждающемуся в этом, фактора VIII. Одним из способов повышения времени 
полужизни терапевтического протеина в кровотоке является обеспечение того, что уменьшается почеч-
ный клиренс или метаболизм белка. Другим способом повысить конечное время полужизни является 
снижение активного выведения терапевтического протеина, при условии опосредования рецепторами 
активного метаболизма протеина или других эндогенных механизмов. Оба способа могут осуществлять с 
помощью конъюгирования протеина с полимером, который, с одной стороны, способен обеспечивать 
увеличенный молекулярный размер (или гидродинамический радиус) протеина и, следовательно, сни-
женный почечный клиренс, и, с другой стороны, препятствует связыванию протеина для очистки рецеп-
торов или других протеинов, которые вносят вклад в метаболизм или клиренс. Таким образом, опреде-
ленные цели настоящего изобретения содержат, но без ограничения ими, обеспечение улучшенных мо-
лекул FVIII с более продолжительным временем полужизни в кровотоке или конечным временем полу-
жизни, уменьшение количества или частоты необходимых введений композиции FVIII, сохраняя по 
меньшей мере часть активности, по сравнению с природным фактором свертывания VIII и/или увеличи-
вая способность лечить дефекты свертывания и неконтролируемые кровотечения более успешно, более 
эффективно, более экономично и/или с более высоким уровнем безопасности, по сравнению с имеющи-
мися доступными составами фактора VIII. 

Соответственно, настоящее изобретение обеспечивает композиции гибридного белка рекомбинант-
ного фактора VIII, которые содержат FVIII, ковалентно связанный с одним или несколькими расширен-
ными рекомбинантными полипептидами ("XTEN"), что приводит к композиции гибридного белка CFX-
TEN. Термин "CFXTEN", который используют в данном документе, подразумевает то, что охватывают 
гибридные полипептиды, которые составляют по меньшей мере одну область полезной нагрузки, которая 
содержит FVIII, или часть FVIII, способный с прокоагулянтной активностью связываться с фактором 
свертывания FVIII и по меньшей мере одной другой областью, которая содержит один или несколько 
полипептидов XTEN, которые могут быть рассеяны в пределах области полезной нагрузки и/или связаны 
с концом. В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения FVIII представляет собой при-
родный FVIII. В дополнительном варианте осуществления настоящего изобретения FVIII представляет 
собой вариант последовательности, фрагмент, гомолог или миметик природной последовательности, ко-
торый сохраняет по меньшей мере часть прокоагулянтной активности природного FVIII, как раскрыто в 
данном документе. Неограничивающие примеры FVIII, подходящего для включения в композиции, со-
держат последовательности из табл. 1 или последовательности, которые имеют по меньшей мере 80%, 
или по меньшей мере 90%, или по меньшей мере 91%, или по меньшей мере 92%, или по меньшей мере 
93%, или по меньшей мере 94%, или по меньшей мере 95%, или по меньшей мере 96%, или по меньшей 
мере 97%, или по меньшей мере 98%, или по меньшей мере 99% идентичности последовательности с 
последовательностью из табл. 1. В предпочтительном варианте осуществления настоящего изобретения 
FVIII представляет собой вариант последовательность FVIII без В-доменов (BDD), такую как последова-
тельности BDD из табл. 1, или другие подобные последовательности, известные в данной области техни-
ки. В дополнительном предпочтительный варианте осуществления настоящего изобретения CFXTEN 
содержит вариант последовательности FVIII без В-доменов (BDD), экспрессируемый с природной сиг-
нальной последовательностью из 19 аминокислот, которая расщепляется во время созревания протеина. 

Композиции по настоящему изобретению содержат гибридные белки, которые являются примени-
мыми при введении субъекту, нуждающемуся в этом, в случае содействия или профилактики или ней-
трализации заболевания, связанного с недостатками фактора VIII или дефектами в эндогенно получен-
ном FVIII, или нарушениями свертываемости, связанными с травмой, операцией, недостатками фактора 
VIII или дефектами. Особый интерес представляют композиции гибридного белка CFXTEN, в случае 
которых повышается фармакокинетический параметр, ищут увеличенную растворимость, увеличенную 
стабильность или некоторое другое улучшенное фармацевтическое свойство, по сравнению с природным 
FVIII, или в случае которого возрастание конечного времени полужизни улучшало бы эффективность, 
безопасность или приводило к сниженной частоте дозирования и/или улучшения обслуживания пациен-
тов. Гибридные белки CFXTEN вариантов осуществления настоящего изобретения, раскрытые в данном 
документе, проявляют одно или несколько, или любую комбинацию, улучшенное свойство и/или вари-
анты осуществления настоящего изобретения, как описано в данном документе. В отдельных вариантах 
осуществления настоящего изобретения композиция слияния CFXTEN остается на уровне выше порого-
вого значения на по меньшей мере 0,01-0,05, или от 0,05 до 0,1, или от 0,1 до 0,4 МЕ/мл при введении 
субъекту, в течение более продолжительного периода времени, по сравнению с FVIII, не связанным с 
XTEN, и вводят в аналогичной дозе субъекту, который нуждается в этом, (например, такой субъект, как 
человек, мышь или обезьяна с гемофилией A). 
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FVIII заявленных композиций, в частности раскрытых в табл. 1, вместе с их соответствующими 
нуклеотидными и аминокислотными последовательностями, доступны в общедоступных базах данных, 
таких как Chemical Abstracts Services Databases (например, CAS Registry), GenBank, The Universal Protein 
Resource (UniProt), в подписке, которая обеспечивает базы данных, такие как GenSeq (например, 
Derwent), а также в патентной и исходной литературе. Полинуклеотидные последовательности, приме-
нимые для экспрессирования последовательностей субъекта CFXTEN, могут быть полинуклеотидной 
последовательностью дикого типа, которая кодирует данный FVIII (например, либо полноразмерный, 
либо зрелый), или, в некоторых случаях, последовательность может быть вариантом полинуклеотидной 
последовательности дикого типа (например, полинуклеотидом, который кодирует биологически актив-
ный протеин дикого типа, при том, что последовательность DNA полинуклеотида оптимизирована, на-
пример, для экспрессии в конкретных видах, или полинуклеотид кодирует вариант протеина дикого ти-
па, такой как сайт-специфический мутант или аллельный вариант. Это также в пределах компетенции 
специалиста в данной области, чтобы использовать последовательность cDNA консенсусного или дикого 
типа, или кодон-оптимизирующий вариант FVIII для создания конструкции CFXTEN, предусмотренные 
настоящим изобретением, используя способы, известные в данной области техники и/или в сочетании с 
руководством и способами, представленными в данном документе и описанными более подробно в при-
мерах. 

В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения гибридный белок CFXTEN содер-
жит уникальную молекулу FVIII, которая демонстрирует по меньшей мере около 80% идентичности по-
следовательности, или, альтернативно, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98% 
или по меньшей мере около 99% или 100% идентичности последовательности с последовательностью из 
табл. 1, связанной с уникальным XTEN (например, XTEN, как описано выше), который содержит, но без 
ограничения ими, последовательности семейства AE или AG с 42, 144, 288, 576 или 864 аминокислотами, 
как проиллюстрировано в табл. 4. В дополнительном варианте осуществления настоящего изобретения 
CFXTEN содержит уникальный FVIII, связанный с двумя XTEN, при том, что XTEN может быть одина-
ковым или они могут быть различными. В дополнительном варианте осуществления настоящего изобре-
тения гибридный белок CFXTEN содержит уникальную молекулу FVIII, связанную с одной, двумя, тре-
мя, четырьмя, пятью, шестью или более последовательностями XTEN, в которых FVIII представляет со-
бой последовательность, которая имеет по меньшей мере около 80% идентичности последовательности, 
или, альтернативно, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98% или по меньшей ме-
ре около 99% или 100% идентичности последовательности, по сравнению с белковой последовательно-
стью, выбранной из табл. 1, при оптимальном выравнивании, и каждый один или несколько XTEN име-
ют по меньшей мере около 80% идентичности последовательности, или, альтернативно, 81, 82, 83, 84, 85, 
86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98% или по меньшей мере около 99% или 100% идентичности 
последовательности, по сравнению с одной или несколькими последовательностями, выбранными из 
любой из табл. 3, 4 и 13-17, при оптимальном выравнивании. В вышеприведенном варианте осуществле-
ния настоящего изобретения, где CFXTEN имеет два или более XTEN, XTEN может быть одинаковым 
или они могут быть различными последовательностями. В еще одном дополнительном варианте осуще-
ствления настоящего изобретения, гибридный белок CFXTEN содержит уникальный FVIII, который де-
монстрирует по меньшей мере около 80% идентичности последовательности, или, альтернативно, 81, 82, 
83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98% по меньшей мере около 99% или 100% иден-
тичности последовательности, по сравнению с последовательностями сопоставимой длины, выбранными 
из табл. 1, при оптимальном выравнивании, при условии, что рассеяны и связаны тремя, четырьмя, пя-
тью, шестью или более последовательностями XTEN, которые могут быть идентичными или могут быть 
различными и при том, что каждая имеет по меньшей мере около 80% идентичности последовательно-
сти, или, альтернативно, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98% или по меньшей 
мере около 99% или 100% идентичности последовательности, по сравнению с последовательностями, 
выбранными из любой из табл. 3, 4 и 13-17, или их фрагментами, при оптимальном выравнивании. В еще 
одном дополнительном варианте осуществления настоящего изобретения, настоящее изобретение обес-
печивает гибридный белок CFXTEN, который содержит последовательность с по меньшей мере около 
80% идентичности последовательности, или, альтернативно, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 
93, 94, 95, 96, 97, 98, или по меньшей мере около 99 или 100% идентичности последовательности с по-
следовательностью из табл. 21, при оптимальном выравнивании. 

1. Конформации гибридного белка CFXTEN. 
Настоящее изобретение обеспечивает композиции гибридного белка CFXTEN с компонентами CF и 

XTEN, связанными в специфических конформациях от N- до C-конца. 
В отдельном варианте осуществления композиции CFXTEN, настоящее изобретение обеспечивает 

гибридный белок формулы I: 

 
где CF представляет собой фактор VIII, как определено в данном документе, который содержит по-

следовательности, которые имеют по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере около 90%, или по 
меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по 



041874 

- 92 - 

меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 99% или 100% идентичности последовательности 
с последовательностями из табл. 1; x представляет собой либо 0, либо 1, а y представляет собой либо 0, 

либо 1, где x+y≥1; и XTEN представляет собой расширенный рекомбинантный полипептид, как описано 
в данном документе, который содержит, но без ограничения ими, последовательности, которые имеют по 
меньшей мере около 80%, или по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 95%, или по 
меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по 
меньшей мере около 99% или 100% идентичности последовательности с последовательностями, приве-
денными в табл. 4. Соответственно, композиция слияния CFXTEN может иметь конформации XTEN-CF, 
XTEN-CF-XTEN или CF-XTEN. 

В дополнительном варианте осуществления композиции CFXTEN, настоящее изобретение обеспе-
чивает гибридный белок формулы II: 

 
где CF представляет собой фактор VIII, как определено в данном документе, который содержит по-

следовательности, которые имеют по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере около 90%, или по 
меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по 
меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 99% или 100% идентичности последовательности 
с последовательностями, приведенными в табл. 1; S представляет собой спейсерную область, которая 
имеет от 1 до около 50 аминокислотных остатков, которые могут, необязательно, содержать последова-
тельность расщепления или аминокислоты, совместимые с сайтами рестрикции; x представляет собой 

либо 0, либо 1, а y представляет собой либо 0, либо 1, где x+y≥1; и XTEN представляет собой расширен-
ный рекомбинантный полипептид, как описано в данном документе, который содержит, но без ограни-
чения ими, последовательности, которые имеют по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере око-
ло 90%, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 
97%, или по меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 99% или 100% идентичности после-
довательности с последовательностями, приведенными в табл. 4. В дополнительном варианте осуществ-
ления композиции CFXTEN, настоящее изобретение обеспечивает гибридный белок рекомбинантного 
фактора VIII, при том, что гибридный белок имеет формулу III 

 
где CF представляет собой фактор VIII, как определено в данном документе, который содержит по-

следовательности, которые имеют по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере около 90%, или по 
меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по 
меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 99% или 100% идентичности последовательности 
с последовательностью представленной в табл. 1; S представляет собой спейсерную область, которая 
имеет от 1 до около 50 аминокислотных остатков, которые могут, необязательно, содержать последова-
тельность расщепления или аминокислоты, совместимые с сайтами рестрикции; x представляет собой 

либо 0, либо 1, а y представляет собой либо 0, либо 1, где x+y≥1; и XTEN представляет собой расширен-
ный рекомбинантный полипептид, как описано в данном документе, который содержит, но без ограни-
чения ими, последовательности, которые имеют по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере око-
ло 90%, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 
97%, или по меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 99% или 100% идентичности после-
довательности с последовательностями, приведенными в табл. 4. В дополнительном варианте осуществ-
ления композиции CFXTEN, настоящее изобретение обеспечивает гибридный белок рекомбинантного 
фактора VIII формулы IV 

 
где A1 представляет собой домен A1 FVIII; A2 представляет собой домен A2 FVIII; A3 представля-

ет собой домен A3 FVIII; В представляет собой домен B FVIII, который может быть фрагментом или 
сплайс-вариантом домена B; C1 представляет собой домен C1 FVIII; C2 представляет собой домен C2 
FVIII; v представляет собой либо 0, либо 1; w представляет собой либо 0, либо 1; x представляет собой 
либо 0, либо 1; y представляет собой либо 0, либо 1; y представляет собой либо 0, либо 1 при условии, 

что u + v + х + y + z ≥1; и XTEN представляет собой расширенный рекомбинантный полипептид, как 
описано в данном документе, который содержит, но без ограничения ими, последовательности, которые 
имеют по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 95%, 
или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 98%, или 
по меньшей мере около 99% или 100% идентичности последовательности с последовательностями, при-
веденными в табл. 4. В дополнительном варианте осуществления композиции CFXTEN, настоящее изо-
бретение обеспечивает гибридный белок рекомбинантного фактора VIII формулы V 

 
 

где A1 представляет собой домен A1 FVIII; A2 представляет собой домен A2 FVIII; A3 представля-
ет собой домен A3 FVIII; B представляет собой домен B FVIII, который может быть фрагментом или 
сплайс-вариантом домена B; C1 представляет собой домен C1 FVIII; C2 представляет собой домен C2 
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FVIII; S представляет собой спейсерную область, которая имеет от 1 до около 50 аминокислотных остат-
ков, которые могут, необязательно, содержать последовательность расщепления или аминокислоты, со-
вместимые с сайтами рестрикции; a представляет собой либо 0, либо 1; b представляет собой либо 0, ли-
бо 1; c представляет собой либо 0, либо 1; d представляет собой либо 0, либо 1; e представляет собой ли-
бо 0, либо 1; f представляет собой либо 0, либо 1; g представляет собой либо 0, либо 1; t представляет 
собой либо 0, либо 1; u представляет собой либо 0, либо 1; v представляет собой либо 0, либо 1; w пред-
ставляет собой 0 или 1, x представляет собой либо 0, либо 1; y представляет собой либо 0, либо 1; z пред-

ставляет собой либо 0, либо 1 при условии, что t + u + v + w+ x + y + z≥1; и XTEN представляет собой 
расширенный рекомбинантный полипептид, как описано в данном документе, который содержит, но без 
ограничения ими, последовательности, которые имеют по меньшей мере около 80%, или по меньшей 
мере около 90%, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей ме-
ре около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 99% или 100% идентично-
сти последовательности с последовательностями, приведенными в табл. 4. В дополнительном варианте 
осуществления формулы V, спейсерная область представляет собой глицин или последовательность, вы-
бранную из табл. 11 и 12. 

В дополнительном варианте осуществления композиции CFXTEN, настоящее изобретение обеспе-
чивает гибридный белок рекомбинантного фактора VIII формулы VI 

 
 

где A1 представляет собой домен A1 FVIII; A2 представляет собой домен A2 FVIII; A3 представля-
ет собой домен A3 FVIII; C1 представляет собой домен C1 FVIII; C2 представляет собой домен C2 FVIII; 
S представляет собой спейсерную область, которая имеет от 1 до около 50 аминокислотных остатков, 
которые могут, необязательно, содержать последовательность(и) расщепления или аминокислоты, со-
вместимые с сайтами рестрикции; a представляет собой либо 0, либо 1; b представляет собой либо 0, ли-
бо 1; c представляет собой либо 0, либо 1; d представляет собой либо 0, либо 1; e представляет собой ли-
бо 0, либо 1; f представляет собой либо 0, либо 1; u представляет собой либо 0, либо 1; v представляет 
собой либо 0, либо 1; w представляет собой 0 или 1, x представляет собой либо 0, либо 1; y представляет 

собой либо 0, либо 1; z представляет собой либо 0, либо 1 при условии, что u + v + w + x + y + z≥1; и 
XTEN представляет собой расширенный рекомбинантный полипептид, как описано в данном документе, 
который содержит, но без ограничения ими, последовательности, которые имеют по меньшей мере около 
80%, или по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 
96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 
99% или 100% идентичности последовательности с последовательностями, приведенными в табл. 4. В 
дополнительном варианте осуществления формулы V, спейсерная область представляет собой глицин 
или последовательность, выбранную из табл. 11 и 12. 

В дополнительном варианте осуществления композиции CFXTEN, настоящее изобретение обеспе-
чивает гибридный белок рекомбинантного фактора VIII формулы VII 

 
где SP представляет собой сигнальную последовательность, предпочтительно, с последовательно-

стью MQIELSTCFFLCLLRFCFS (SEQ ID NO: 1611), CS представляет собой последовательность расщеп-
ления, приведенную в табл. 12, S представляет собой спейсерную область, которая имеет от 1 до около 
50 аминокислотных остатков, которые могут, необязательно, содержать аминокислоты, совместимые с 
сайтами рестрикции, "FVIII_1-745" представляет собой остатки 1-745 фактора FVIII и "FVIII_1635-2332" 
представляет собой остатки 1635-2332 FVIII, x представляет собой либо 0, либо 1, y представляет собой 
либо 0, либо 1, и z представляет собой либо 0, либо 1, где x+y+z>2; и XTEN представляет собой расши-
ренный рекомбинантный полипептид, как описано в данном документе, который содержит, но без огра-
ничения ими, последовательности, которые имеют по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере 
около 90%, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере 
около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 99% или 100% идентичности 
последовательности последовательности, приведенные в табл. 4. В отдельном варианте осуществления 
формулы VII спейсерная область представляет собой GPEGPS (SEQ ID NO: 1612). В дополнительном 
варианте осуществления формулы V спейсерная область представляет собой глицин или последователь-
ность, выбранную из табл. 11 и 12. 

В дополнительном варианте осуществления композиции CFXTEN настоящее изобретение обеспе-
чивает гибридный белок рекомбинантного фактора VIII формулы VIII 

 
 

где A1 представляет собой домен A1 FVIII; A2 представляет собой домен A2 FVIII; B1 представля-
ет собой фрагмент домена B, который может иметь от остатка 741 до 743-750 FVIII или, альтернативно, 
от около остатка 741 до около остатка 745 FVIII; B2 представляет собой фрагмент домена B, который 
может иметь от остатков 1635-1686 до 1689 FVIII или, альтернативно, от около остатка 1640 до около 
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остатка 1689 FVIII; A3 представляет собой домен A3 FVIII; C1 представляет собой домен C1 FVIII; C2 
представляет собой домен C2 FVIII; S представляет собой спейсерную область, которая имеет от 1 до 
около 50 аминокислотных остатков, которые могут, необязательно, содержать последовательность рас-
щепления или аминокислоты, совместимые с сайтами рестрикции; a представляет собой либо 0, либо 1; b 
представляет собой либо 0, либо 1; c представляет собой либо 0, либо 1; d представляет собой либо 0, 
либо 1; e представляет собой либо 0, либо 1; f представляет собой либо 0, либо 1; u представляет собой 
либо 0, либо 1; v представляет собой либо 0, либо 1; w представляет собой 0 или 1, x представляет собой 
либо 0, либо 1; y представляет собой либо 0, либо 1; z представляет собой либо 0, либо 1 при условии, 

что u + v + w + x + y + z≥1; и XTEN представляет собой расширенный рекомбинантный полипептид, как 
описано в данном документе, который содержит, но без ограничения ими, последовательности, которые 
имеют по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 95%, 
или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 98%, или 
по меньшей мере около 99% или 100% идентичности последовательности с последовательностями, при-
веденными в табл. 4. В отдельном варианте осуществления формулы VIII, спейсерная область представ-
ляет собой GPEGPS (SEQ ID NO: 1612). В дополнительном варианте осуществления формулы V, спей-
серная область представляет собой глицин или последовательность, выбранную из табл. 11 и 12. В до-
полнительном варианте осуществления композиции CFXTEN, настоящее изобретение обеспечивает гиб-
ридный белок рекомбинантного фактора VIII формулы IX 

 
 

 
где A1N представляет собой фрагмент домена A1 от остатка с номером по меньшей мере 1 (нумера-

ция относительно нативного, зрелого FVIII) до остатка с номером не более чем 371, A1c представляет 
собой фрагмент домена A1 от остатка с номером по меньшей мере 2 до остатка с номером не более чем 
372; A2N представляет собой фрагмент домена A2 от остатка с номером по меньшей мере 373 до остатка 
с номером не более чем 739, A2c представляет собой фрагмент домена A2 от остатка с номером по мень-
шей мере 374 до остатка с номером не более чем 740; BN представляет собой фрагмент домена B от ос-
татка с номером по меньшей мере 741 до остатка с номером не более чем 1647, Bc представляет собой 
фрагмент домена B от остатка с номером по меньшей мере 742 до остатка с номером не более чем 1648; 
A3N представляет собой фрагмент домена A3 от остатка с номером по меньшей мере 1649 до остатка с 
номером не более чем 2019, A3c представляет собой фрагмент домена A3 от остатка с номером по мень-
шей мере 1650 до остатка с номером не более чем 2019; C1N представляет собой фрагмент домена C1 от 
остатка с номером по меньшей мере 2020 до остатка с номером не более чем 2171, C1c представляет со-
бой фрагмент домена C1 от остатка с номером по меньшей мере 2021 до остатка с номером не более чем 
2172; C2N представляет собой фрагмент домена C2 от остатка с номером по меньшей мере 2173 до остат-
ка с номером не более чем 2331, C2c представляет собой фрагмент домена C2 от остатка с номером по 
меньшей мере 2174 до остатка с номером не более чем 2332; S представляет собой спейсерную область, 
которая имеет от 1 до около 50 аминокислотных остатков, которые могут, необязательно, содержать по-
следовательность расщепления или аминокислоты, совместимые с сайтами рестрикции; a представляет 
собой либо 0, либо 1; b представляет собой либо 0, либо 1; c представляет собой либо 0, либо 1; d пред-
ставляет собой либо 0, либо 1; e представляет собой либо 0, либо 1; f представляет собой либо 0, либо 1; 
g представляет собой либо 0, либо 1; h представляет собой либо 0, либо 1; i представляет собой либо 0, 
либо 1; j представляет собой либо 0, либо 1; k представляет собой либо 0, либо 1; l представляет собой 
либо 0, либо 1; m представляет собой либо 0, либо 1; t представляет собой либо 0, либо 1; u представляет 
собой либо 0, либо 1; v представляет собой либо 0, либо 1; w представляет собой 0 или 1, x представляет 
собой либо 0, либо 1; y представляет собой либо 0, либо 1; z представляет собой либо 0, либо 1 при усло-

вии, что t + u + v + w + x + у + z≥1; и XTEN представляет собой расширенный рекомбинантный полипеп-
тид, как описано в данном документе, который содержит, но без ограничения ими, последовательности, 
которые имеют по меньшей мере 90% идентичности с последовательностями, приведенными в табл. 4. В 
отдельном варианте осуществления формулы IX, спейсерная область представляет собой GPEGPS (SEQ 
ID NO: 1612). В дополнительном варианте осуществления формулы IX, спейсерная область представляет 
собой глицин или последовательность, выбранную из табл. 11 и 12. 

Варианты осуществления формул IV-VIII охватывают конформации CFXTEN, при том, что один 
или несколько XTEN с длинами, которые изменяются в диапазоне от около 6 аминокислоты до >1000 
аминокислот (например, последовательности, выбранные из любой из табл. 3, 4 и 13-17, или их фрагмен-
ты, или последовательности, которые к тому же демонстрируют по меньшей мере около 90-99%, или 
более, идентичности последовательности), вводят и связывают между смежными доменами фактора VIII 
или связывают с N- или C-концом FVIII. В дополнительных вариантах осуществления формул V-VIII 
настоящее изобретение дополнительно обеспечивает конформации, при том, что XTEN связывают с до-
менами FVIII посредством спейсерной последовательности, которая может, необязательно, составлять 
аминокислоты, совместимые с сайтами рестрикции или могут содержать расщепленные последователь-
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ности (например, последовательности из табл. 11 и 12, описанные ниже более полно), так, что последо-
вательность, кодирующая XTEN, может быть, в случае сайта рестрикции, интегрированной в конструк-
цию CFXTEN и, в случае последовательности расщепления, XTEN может быть освобожден от слитого 
белка под действием протеазы, в случае расщепления последовательности. Варианты осуществления 
формул VI -VIII отличаются от формулы V, в которой компонент FVIII формул VI-VIII представляют 
собой только формы фактора VIII без В-доменов ("FVIII BDD"), которые сохраняют короткие остаточ-
ные последовательности В-домена, неограничивающие примеры последовательностей которого обеспе-
чивают в табл. 1, при том, что один или несколько XTEN, или фрагменты XTEN с длинами, которые из-
меняются в диапазоне от около 6 аминокислот до >1000 аминокислот (например, последовательности, 
выбранные из любой из табл. 3, 4 и 13-17), вводят и связывают между смежными доменами фактора VIII 
и/или между оставшимися остатками домена B, такими как из табл. 8. Вариант осуществления формулы 
IX как правило отличается от тех, из других формул, в том, что один или несколько XTEN являются вво-
димыми в пределы домены FVIII, а не между доменами, и/или имеет XTEN, связанный с C-концом FVIII 
(или связанный посредством спейсерной области с C-концом FVIII). 

В отдельных вариантах осуществления CFXTEN, гибридный белок содержит форму FVIII без В-
доменов, при том, что делеция В-домена начинается с первого положения около аминокислотного остат-
ка с номером 745 и заканчивается на втором положении, на аминокислотном остатке с номером от 1635 
до около 1690 по отношению к непроцессированной последовательности фактора VIII человека и XTEN 
связывает первое положение и второе положение делеции В-домена. В отдельном варианте осуществле-
ния вышеизложенного, первое положение и второе положение делеции В-домена выбирают из положе-
ний из табл. 8. В дополнительном варианте осуществления вышеизложенного по меньшей мере один 
XTEN связывает первое и второе положение, при том, что по меньшей мере один XTEN связывает в фак-
торе VIII аминокислотный остаток 745 и аминокислотный остаток 1640, или аминокислотный остаток 
741 и аминокислотный остаток 1640, или аминокислотный остаток 741 и аминокислотный остаток 1690, 
или аминокислотный остаток 745 и аминокислотный остаток 1667, или аминокислотный остаток 745 и 
аминокислотный остаток 1657, или аминокислотный остаток 745 и аминокислотный остаток 1657, или 
аминокислотный остаток 747 и аминокислотный остаток 1642, или аминокислотный остаток 751 и ами-
нокислотный остаток 1667. В отдельном варианте осуществления CFXTEN, в котором фактор VIII со-
держит XTEN, связывая первое положение и второе положение делеции В-домена, описанные в вариан-
тах осуществления настоящего изобретения по данному пункту, XTEN представляет собой последова-
тельность, которая имеет по меньшей мере 80%, или по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере 
около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере 
около 98%, или по меньшей мере около 99% или 100% идентичности последовательности, по сравнению 
с последовательностью сопоставимой длины, выбранной из любой из табл. 4, табл. 13, табл. 14, табл. 15, 
табл. 16 и табл. 17, при оптимальном выравнивании, при том, что CFXTEN сохраняет по меньшей мере 
около 30%, или по меньшей мере около 40%, или по меньшей мере около 50%, или по меньшей мере 
около 60%, или по меньшей мере около 70%, или по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере 
около 90% прокоагулянтной активности природного FVIII. 

Настоящее изобретение предусматривает все возможные пермутации вставок XTEN между, или в 
пределах, доменами FVIII или в, или близкий к, точках вставки из табл. 5, табл. 6, табл. 7, табл. 8 и табл. 
9 или тех, которые проиллюстрированы на фиг. 8-9, с необязательным связыванием дополнительного 
XTEN с N- или C-концом FVIII, необязательно, связанным посредством дополнительной последователь-
ности расщепления, выбранной из табл. 12, что приводит к композиции CFXTEN; неограничивающие 
примеры которой проиллюстрированы на фиг. 5 и 12. В отдельном варианте осуществления настоящего 
изобретения CFXTEN содержит последовательность FVIII BDD из табл. 1, в которой один или несколько 
XTEN, при том, что каждый имеет по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере около 90%, или по 
меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по 
меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 99% или более идентичность последовательности, 
по сравнению с последовательностью из любой из табл. 3, 4 и 13-17, или их фрагменты, вводят между 
любыми двумя остаточными аминокислотами домена B последовательности BDD FVIII, что приводит к 
одноцепочечному гибридному белку FVIII, при том, что CFXTEN сохраняет по меньшей мере около 
30%, или по меньшей мере около 40%, или по меньшей мере около 50%, или по меньшей мере около 
60%, или по меньшей мере около 70%, или по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере около 
90% прокоагулянтной активности природного FVIII. В вышеприведенном варианте осуществления на-
стоящего изобретения CFXTEN может иметь дополнительную последовательность XTEN из любой из 
табл. 4 и 13-17, связанную с N- или C-концом гибридного белка. В дополнительном варианте осуществ-
ления настоящего изобретения CFXTEN содержит по меньшей мере первый XTEN, вводимый в пределах 
сайта, приведенного в табл. 8, при том, что CFXTEN сохраняет по меньшей мере около 30%, или по 
меньшей мере около 40%, или по меньшей мере около 50%, или по меньшей мере около 60%, или по 
меньшей мере около 70%, или по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере около 90% прокоагу-
лянтной активности природного FVIII. В отдельном варианте осуществления гибридного белка формулы 
VII, CFXTEN содержит последовательность FVIII BDD из табл. 1, в которой два или более XTEN, каж-
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дый из которых имеет по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере около 90%, или по меньшей 
мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей ме-
ре около 98%, или по меньшей мере около 99% или 100% идентичности последовательности, по сравне-
нию с последовательностью из любой из табл. 3, 4 и 13-17, или их фрагменты, связывают с последова-
тельностью FVIII-BDD, в которую вводят по меньшей мере один XTEN из от около 3 до около 20 амино-
кислотных остатков к C-концевой стороне аминокислоты R740 расщепленного сайта FVIII, и из от около 
3 до около 20 аминокислотных остатков к N-концевой стороне аминокислоты R1689 расщепленного сай-
та остаточной аминокислоты домена B FVIII последовательности BDD FVIII, что приводит к одноцепо-
чечному гибридному белку FVIII, и один или два XTEN связывают с помощью последовательности рас-
щепления к N- и/или C-концу последовательности FVIII-BDD, при том, что CFXTEN проявляет по 
меньшей мере около 40%, или по меньшей мере около 50%, или по меньшей мере около 60%, или по 
меньшей мере около 70%, или по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере около 90% прокоагу-
лянтной активности природного FVIII после секретирования XTEN с помощью расщепления расщеплен-
ных последовательностей. 

В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения домен A3 содержит кислую область 
a3 или ее часть. В дополнительном варианте осуществления настоящего изобретения по меньшей мере 
один XTEN вводят в пределах кислой области a3 или ее части, N-конца кислой области a3 или ее части, 
C-конца кислой области a3 или ее части, или их комбинации. В отдельных вариантах осуществления на-
стоящего изобретения по меньшей мере один XTEN вводят в домен C2, N-конец домена C2, C-конец до-
мена C2, или их комбинацию. В дополнительных вариантах осуществления настоящего изобретения 
фактор VIII содержит весь, или его часть, домен B. В других вариантах осуществления настоящего изо-
бретения по меньшей мере один XTEN вводят в пределах всего, или его части, домена B, N-конца домена 
B, C-конца домена B, или их комбинации. 

2. Конформации гибридного белка CFXTEN с внутренним XTEN. 
В дополнительных аспектах настоящее изобретение обеспечивает CFXTEN, сконфигурированный с 

одной или несколькими последовательностями XTEN, которые имеют внутреннее расположение относи-
тельно последовательности FVIII. В отдельном варианте осуществления настоящее изобретение обеспе-
чивает CFXTEN, сконфигурированный с одной или несколькими последовательностями XTEN, которые 
имеют внутреннее расположение относительно последовательности FVIII, чтобы придать такие свойства 
как, но без ограничения ими, увеличенная стабильность, увеличенная устойчивость к протеазам, увели-
ченная устойчивость к механизмам выведения, которые содержат, но без ограничения ими, взаимодейст-
вие с выведением рецепторов или ингибиторов FVIII, и увеличенную гидрофильность, по сравнению с 
FVIII без встроенных XTEN. 

Настоящее изобретение предполагает, что различные конформации или варианты последовательно-
сти FVIII могут использовать в качестве платформы, в которую вставляют один или несколько XTEN. 
Эти конформации содержат, но без ограничения ими, природный FVIII, FVIII BDD, одноцепочечный 
FVIII (scFVIII) и варианты их конформаций. В случае scFVIII, настоящее изобретение обеспечивает 
CFXTEN, который может быть построен с помощью замены одной или нескольких аминокислот сайта 
процессинга FVIII. В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения scFVIII, используемый 
в CFXTEN, создают с помощью замены R1648 в последовательностях FVIII RHQREITR (SEQ ID NO: 
1698) глицином или аланином, для предотвращения протеолитической переработки в гетеродимерную 
форму. Отдельно предусмотрено, что любые варианты осуществления CFXTEN, раскрытые в данном 
документе с остатком 1648 FVIII, могут иметь замену глицина или аланина на аргинин в положении 
1648. В отдельных вариантах осуществления настоящее изобретение обеспечивает CFXTEN, который 
содержит scFVIII, при том, что части последовательности, которые окружают сайт процессинга R1648, 
замещают на XTEN, как проиллюстрировано на фиг. 10A и 10B. В отдельном варианте осуществления 
настоящего изобретения по меньшей мере около 60%, или около 70%, или около 80%, или около 90%, 
или около 95%, или около 97% или более В-домена замещают на последовательность XTEN, раскрытую 
в данном документе, которая содержит один или несколько из сайтов расщепления R740, R1648 или 
R1689. В дополнительном варианте осуществления настоящего изобретения CFXTEN имеет последова-
тельность FVIII В-домена между сайтами расщепления FXIa R740 и R1689 (также сохраняют по меньшей 
мере 1-5 соседних аминокислот В-домена, между местом разреза и началом XTEN, чтобы позволить про-
теазе получить доступ к месту разреза) замещают на XTEN. В дополнительном варианте осуществления 
настоящего изобретения CFXTEN имеет последовательность FVIII В-домена между расщепленным сай-
том FXIa N745 и P1640, которую замещают на XTEN. В дополнительных вариантах осуществления на-
стоящее изобретение обеспечивает варианты последовательностей FVIII BDD CFXTEN, в которых уча-
стки В-домена удаляют, но в пределах конструкции оставляют только один из сайтов активации FXI, 
R740 или R1689 (и 1-5 смежных аминокислот В-домена), при том, что XTEN после расщепления FXIa 
остается связанным одним концом с либо легкой, либо тяжелой цепи, как проиллюстрировано на фиг. 5B 
и 5D. В отдельном варианте осуществления вышеизложенного, CFXTEN содержит последовательность 
BDD FVIII, в которой аминокислоты от N745 до P1640, или от S743 до Q1638, или от P747 до V1642, или 
между N745 и Q1656, или между N745 и S1657, или между N745 и T1667, или между N745 и Q1686, или 
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между R747 и V1642, или между T751 и T1667 удаляют, а последовательность XTEN связывают между 
этими аминокислотами, соединяющими тяжелую и легкую цепи, и могут дополнительно содержать до-
полнительный XTEN, вводимый либо в пределах наружных петель, между доменами FVIII, либо на N- 
или C-концах последовательности BDD FVIII, таких как один или несколько инсерционных сайтов из 
табл. 5, табл. 6, табл. 7, табл. 8 и табл. 9, либо тех, что проиллюстрированы на фиг. 8-9. В дополнитель-
ном варианте осуществления вышеизложенного, CFXTEN содержит последовательность BDD FVIII, в 
которой аминокислоты между K713 и Q1686, или между остатками 741 и 1648, удаляют, a XTEN связы-
вают между двумя аминокислотами, и дополнительный XTEN вводят либо в наружные петли, между 
доменами FVIII, либо на N- или C-концах последовательности BDD FVIII, которая содержит, но без ог-
раничения ими, один или несколько инсерционных сайтов из табл. 5, табл. 6, табл. 7, табл. 8 и табл. 9, 
или тех, которые проиллюстрированы на фиг. 8-9. В отдельных вариантах осуществления настоящего 
изобретения такие последовательности CFXTEN могут иметь один или несколько XTEN, которые де-
монстрируют по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 
95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 
98%, или по меньшей мере около 99% или 100% идентичности последовательности с последовательно-
стью XTEN из любой из табл. 4 и 13-17. 

Настоящее изобретение предусматривает другие CFXTEN с внутренним XTEN в различных кон-
формациях; схемы иллюстративных конформаций проиллюстрированы на фиг. 5 и 10. Области, подхо-
дящие для инсерционных сайтов XTEN, содержат известные границы домена FVIII, границы экзона, из-
вестные наружные (внешние) петли и доступные для растворителя сайты области поверхности, которые 
определяют с помощью рентгено-структурного анализа, и модели структуры, полученные из симуляций 
молекулярной динамики FVIII, области с низкой степенью порядка (оценивают с помощью программ, 
описанных на подписе к фиг. 7), области с низкой гомологией/отсутствием консервативности среди раз-
личных видов и гидрофильные области. В дополнительном варианте осуществления настоящего изобре-
тения инсерционные сайты XTEN выбирают, основываясь на связывающих сайтах предполагаемого ре-
цептора выведения FVIII. В дополнительном варианте осуществления настоящего изобретения CFXTEN 
содержит XTEN, вводимый в местах не в непосредственной близости к мутациям, вовлеченным в гемо-
филию A, приведенным в базе данных Haemophilia A Mutation, Search, Test and Resource Site (HAM-
STeRS) устраняют (Kemball-Cook G, et al. The factor VIII Structure and Mutation Resource Site: HAMSTeRS 
version 4. Nucleic Acids Res. (1998) 26(1):216-219). В дополнительном варианте осуществления настояще-
го изобретения потенциальные сайты вставки XTEN содержат остатки в пределах эпитопов FVIII, кото-
рые являются способными связываться анти-FVIII антителами, наблюдаемыми у сенсибилизированных 
больных гемофилией, и что в противном случае не служат в качестве интерактивных сайтов протеина. 
Области и/или сайты, которые считаются, в качестве исключения, инсерционными сайтами XTEN, со-
держат остатки/области фактора VIII, которые являются важными при различных взаимодействиях, со-
держат другие протеины свертывания, остатки, которые окружают каждый сайт активизации аргини-
на/инактивации расщепления, действующий в соответствии с тромбином протеазы, фактором Xa, акти-
вированным протеином C, остатками, которые окружают сайт процессинга сигнальной последовательно-
сти (остаток 1), если конструкция содержит сигнальную последовательность, области известные взаимо-
действием с другими протеинами, такими как FIXa, FX/FXa, тромбин, активированный протеин C, ко-
фактор протеина S к протеину C, фактор фон Виллебранда, сайты, известные взаимодействием с фосфо-
липидными кофакторами при свертывании, остатки, которые участвуют во взаимодействиях в домене, 
остатки, координирующие ионы Ca++ или Cu++, остатки цистеина, которые участвуют в S-S внутримоле-
кулярных связяз, зафиксированная аминокислотная вставка и сайты точки мутации в FVIII, полученной у 
субъектов с гемофилией A, влияющие на прокоагулянтную активность, и сайты мутации в FVIII, сделан-
ные в исследовательской лаборатории, которые влияют на прокоагулянтную активность. Сайты, рас-
сматриваемые в случае либо вставки (для продления время полужизни), либо исключения (необходимого 
для удаления использованного FVIIIa или FXa) содержат области, известные для взаимодействия с гепа-
ринсульфатпротеогликаном (HSPG) или протеином, связанным с рецептором липопротеинов низкой 
плотности (LPR). 

В результате анализа приведенных выше критериев, как описано в примере 34, по всей последова-
тельности FVIII BDD определяют и/или подтверждают в качестве кандидатов на вставку XTEN различ-
ные инсерционные сайты или области сайтов вставки, неограничивающие примеры которых приведены в 
табл. 5, табл. 6, табл. 7, табл. 8 и табл. 9 и показаны схематически на фиг. 8 и 9. В отдельном варианте 
осуществления настоящего изобретения CFXTEN содержит вставки XTEN между отдельными доменами 
FVIII, т.е. между A1 и A2, или между A2 и B, или между B и A3, или между A3 и C1, или между домена-
ми C1 и C2. В дополнительном варианте осуществления настоящего изобретения CFXTEN содержит 
XTEN, вводимый в домен B или между оставшимися остатками последовательности BDD. В дополни-
тельном варианте осуществления настоящего изобретения CFXTEN содержит XTEN, вводимый в из-
вестных границах экзона гена, кодирующего FVIII, в качестве экзонов представляет элементы эволюци-
онно консервативной последовательности, которая имеет высокую вероятность функционирования в 
контексте других последовательностей протеина. В дополнительном варианте осуществления настояще-
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го изобретения CFXTEN содержит XTEN, вводимый в пределах наружных петель, определенных рент-
геновской структурой FVIII. В дополнительном варианте осуществления настоящего изобретения CFX-
TEN содержит XTEN, вводимый в пределах области низкого порядка, определенной как та, которая име-
ет низкую электронную плотность или с помощью рентгеноструктурного анализа электронная плотность 
вообще не обнаружена. В дополнительном варианте осуществления настоящего изобретения CFXTEN 
содержит XTEN, вводимый в пределах области низкого порядка, прогнозируют с помощью алгоритмов 
прогноза структуры, таких как, но без ограничения ими, алгоритмы FoldIndex, RONN, и Kyte & Doolitlle. 
В дополнительном варианте осуществления настоящего изобретения CFXTEN содержит XTEN, вводи-
мые в пределах областей последовательности с высокой частотой гидрофильных аминокислот. В допол-
нительном варианте осуществления настоящего изобретения CFXTEN содержит XTEN, вводимый в пре-
делах эпитопов, способных связываться встречающимися в природе анти-FVIII антителами у сенсибили-
зированных больных гемофилией. В дополнительном варианте осуществления настоящего изобретения 
CFXTEN содержит XTEN, вводимый в пределах областей последовательности с низкой консервативно-
стью последовательности и/или различиями в длине сегмента последовательности по всей последова-
тельности FVIII различных видов. В дополнительном варианте осуществления настоящего изобретения 
CFXTEN содержит XTEN, связанный с N-концом и/или C-концом. В дополнительном варианте осущест-
вления настоящее изобретение обеспечивает конформации CFXTEN с вводимым XTEN, выбранным по 
двум или более критериям из перечисленных выше вариантов осуществления. В дополнительном вари-
анте осуществления настоящее изобретение обеспечивает конформации CFXTEN с по меньшей мере 
одним, альтернативно, по меньшей мере двумя, альтернативно, по меньшей мере тремя, альтернативно, 
по меньшей мере четырьмя, альтернативно, по меньшей мере пятью, или более XTEN, вводимыми в по-
следовательность фактора VIII, при том, что точки вставки находятся на, или близко к, N- или C-
концевой стороне на по меньшей мере одну, два, три, четыре или пять, или шесть или более аминокис-
лот, выбранных из аминокислот остатка вставки из табл. 5, табл. 6, табл. 7, табл. 8 и табл. 9 или тех, ко-
торые проиллюстрированы на фиг. 8-9, или, альтернативно, в пределах одной, или в пределах двух, или в 
пределах трех, или в пределах четырех, или в пределах пяти, или в пределах шести аминокислот из ами-
нокислот остатка вставки из табл. 5, табл. 6, табл. 7, табл. 8 и табл. 9, или в пределах различных проме-
жутков аминокислот остатка вставки, схематично изображенной в случае примерной последовательно-
сти FVIII BDD на фиг. 9. 

Как описано выше, один или несколько расположенных внутри XTEN, или фрагмент XTEN, могут 
иметь длину последовательности от 6 до 1000 или более аминокислотных остатков. В отдельных вариан-
тах осуществления настоящего изобретения, при том, что CFXTEN имеет одну или две или три или че-
тыре или пять или более последовательностей XTEN, внутренних по отношению к FVIII, последователь-
ности XTEN могут быть идентичными или могут быть различными. В отдельном варианте осуществле-
ния настоящего изобретения каждый XTEN, расположенный внутри, имеет по меньшей мере около 80% 
идентичности последовательности, или, альтернативно, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 
95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичности последовательности, по сравнению с аналогичной длиной или 
фрагментами XTEN или мотивами, выбранными из любой из табл. 3, 4 и 13-17, при оптимальном вырав-
нивании. В дополнительном варианте осуществления настоящее изобретение обеспечивает CFXTEN, 
сконфигурированный с одним или несколькими XTEN, вводимыми внутрь по отношению к последова-
тельности BDD FVIII, с по меньшей мере около 80% идентичности последовательности, или, альтерна-
тивно, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичности после-
довательности, по сравнению с последовательностью из табл. 1, при том, что вставки располагают на 
точках вставки или диапазоне точек вставки, указанном в табл. 5, табл. 6, табл. 7, табл. 8 и табл. 9, фиг. 8 
или в пределах диапазона вставок, как проиллюстрировано на фиг. 9. Это должно быть понятно специа-
листам в данной области техники, что XTEN, вводимые в пределах последовательности FVIII в точке 
вставки из табл. 5, табл. 6, табл. 7, табл. 8 и табл. 9, связан с помощью его N- и C-концов с фланкирую-
щими аминокислотами FVIII (или посредством связывания спейсера или расщепленных последователь-
ностей, как описано выше), если XTEN, связанный с N- или C-концом FVIII, может быть связан только с 
уникальной аминокислотой FVIII (или со связывающим спейсером или аминокислотой расщепленной 
последовательностью, как описано выше). Только в качестве примера, варианты CFXTEN с тремя внут-
ренними XTEN могут иметь: XTEN (как описано в данном документе), встроенный между остатками 741 
и 1640 BDD FVIII, остатками 18 и 19, и остатками 1656 и 1657; или XTEN, встроенный между остатками 
741 и 1640 BDD FVIII, остатками 1900 и 1901, и на C-конце на остатке 2332; или XTEN, встроенный ме-
жду остатками 26 и 27 BDD FVIII, остатками 1656 и 1657, и остатками 1900 и 1901; или XTEN, встроен-
ный между остатками 741 и 1640 BDD FVIII, остатками 1900 и 1901, и на C-конце на остатке 2332. 

При оценке гибридных белков CFXTEN с XTEN из табл. 5, вводимым в локализации, было обнару-
жено, что вставки в определенных областях последовательности FVIII приводят к CFXTEN с хорошей 
экспрессией и сохранением прокоагулянтной активности. Соответственно, в предпочтительных вариан-
тах осуществления настоящее изобретение обеспечивает гибридные белки CFXTEN, сконфигурирован-
ные с одним, или двумя, или тремя, или четырьмя, или пятью, или шестью или более XTEN, каждый из 
которых имеет по меньшей мере около 80% идентичности последовательности, или, альтернативно, 81, 
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82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичности последовательно-
сти, по сравнению с XTEN, выбранным из любой из табл. 4 и 13-17, вводимым вовнутрь, или связанным 
с, последовательности FVIII BDD с по меньшей мере около 80% идентичности последовательности, или, 
альтернативно, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичности 
последовательности, по сравнению с последовательностью из табл. 1, при том, что вставки располагают 
на точке вставки в пределах одного, или двух, или трех, или четырех, или пяти, или шести или более 
диапазонов, приведенных в табл. 7. В предыдущих вариантах осуществления настоящего изобретения 
гибридные белки CFXTEN со вставками XTEN сохраняют по меньшей мере около 10, 20, 30, 40, 50, 60, 
70, 80 или 90% или более прокоагулянтной активности, по сравнению с соответствующим FVIII, не свя-
занным с XTEN. 

При оценке гибридных белков CFXTEN с XTEN, вводимым в одну или несколько локализаций из 
табл. 5, было неожиданно обнаружено, что высокий процент гибридных белков со вставками XTEN со-
храняет прокоагулянтную активность, как описано в примере 25. Соответственно, настоящее изобрете-
ние обеспечивает гибридные белки CFXTEN, сконфигурированные с одним, двумя, тремя, четырьмя, 
пятью, шестью или более XTEN, при том, что получаемый гибридный белок проявляет по меньшей мере 
около 10%, или 20%, или 30%, или 40%, или 50%, или 60%, или 70%, или 80%, или 90% или более про-
коагулянтной активности, по сравнению с соответствующим FVIII, не связанным с XTEN, при условии, 
что анализируют с помощью анализа коагулирующей активности, описанного в данном документе. В 
предпочтительном варианте осуществления настоящее изобретение обеспечивает гибридные белки 
CFXTEN, которые содержат один, или два, или три, или четыре, или пять, или шесть или более XTEN, 
каждый из которых имеет по меньшей мере около 80% идентичности последовательности, или, альтер-
нативно, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичности по-
следовательности, по сравнению с XTEN, выбранным из любой из табл. 4 и 13-17, связанным с последо-
вательностью FVIII BDD с по меньшей мере около 80% идентичности последовательности, или, альтер-
нативно, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичности по-
следовательности, по сравнению с последовательностью из табл. 1, при том, что вставки располагают на 
одной или нескольких точках вставки, выбранных из табл. 5, табл. 6, табл. 7, табл. 8 и табл. 9, и при том, 
что получаемый гибридный белок проявляет по меньшей мере около 30%, или по меньшей мере около 
40%, или по меньшей мере около 50%, или по меньшей мере около 60%, или по меньшей мере около 
70% или более прокоагулянтной активности, по сравнению с соответствующим FVIII, не связанным с 
XTEN, если анализируют in vitro с помощью анализа, описанного в данном документе (например, хромо-
генного анализа). В качестве субъекта CFXTEN гибридные белки, как правило, проявляют увеличенное 
конечное время полужизни, по сравнению с природным FVIII, специалисту в данной области техники 
будет понятно, что CFXTEN с более низкой прокоагулянтной активностью по отношению к эквимоляр-
ному количеству природного FVIII тем не менее является приемлемым при введении в качестве терапев-
тической композиции субъекту, нуждающемуся в этом. В дополнительном варианте осуществления на-
стоящего изобретения гибридные белки CFXTEN, которые содержат один, или два, или три, или четыре, 
или пять или более XTEN, каждый из которых имеет по меньшей мере около 80% идентичности после-
довательности, или, альтернативно, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 или 
100% идентичности последовательности, по сравнению с XTEN, выбранным из любой из табл. 4 и 13-17, 
связанным с последовательностью FVIII BDD с по меньшей мере около 80% идентичности последова-
тельности, или, альтернативно, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 или 
100% идентичности последовательности, по сравнению с последовательностью из табл. 1, при том, что 
вставки располагают на одной или нескольких точках вставки или диапазоне точек вставок, выбранном 
из табл. 5, табл. 6, табл. 7, табл. 8 и табл. 9, при том, что получаемый гибридный белок проявляет актив-
ность FVIII по меньшей мере около 0,5 МЕ/мл, или по меньшей мере около 0,75 МЕ/мл, или по меньшей 
мере около 1,0 МЕ/мл, или по меньшей мере около 1,5 МЕ/мл, или по меньшей мере около 2,0 МЕ/мл, 
или по меньшей мере около 2,5 МЕ/мл, или по меньшей мере около 3 МЕ/мл, или по меньшей мере около 
4 МЕ/мл, или по меньшей мере около 5 МЕ/мл, или по меньшей мере около 7 МЕ/мл, или по меньшей 
мере около 10 МЕ/мл, или по меньшей мере около 20 МЕ/мл, или по меньшей мере около 30 МЕ/мл при 
экспрессии в клеточной культуральной среде и анализируют с помощью хромогенного анализа, в кото-
ром культура и экспрессия являются соответствующими способам, описанными в данном документе; 
например, способами из примера 25. 

Считается, что открытие сайтов вставок, при том, что FVIII сохраняет по меньшей мере часть его 
прокоагулянтной активности, также может позволить вставку других пептидов и полипептидов с либо 
неструктурированными или структурированными характеристиками, которые являются связанными с 
продлением времени полужизни, если слит с протеином FVIII в одном или нескольких тех же сайтах. 
Неограничивающие примеры, которые содержат альбумин, фрагменты альбумина, фрагменты Fc имму-

ноглобулинов, β субъединицу C-концевого пептида (CTP) гонадотропина хориона человека, последова-
тельность HAP, трансферрин, полипептиды PAS по заявке на патент США № 20100292130, полиглици-
новые линкеры, полисериновые линкеры, пептиды и короткие полипептиды из 6-40 аминокислот двух 
типов аминокислот, выбранных из глицина (G), аланина (A), серина (S), треонина (T), глутамата (E) и 
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пролина (P) с разной степенью вторичной структуры от менее 50% до более 50%, среди прочего, были 
бы подходящими для вставки в определенные активные сайты вставки FVIII. 

В вариантах осуществления гибридного белка, описанных в данном документе, гибридный белок 
CFXTEN может дополнительно содержать одну или несколько последовательностей расщепления из 
табл. 12, или другие последовательности, известные в данной области техники, последовательность рас-
щепления располагается между, или в пределах, 6 аминокислотными остатками, на пересечении FVIII и 
последовательностей XTEN, которые могут содержать две расщепленные последовательности в данной 
внутренней последовательности XTEN. В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения 
CFXTEN, который содержит расщепленные последовательности, имеет две идентичные расщепленные 
последовательности, каждая из которых расположена на, или около, соответствующих концах одного 
или нескольких внутренних XTEN, так, что XTEN высвобождают из гибридного белка при расщеплении 
с помощью протеазы, которая связывается с и расщепляет эту последовательность. Последовательности, 
которые могут быть расщеплены, описаны ниже более полно, а иллюстративные последовательности 
приведены в табл. 12. 

Таблица 5 
Локализации вставки XTEN, связанные с последовательностью BDD FVIII 
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Обозначает точку вставки XTEN, основываясь на номере 
аминокислоты зрелого непроцессированного FVIII человека, 
при том, что вставка может быть либо с N-, либо с C-
концевой стороны указанной аминокислоты. Последова-
тельность в прямом направлении в FVIII BDD с делецией 
746-1639. 

Таблица 6 
Иллюстративные локализации вставки XTEN, связанные с полипептидом FVIII 

 
Расстояние от остатка вставки соответствует относительному числу аминокислот от N-конца (отри-



041874 

- 104 - 

цательные числа) или C-конца (положительные числа), обозначенного как остаток вставки (остаток "0"), 
где может быть сделана вставка. Обозначение "-x" соответствует инсерционному сайту, который нахо-
дится на x аминокислот дальше от N-концевой стороны обозначенного остатка вставки. Аналогичным 
образом, обозначение "+x" соответствует инсерционному сайту, который находится на x аминокислот 
дальше от C-концевой стороны обозначенного остатка вставки. Например, "-1, +2" обозначают, что 
вставку делают на N-конце или C-конце аминокислотных остатков, обозначенных -1,0, +1 или +2. 

Таблица 7 
Дополнительные иллюстративные локализации вставки XTEN, 

связанные с полипептидом FVIII 

 

 
обозначают диапазон нумерации инсерцион-
ных сайтов относительно номера аминокисло-
ты зрелого FVIII человека. 

Таблица 8 
Иллюстративные локализации вставки XTEN в пределах вариантов 

полипептида FVIII без В-доменов 

 
обозначают аминокислоты, связанные в 
пределах варианта без В-доменов и со-
седнего домена A3, с аминокислотами, 
пронумерованными относительно номе-
ра аминокислоты зрелого FVIII челове-
ка; 
обозначают аминокислоты, связанные 
XTEN, вводимым BDD-FVIII. 
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Таблица 9 
Иллюстративные локализации вставки XTEN, связанные с 

полипептидом FVIII, которые приводят к прокоагулянтной активности 

 

 
последовательность в прямом направлении в FVIII BDD с 
делецией 746-1639. 

В дополнительных аспектах настоящее изобретение обеспечивает библиотеки компонентов и спо-
собы создания библиотек, полученных из нуклеиновых кислот, кодирующих сегменты FVIII, XTEN, и 
сегменты FVIII, связанные с XTEN, которые являются применимыми при получении генов, кодирующих 
субъект CFXTEN. В качестве первого шага, библиотеку генов, кодирующую FVIII и XTEN, вводимый в 
различные уникальный сайты в, или в пределах 1-6 аминокислот инсерционного сайта, определенного в 
табл. 5 или иллюстрированного на фиг. 8-9, создают, экспрессируют, и восстанавливают и оценивают 
активность CFXTEN и фармакокинетические свойства, как проиллюстрировано на фиг. 15. Те CFXTEN, 
которые демонстрируют улучшенные свойства, затем используют для создания генов, кодирующих сег-
мент FVIII и инсерционный сайт, плюс XTEN, с компонентами из каждой улучшенной вставки, пред-
ставленной в библиотеке, как проиллюстрировано на фиг. 11. В отдельном варианте осуществления на-
стоящего изобретения компоненты библиотека собирают с использованием стандартных рекомбинант-
ных способов, комбинаторным образом, как проиллюстрировано на фиг. 11, что приводит к перестанов-
кам CFXTEN с несколькими внутренними и N- и C-концевыми XTEN, которые могут содержать инсер-
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ционные сайты из, или близкие к таковым, табл. 5, табл. 6, табл. 7, табл. 8 и табл. 9, или, как проиллюст-
рировано на фиг. 8-9. Получаемые конструкции затем оценивают на активность и улучшенные фармако-
кинетические свойства, а те кандидаты, которые приводят к CFXTEN с улучшенными свойствами, на-
пример, сниженным активным клиренсом, устойчивостью к протеазам, сниженной иммуногенностью и 
повышенными фармакокинетическими свойствами, по сравнению с FVIII, не связанным с XTEN, оцени-
вают дополнительно. 

3. Петля XTEN, доступная для встраивания. 
Как подробно описано в данном документе в другом месте и, как проиллюстрировано на фиг. 33-36, 

исследователи признают, что каждый домен "A" FVIII содержит по меньшей мере две "петли XTEN, дос-
тупные для встраивания", в которые последовательности XTEN вводят без устранения прокоагулянтной 
активности рекомбинантного протеина или способности рекомбинантных протеинов экспрессироваться 
in vivo или in vitro в клетке-хозяине. Исследователи определяют петли XTEN, доступные для встраива-
ния, как области с, среди других атрибутов, гладкой поверхностью или воздействием растворителя и вы-
сокой конформационной гибкостью. Домен A1 содержит область петли XTEN, доступной для встраива-
ния-1 (A1-1), и область петли XTEN, доступной для встраивания-2 (A1-2), домен A2 содержит область 
петли XTEN, доступной для встраивания-1 (A2-1), и область петли XTEN, доступной для встраивания-2 
(A2-2), домен A3 содержит область петли XTEN, доступной для встраивания-1 (A3-1), и область петли 
XTEN, доступной для встраивания-2 (A3-2). 

В отдельных аспектах рекомбинантный протеин FVIII, как описано выше, содержит по меньшей 
мере одну последовательность XTEN, вводимую в по меньшей мере одну петлю XTEN, доступную для 
встраивания, A1-1, A1-2, A2-1, A2-2, A3-1 или A3-2, при том, что рекомбинантный протеин FVIII имеет 
прокоагулянтную активность и может экспрессироваться in vivo или in vitro в клетке-хозяине. В отдель-
ных аспектах рекомбинантный протеин FVIII, как описано выше, содержит по меньшей мере две после-
довательности XTEN, вводимые в FVIII, например, в две различные петли XTEN, доступные для встраи-
вания, A1-1, A1-2, A2-1, A2-2, A3-1 или A3-2, при том, что рекомбинантный протеин FVIII имеет про-
коагулянтную активность и может экспрессироваться in vivo или in vitro в клетке-хозяине. Кроме того, 
рекомбинантный протеин FVIII, как описано выше, может содержать две или более последовательности 
XTEN, вводимые в уникальную петлю XTEN, доступную для встраивания либо с, либо без последова-
тельностей XTEN, вводимых в другие петли XTEN, доступные для встраивания, при том, что рекомби-
нантный протеин FVIII имеет прокоагулянтную активность и может экспрессироваться in vivo или in 
vitro в клетке-хозяине. В отдельных аспектах рекомбинантный протеин FVIII, как описано выше, может 
содержать по меньшей мере одну последовательность XTEN, вводимую в по меньшей мере одну петлю 
XTEN, доступную для встраивания, как описано выше, и может дополнительно содержать одну или не-
сколько последовательностей XTEN, вводимых в a3, при том, что рекомбинантный протеин FVIII имеет 
прокоагулянтную активность и может экспрессироваться in vivo или in vitro в клетке-хозяине. В опреде-
ленных аспектах рекомбинантный протеин FVIII по настоящему изобретению может содержать три, че-
тыре, пять, шесть или более последовательностей XTEN, вводимых в одну или несколько петель XTEN, 
доступных для встраивания, или в a3, при том, что рекомбинантный протеин FVIII имеет прокоагулянт-
ную активность и может экспрессироваться in vivo или in vitro в клетке-хозяине. 

В отдельных аспектах рекомбинантный протеин FVIII, как описано выше, содержит по меньшей 
мере одну последовательность XTEN, вводимую в a3, при том, что рекомбинантный протеин FVIII имеет 
прокоагулянтную активность и может экспрессироваться in vivo или in vitro в клетке-хозяине. В отдель-
ных аспектах рекомбинантный протеин FVIII по настоящему изобретению содержит по меньшей мере 
одну последовательность XTEN, вводимую в a3, и дополнительно содержит одну или несколько после-
довательностей XTEN, вводимых в одну или несколько петель XTEN, доступную для встраивания, как 
описано выше, при том, что рекомбинантный протеин FVIII имеет прокоагулянтную активность и может 
экспрессироваться in vivo или in vitro в клетке-хозяине. 

Исследователи признают, что рекомбинантный протеин FVIII по настоящему изобретению содер-
жит по меньшей мере две петли XTEN, доступные для встраивания, в каждой из области домена A FVIII, 
который приводит к вставке последовательности XTEN, которая имеет прокоагулянтную активность и 
все еще остается способной экспрессироваться in vivo или in vitro в клетке-хозяине. Определяют различ-
ные кристаллические структуры FVIII, различных степеней разрешения. Эти структуры FVIII и FVIIIa, 
определенные с помощью рентгеноструктурной кристаллографии и симуляции молекулярной динамики, 
используют для генерирования модели площади доступной поверхности и конформационной гибкости 
FVIII. Например, кристаллическая структура FVIII человека определяют с помощью Shen et al. Blood 
111: 1240-1247 (2008) и Ngo et al. Structure 16: 597-606 (2008). Данные для этих структур доступны в Pro-
tein Data Bank (pdb.org) под регистрационными номерами 2R7E и 3CDZ соответственно. 

Кристаллическую структуру прогнозируемой вторичной структуры тяжелых и легких цепей FVIII 
человека, в соответствии с Shen et al., иллюстрируют на фиг. 37A и 37B. Кристаллическую структуру 
различных бета-тяжей, прогнозируемых Shen et al., нумеруют последовательно на фиг. 8A и 8B. В от-
дельных вариантах осуществления настоящего изобретения петли XTEN, доступные для встраивания, 
A1-1, A1-2, A2-1, A2-2, A3-1 и A3-2, содержатся в пределах конформационно-лабильных петлеобразных 
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структур с открытой поверхностью в доменах FVIII. A1-1 расположен между бета-тяжем 1 и бета-тяжем 
2, A1-2 расположен между бета-тяжем 11 и бета-тяжем 12, A2-1 расположен между бета-тяжем 22 и бета-
тяжем 23, A2-2 расположен между бета-тяжем 32 и бета-тяжем 33, A3-1 расположен между бета-тяжем 
38 и бета-тяжем 39, а A3-2 расположен между бета-тяжем 45 и бета-тяжем 46, в соответствии с вторич-
ной структурой зрелого FVIII, которую сохраняют с учетным номером 2R7E в базе данных PDB 
(PDB:2R7E) и как показано на фиг. 8A и 8B. Вторичная структура учетного номера PDB 2R7E, проиллю-
стрированная на фиг. 8A и 8B, соответствует назначению стандартизированной вторичной структуры в 
соответствии с программой DSSP (Kabsch и Sander, Biopolymers, 22:2577-2637 (1983)). Вторичная струк-
тура DSSP зрелого FVIII, которую хранят в PDB с учетным номером 2R7E, может быть доступна в базе 
данных DSSP, доступной на сайте в интернете swift.cmbi.ru.nl/gv/dssp/ (последнее посещение 9 февраля 
2012) (Joosten et al., 39 (Suppl. 1): D411-D419 (2010)). 

В определенных аспектах конформационно-лабильная петлеобразная структура с открытой поверх-
ностью, которая содержит A1-1, соответствует области природного зрелого FVIII человека от около ами-
нокислоты 15 до около аминокислоты 45 на фиг. 30. В определенных аспектах A1-1 соответствует облас-
ти природного зрелого FVIII человека от около аминокислоты 18 до около аминокислоты 41 на фиг. 30. 
В определенных аспектах конформационно-лабильная петлеобразная структура с открытой поверхно-
стью, которая содержит A1-2, соответствует области природного зрелого FVIII человека от около амино-
кислоты 201 до около аминокислоты 232 на фиг. 30. В определенных аспектах A1-2 соответствует облас-
ти природного зрелого FVIII человека от около аминокислоты 218 до около аминокислоты 229 на фиг. 
30. В определенных аспектах конформационно-лабильная петлеобразная структура с открытой поверх-
ностью, которая содержит A2-1, соответствует области природного зрелого FVIII человека от около ами-
нокислоты 395 до около аминокислоты 421 на фиг. 30. В определенных аспектах A2-1 соответствует об-
ласти природного зрелого FVIII человека от около аминокислоты 397 до около аминокислоты 418 на 
фиг. 30. В определенных аспектах конформационно-лабильная петлеобразная структура с открытой по-
верхностью, которая содержит A2-2, соответствует области природного зрелого FVIII человека от около 
аминокислоты 577 до около аминокислоты 635 на фиг. 30. В определенных аспектах A2-2 соответствует 
области природного зрелого FVIII человека от около аминокислоты 595 до около аминокислоты 607 на 
фиг. 30. В определенных аспектах конформационно-лабильная петлеобразная структура с открытой по-
верхностью, которая содержит A3-1, соответствует области природного зрелого FVIII человека от около 
аминокислоты 1705 до около аминокислоты 1732 на фиг. 30. В определенных аспектах A3-1 соответст-
вует области природного зрелого FVIII человека от около аминокислоты 1711 до около аминокислоты 
1725 на фиг. 30. В определенных аспектах конформационно-лабильная петлеобразная структура с откры-
той поверхностью, которая содержит A3-2, соответствует области природного зрелого FVIII человека от 
около аминокислоты 1884 до около аминокислоты 1917 на фиг. 3. В определенных аспектах A3-2 соот-
ветствует области природного зрелого FVIII человека от около аминокислоты 1899 до около аминокис-
лоты 1911 на фиг. 30. 

В отдельных аспектах рекомбинантный протеин FVIII по настоящему изобретению содержит одну 
или несколько последовательностей XTEN, вводимых в одну или несколько петель XTEN, доступных 
для встраивания, FVIII или в область a3, при том, что рекомбинантный протеин FVIII имеет прокоагу-
лянтную активность и может экспрессироваться in vivo или in vitro в клетке-хозяине. Вводимые последо-
вательности XTEN содержат те, которые повышают in vivo время полужизни или in vivo или in vitro ста-
бильность FVIII. 

В определенных аспектах рекомбинантный протеин FVIII по настоящему изобретению содержит 
последовательности XTEN, вводимые непосредственно в прямом направлении, из одной или нескольких 
аминокислот, соответствующих одной или нескольким аминокислотам в зрелом природном FVIII чело-
века, который содержит, но без ограничения ими: аминокислоту 18 на фиг. 30, аминокислоту 26 на фиг. 
30, аминокислоту 40 на фиг. 30, аминокислоту 220 на фиг. 30, аминокислоту 224 на фиг. 30, аминокисло-
ту 399 на фиг. 30, аминокислоту 403 на фиг. 30, аминокислоту 599 на фиг. 30, аминокислоту 603 на фиг. 
30, аминокислоту 1711 на фиг. 30, аминокислоту 1720 на фиг. 30, аминокислоту 1725 на фиг. 30, амино-
кислоту 1900 на фиг. 30, аминокислоту 1905 на фиг. 30, аминокислоту 1910 на фиг. 30 или любую их 
комбинацию, которая содержит соответствующие вставки в BDD-варианты FVIII, описанные в данном 
документе. 

В определенных аспектах рекомбинантный протеин FVIII по настоящему изобретению содержит по 
меньшей мере одну последовательность XTEN, вводимую в область a3 FVIII, либо отдельно, либо в ком-
бинации с одной или несколькими последовательностями XTEN, вводимыми в петли XTEN, доступные 
для встраивания, доменов A (например, A1-1, A1-2, A2-1, A2-2, A3-1 или A3-2 как описано выше), при 
том, что рекомбинантный протеин FVIII имеет прокоагулянтную активность и может экспрессироваться 
in vivo или in vitro в клетке-хозяине. В определенных аспектах по меньшей мере одну последователь-
ность XTEN вводят в область a3 непосредственно в прямом направлении от аминокислот, которые соот-
ветствуют аминокислоте 1656 на фиг. 30. В определенных аспектах рекомбинантный протеин FVIII по 
настоящему изобретению содержит последовательность XTEN, вводимую в область a3, как описано, и 
дополнительно содержат одну или несколько последовательностей XTEN, вводимых непосредственно в 
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прямом направлении от одной или нескольких аминокислот, соответствующих одной или нескольким 
аминокислотам зрелого природного FVIII человека, которые содержат, но без ограничения ими: амино-
кислоту 18 на фиг. 30, аминокислоту 26 на фиг. 30, аминокислоту 40 на фиг. 30, аминокислоту 220 на 
фиг. 30, аминокислоту 224 на фиг. 30, аминокислоту 399 на фиг. 30, аминокислоту 403 на фиг. 30, амино-
кислоту 599 на фиг. 30, аминокислоту 603 на фиг. 30, аминокислоту 1711 на фиг. 30, аминокислоту 1720 
на фиг. 30, аминокислоту 1725 на фиг. 30, аминокислоту 1900 на фиг. 30, аминокислоту 1905 на фиг. 30, 
аминокислоту 1910 на фиг. 30 или любую их комбинацию. 

Любому специалисту в данной области техники будет понятно, что предыдущие аспекты петли 
FVIII, доступной для встраивания природного протеина, в которую вводят гетерологический протеин, 
также являются пригодными в случае вариантов FVIII без В-доменов, описанных в данном документе; 
например, последовательностей, приведенных в табл. 1. При практическом осуществлении настоящего 
изобретения следует понимать, что последовательность BDD-FVIII из табл. 1 может быть заменена на 
рекомбинантный протеин FVIII различных вариантов осуществления настоящего изобретения, описан-
ных выше, и считается, что получаемые конструкции будут аналогичным образом сохранять прокоагу-
лянтную активность. 

4. Нарушение, связанное со средствами, связывающими FVIII. 
Еще одной целью настоящего изобретения является обеспечение прокоагулирующие композиции 

гибридного белка CFXTEN для использования в случае пациентов-людей, страдающих от коагулопатии, 
такой как гемофилия A, которые имеют природные или приобретенные антитела, ингибиторы или другие 
протеины или молекулы, связывающиеся с FVIII, которые влияют активность или время полужизни гиб-
ридного белка CFXTEN, при том, что CFXTEN сохраняют более высокий объем прокоагулянтной актив-
ности, по сравнению с соответствующим FVIII, не связанным с XTEN. Как используется в данном доку-
менте, "средство связывания FVIII" означает любую молекулу, способную связываться с природным 
FVIII или с гибридным белком рекомбинантного фактора VIII по настоящему изобретению, который со-
держит фактор VIII или его фрагмент, или нативный, полученный в качестве производного, или полу-
ченный рекомбинантно. Отдельно предусмотрено, что средство связывания FVIII содержит анти-FVIII 
антитела и ингибиторы FVIII, среди других протеинов, способных, в частности, связываться с FVIII. В 
отдельном аспекте, настоящее изобретение обеспечивает прокоагулирующие гибридные белки CFXTEN, 
которые проявляют сниженное связывание с анти-FVIII антителом или ингибитором FVIII, который пре-
пятствует прокоагулянтной активности FVIII. Как используется в данном документе, "анти-FVIII антите-
ло" или "анти-фактор VIII антитело" означает антитело, способное связывать FVIII или компонент FVIII 
CFXTEN по настоящему изобретению, указанное антитело, которое содержит, но без ограничения ими, 
антитела из табл. 10 или поликлональное антитело от пациента с гемофилией A с ингибиторами FVIII. 
Термин антитело содержит моноклональные антитела, поликлональное антитела, фрагменты антител и 
клоны фрагментов антител. Как используется в данном документе, "ингибитор FVIII" или "анти-FVIII 
ингибиторное антитело" означает антитело, способное связывать FVIII или компонент FVIII CFXTEN по 
настоящему изобретению и которое снижает с помощью любых способов прокоагулянтную активность 
FVIII или компонента FVIII CFXTEN. В дополнительных аспектах настоящее изобретение обеспечивает 
гибридные белки CFXTEN, которые сохраняют прокоагулянтную активность в присутствии ингибитора 
FVIII. В дополнительных аспектах настоящее изобретение обеспечивает гибридные белки CFXTEN, ко-
торые содержат FVIII, который проявляет увеличенное конечное время полужизни в присутствии сред-
ства связывания FVIII, по сравнению с FVIII, не связанным с XTEN. 

Большая часть ингибирующих антител к фактору VIII человека действует путем связывания с эпи-
топами, локализованными в домене A2 или домене C2 фактора VIII, нарушая специфические функции, 
связанные с этими доменами, (патент США № 6770744; Fulcher et al. Localization of human factor FVIII 
inhibitor epitopes to two polypeptide fragments. Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1985) 82:7728-7732; Scandella et 
al. Epitope mapping of human factor VIII inhibitor antibodies by deletion analysis of fVIII fragments expressed 
in Escherichia coli. Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1988) 85:6152-6156). В то время как 68% процентов инги-
бирующих антител, как сообщается, направлены против домена A2 и/или C2, 3% действуют против до-
мена A1 и 46% против кислой области a3 (Lavigne-Lissalde, G., et al. Characteristics, mechanisms of action, 
and epitope mapping of anti-factor VIII antibodies. Clin Rev Allergy Immunol (2009) 37:67-79). Например, 
определенные специфические к тяжелой цепи ингибиторы вступают в реакцию с аминоконцевым сег-
ментом домена A2 с молекулярной массой 18,3 кДа (Scandella D, et al. 1988); Lollar P et al. Inhibition of 
human factor VIIIa by anti-A2 subunit antibodies. J Clin Invest 1994;93:2497). FVIII содержит связывающий 
фосфолипид сайт в домене C2 между аминокислотами 2302 и 2332, а также присутствует связывающий 
фактор фон Виллебранда сайт в домене C2, который оказывает действие в сочетании с аминокислотами 
1649-1689 в домене A3. Домен C2 также имеет эпитопы которые, при связывании ингибиторами, блоки-
руют активацию FVIII с помощью тромбина или фактора Xa. Ингибиторы, специфически связыващиеся 
с легкой цепью, распознают эпитопы в домене A3 или основную антигенную область в домене C2, и мо-
гут привести к сниженной прокоагулянтной активности путем предотвращения связывания FVIII к фос-
фолипиду или снижения скорости диссоциации FVIII и фактора фон Виллебранда (Gilles JG, et al. Anti-
factor VIII antibodies of hemophiliac patients are frequently directed towards nonfunctional determinants and do 
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not exhibit isotypic restriction. Blood (1993) 82:2452; Shima M, et al. A factor VIII neutralizing monoclonal 
antibody and a human inhibitor alloantibody recognizing epitopes in the C2 domain inhibit factor VIII binding to 
von Willebrand factor and to phosphatidylserine. Thromb Haemost (1993) 69:240). Неограничивающие при-
меры моноклональных ингибиторов FVIII приведены в табл. 9. У пациентов с высоким титром ингиби-
торов, существует повышенный риск развития повторного кровотечения в отдельных суставы, что мо-
жет, в конечном итоге, привести к уменьшению качества жизни, инвалидности или смерти от чрезмерной 
потери крови (заявка на патент США № 20120065077; Zhang et al., Clinic. Rev. Allerg. Immunol., 37:114-
124 (2009); Gouw и van den Berg, Semin. Thromb. Hemost., 35:723-734 (2009)). 

He желая быть связанными никакой конкретной теорией, считается, что неструктурированная ха-
рактеристика XTEN, встроенного в гибридные белки CFXTEN, позволяет XTEN принимать конформа-
ции, которые приводят к стерическому затруднению ингибиторов, которые при других условиях могли 
бы связываться с эпитопами FVIII, как проиллюстрировано на фиг. 6, так как встроенный XTEN прини-
мает различные случайные конформации спирали, он пространственно охватывает области компонента 
FVIII гибридного белка и стерически препятствует способности ингибитора связываться с эпитопом 
FVIII. 

В отдельном варианте осуществления настоящее изобретение обеспечивает CFXTEN, который де-
монстрирует прокоагулянтную активность и сниженное связывание в присутствии антитела, связываю-
щегося с доменом C2 фактора VIII, по сравнению с соответствующим фактором VIII, не связанным с 
XTEN и/или с природным FVIII. В дополнительном варианте осуществления настоящее изобретение 
обеспечивает CFXTEN, который демонстрирует прокоагулянтную активность и сниженное связывание в 
присутствии антитела, связывающегося с доменом A2 фактора VIII, по сравнению с соответствующим 
фактором VIII, не связанным с XTEN или с природным FVIII. В дополнительном варианте осуществле-
ния настоящее изобретение обеспечивает CFXTEN, который демонстрирует прокоагулянтную актив-
ность и сниженное связывание в присутствии антител, связывающихся с доменами A2 и C2 фактора VIII, 
по сравнению с соответствующим фактором VIII, не связанным с XTEN или с природным FVIII. В от-
дельном варианте осуществления настоящее изобретение обеспечивает CFXTEN, который демонстриру-
ет прокоагулянтную активность и сниженное связывание, по сравнению с соответствующим FVIII, не 
связанным с XTEN, в присутствии антитела, выбранного из группы, которая состоит из антител из табл. 
10. В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения гибридный белок CFXTEN проявляет 
сниженное связывание с антителом GMA8021. В дополнительном варианте осуществления настоящего 
изобретения гибридный белок CFXTEN проявляет сниженное связывание с антителом GMA8008. В до-
полнительном варианте осуществления настоящего изобретения гибридный белок CFXTEN проявляет 
сниженное связывание с антителом ESH4. В дополнительном варианте осуществления настоящего изо-
бретения гибридный белок CFXTEN проявляет сниженное связывание с антителом ESH8. В дополни-
тельном варианте осуществления настоящего изобретения гибридный белок CFXTEN проявляет сни-
женное связывание с антителом B02C11. В дополнительном варианте осуществления настоящего изо-
бретения гибридный белок CFXTEN проявляет сниженное связывание и более высокую степень прокоа-
гулянтной активности, по сравнению с соответствующим FVIII, не связанным с XTEN, в присутствии 
плазмы субъекта с гемофилией A с ингибиторами поликлонального антитела FVIII, при том, что более 
высокую степень прокоагулянтной активности определяют с помощью in vitro анализа, такого как Бетез-
да-анализ или другого анализа, описанного в данном документе. 

CFXTEN, который демонстрирует сниженное связывание ингибиторами FVIII может иметь один, 
или два, или три, или четыре, или пять, или шесть или более отдельных XTEN, варианты осуществления 
которых раскрыты в данном документе. В предыдущих вариантах осуществления настоящего изобрете-
ния по данному пункту CFXTEN проявляет по меньшей мере 5%, или 10%, или 15%, или 20%, или 30%, 
или 40%, или 50%, или 60%, или 70% или менее связывания с антителом, если оценивают in vitro в ана-
лизе, способном анализировать связывание антитела к FVIII, таком как анализы, описанные в данном 
документе ниже или известные в данной области техники. Кроме того, сниженное связывание CFXTEN 
субъекта с FVIII-связывающими антителами могут оценивать путем сохранения большей степени про-
коагулянтной активности в присутствии антитела, по сравнению с FVIII, не связанным с XTEN, как опи-
сано в примерах. Таким образом, в вариантах осуществления настоящего изобретения, которые относят-
ся к сниженному связыванию ингибиторами FVIII, описанными в данном документе, CFXTEN при реак-
ции с анти-FVIII антителом демонстрирует по меньшей мере 5%, или 10%, или 15%, или 20%, или 30%, 
или 40%, или 50%, или 60%, или 70%, или 80%, или 100%, или 200%, или 300%, или 400%, или 500% или 
более активности в анализе коагулирующей активности (таком, как описан в данном документе ниже), 
по сравнению с соответствующим FVIII, не связанным с XTEN, и при реакции с антителом. В изложен-
ном выше, анти-FVIII антитело может представлять собой антитело из табл. 9 или циркулирующее анти-
FVIII антитело от субъекта с гемофилией A. В дополнительном варианте осуществления настоящее изо-
бретение обеспечивает CFXTEN, в котором присутствует исследованный гибридный белок, при анализе 
с использованием Бетезда-анализа, и анти-FVIII антитело, выбранное из табл. 10, или препарат поликло-
нального анти-FVIII антитела, такой как, но без ограничения ими, плазма субъекта с гемофилией A с ин-
гибиторами FVIII, что приводят к титру Бетезда на по меньшей мере около 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15, 20, 30, 40, 
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50, 60, 70, 80, 100 или 200 единиц Бетезда меньше, по сравнению с FVIII, не связанным с XTEN, и анали-
зируют при аналогичных условиях. В дополнительном варианте осуществления настоящее изобретение 
обеспечивает CFXTEN, в котором исследованный гибридный белок приводит к менее 50%, или менее 
40%, или менее 30%, или менее 25%, или менее 20%, или менее 15%, или менее 14%, или менее 13%, или 
менее 12%, или менее 11%, или менее 10% единиц Бетезда, по сравнению с FVIII, не связанным с XTEN, 
если анализируют при аналогичных условиях с использованием Бетезда-анализа и препарата поликло-
нального анти-FVIII антитела, такого как, но без ограничения ими, плазма субъекта с гемофилией A с 
ингибиторами FVIII. 

Таблица 10 
Анти-фактор VIII антитела 
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Интернет-сайт American Diagnostica Inc., URL, расположенный в интернете, 
americandiagnostica.com/html/Product_Detail.asp?idCategory=5&idSubCategory=104&idpro= ESH-8 по со-
стоянию на 12 января 2012. 

Интернет-сайт Green Mountain Antibodies, URL, расположенный в интернете, green-
moab.com/product_details/16316/21582.html по состоянию на 12 января 2012. 

Анализы связывания ингибитора и антитела. 
Гибридные белки по настоящему изобретению могут быть проанализированы для подтверждения 

сниженного связывания ингибиторами FVIII с использованием способов, известных в данном уровне 
техники. Анализы, которые могут использовать, содержат, но без ограничения ими, конкурентные и не-
конкурентные системы анализа с использованием таких способов, как Вестерн-блоттинги, радиоимму-
ноанализы, ELISA, "сендвич" иммуноанализы, анализы иммунопреципитации, реакции преципитации, 
реакции диффузной преципитации в геле, анализы иммунодиффузии, реакции агглютинации, количест-
венные радиоиммуноанализы, флуоресцентные иммуноанализы, анализы коагулирующей активности, 
анализы ингибитора фактора VIII, для того, чтобы назвать только некоторые. Такие анализы являются 
обычными и хорошо известны в данной области техники (смотри, например, Ausubel et al., eds, 1994, 
Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 1, John Wiley & Sons, Inc., New York, который представлен в 
данном документе в виде ссылки во всей своей полноте). Иллюстративно описаны кратко ниже, но не 
предназначены для ограничения. 

Бетезда-анализ и модификация Nijmegen Бетезда-анализа представляют собой анализы ингибитора 
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фактора VIII, широко известные в качестве способов определения ингибиторов FVIII (Kasper CK, et al. 
Proceedings: A more uniform measurement of factor VIII inhibitors. Thromb Diath Haemorrh. (1975) 
34(2):612). Несмотря на это, анализы могут быть изменены для того, чтобы проанализировать связывания 
ингибиторов с композициями FVIII с использованием ингибиторов, таких как поликлональные или мо-
ноклональные анти-FVIII антитела, которые содержат антитела из табл. 10, и способы, такие как описа-
ны в примере 52. Если коротко, измененный Бетезда-анализ содержит смешивание стандартизованных 
объемов образца для испытаний с эквивалентным объемом ингибитора в заданной концентрации. Смеси 
инкубируют в течение 2 ч при 37°C перед анализом концентрации фактора с помощью анализа коагули-
рующей активности, такого как хромогенный анализ. Аналогичным образом инкубируют соответствую-
щую плазму с уровнем природного фактора VIII, которую затем анализируют в качестве положительного 
контроля. Ожидаемый результат представляет собой титр, который приводит к 50% активности FVIII 
положительного контроля, описываемый как единицы Бетезда. Модификации Nijimegen Бетезда-анализа, 
образцы для анализа стабилизируют имидазольным буфером и контрольный образец смешивают с дефи-
цитной плазмой вместо буфера (Verbruggen B, et al. The Nijmegen modification of the Bethesda assay for 
factor VIII:C inhibitors: improved specificity and reliability. Thromb Haemost. (1995) 73(2):247-251). 

Вестерн-блоттинг, как правило, содержит подготовленные образцы протеина, электрофорез образ-
цов протеина в полиакриламидном геле (например, 8%-20% SDS-PAGE, в зависимости от молекулярной 
массой антигена), перенос образца протеина из полиакриламидного геля на мембрану, такую как нитро-
целлюлоза, PVDF или нейлон, блокирование мембраны в блокирующем растворе (например, PBS с 3% 
BSA или обезжиренным молоком), промывание мембраны в промывочном буфере (например, PBS-
Tween 20), блокирование мембраны с первым антителом (антитело, представляющее интерес), разбавле-
ние в блокирующем буфере, промывание мембраны в промывочном буфере, блокирование мембраны 
вторичным антителом (который распознает первое антитело, например, анти-человеческое антитело), 
конъюгированным с энзиматическим субстратом (например, пероксидаза из хрена или щелочная фосфа-
таза) или радиоактивная молекула (например, 32 P или 125 I), разбавленная в блокирующем буфере, 
промывание мембраны в промывочном буфере и детектирование присутствия антигена. Специалист в 
данной области техники осведомлен о параметрах, которые могут быть изменены, чтобы увеличить об-
наруженный сигнал и уменьшить фоновый шум. Для дальнейшего обсуждения в отношении протоколов 
вестерн-блоттинга смотри, например, Ausubel et al., eds, 1994, Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 
1, John Wiley & Sons, Inc., New York at 10.8.1. 

Анализы ELISA могут обнаружить антитела к FVIII независимо от их способности блокировать 
прокоагулянтную активность FVIII, и используются для детектирования развития анти-FVIII у пациентов 
с гемофилией A. В выборке из 131 пациентов с гемофилией A с ингибиторами, способ ELISA приводит к 
97,7% чувствительности и 78,8% специфичности и имеет высокую прогностическую ценность отрица-
тельного результата (98,6%) [Martin, P. G., et al. Evaluation of a novel ELISA screening test for detection of 
factor VIII inhibitory antibodies in haemophiliacs. Clin Lab Haematol (1999) 21:125-128]. Другие исследова-
тели нашли высоко значимую корреляция между титром Бетезда и значениями поглощения в анализе 
ELISA при детектировании оптической плотности анти-FVIII (Towfighi, F., et al. Comparative measure-
ment of anti-factor VIII antibody by Bethesda assay and ELISA reveals restricted isotype profile and epitope 
specificity. Acta Haematol (2005) 114:84-90), с дополнительным преимуществом способности обнаружить 
не-ингибирующие анти-FVIII антитела. Протоколы анализа содержат подготовку связанного лиганда, 
который может содержать образец, содержащий либо полипептид фактора VIII, либо гибридный белок 
CFXTEN, наносят в лунку 96-луночного титрационного микропланшета с антителом, добавляют образец 
лиганда для испытаний и инкубируют, затем добавляют идентифицирующее антитело и инкубируют 
перед промывание и добавляют вторичное антитело, конъюгированное с щелочной фосфатазой или пе-
роксидазой, и инкубируют в течение дополнительного периода времени перед добавлением субстрата 
TMB и обрабатывают для чтения с помощью спектрофотометра на 450 нм. В анализах ELISA представ-
ляющие интерес антитело или ингибитор не должны быть конъюгированы с обнаруживаемым соедине-
нием; вместо этого, в лунку может быть добавлено "второе антитело" (которое распознает представляю-
щие интерес антитело или ингибитор) конъюгированное с обнаруживаемым соединением. Дополнитель-
но, вместо наносения в лунку антитела, в лунку может быть нанесен лиганд. Специалисту в данной об-
ласти техники будет осведомлен о параметрах, которые могут быть изменены для того, чтобы повысить 
обнаруживаемый сигнал, а также другие варианты анализов ELISA, известных в данной области техники 
(Смотри, например, Ausubel et al., eds, 1994, Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 1, John Wiley & 
Sons, Inc., New York at 11.2.1). 

Стандартные или измененные анализы коагулирующей активности используют для измерения сни-
женного связывания средств связывания FVIII. В отдельном иллюстративном способе (дополнительно 
описанный в примере 28) оптимальная концентрация данного ингибитора FVIII для использования в 
анализе сначала определяют с помощью эксперимента титрования с использованием различных коли-
честв ингибирующего антитела, инкубированного при 37°C в течение 2 ч с основным вектором, экспрес-
сирующим FVIII дикого типа, который содержит двойную метку His/Myc. Активность FVIII измеряют с 
помощью методики количественного анализа Coatest, описанной в данном документе. В анализе актив-
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ности FVIII используют самую низкую концентрацию, которая приводит к оптимальному ингибирова-
нию. В анализе антитело ингибитора FVIII при оптимальной концентрации смешивают с отдельными 
образцами для испытания и инкубируют при 37°C в течение 2 ч. Получаемые образцы для испытания 
затем собирают и используют в анализе активности Coatest, наряду с необработанными аликвотами 
CFXTEN и положительным контролем в целях оценки остаточной и базовой активности FVIII для каж-
дого образца для испытаний. Настоящее изобретение обеспечивает способы получения CFXTEN, кото-
рые проявляют сниженное связывание со средствами связывания FVIII, которые содержат ингибиторы 
FVIII, и сохранение прокоагулянтной активности. В отдельном варианте осуществления настоящего изо-
бретения способ создания CFXTEN со сниженным связыванием с ингибиторами FVIII включает этапы 
выбора последовательности FVIII с по меньшей мере 90% идентичности последовательности с последо-
вательностью из табл. 1, выбирая один, два, три, четыре, пять или шесть или более XTEN, каждый с по 
меньшей мере 70%, или по меньшей мере 80%, или по меньшей мере 90%, или по меньшей мере 95-99% 
идентичности последовательности, по сравнению с последовательностями XTEN сопоставимой длины из 
табл. 4, создавая экспрессирующие конструкции, разработанные для обнаружения указанного XTEN в, 
или близко к локализации, выбранной из табл. 5, табл. 6, табл. 7, табл. 8 и табл. 9, экспрессируя и извле-
кая получаемые CFXTEN и анализируя получаемые в анализе гибридные белки, описанные в данном 
документе для того, чтобы подтвердить сниженное связывание гибридного белка CFXTEN. С помощью 
патентоспособного способа CFXTEN проявляет сниженное на по меньшей мере 5%, или сниженное на 
по меньшей мере 10%, или сниженное на по меньшей мере 15%, или сниженное на по меньшей мере 
20%, или сниженное на по меньшей мере 25%, или сниженное на по меньшей мере 40%, или сниженное 
на по меньшей мере 50%, или сниженное на по меньшей мере 60%, или сниженное на по меньшей мере 
70%, или сниженное на по меньшей мере 80% связывание со средством связывания FVIII, которое со-
держит, но без ограничения ими, антитела из табл. 10 или анти-FVIII антитела от субъекта с гемофилией 
A, и сохраняет по меньшей мере около 10%, или по меньшей мере около 20%, или по меньшей мере око-
ло 30%, или по меньшей мере около 40%, или по меньшей мере около 50%, или по меньшей мере около 
60%, или по меньшей мере около 70% прокоагулянтной активности, по сравнению с соответствующим 
FVIII, не связанным с XTEN. 

До 8-10% пациентов с гемофилией A имеют антитела, которые связывают FVIII без влияния на его 
прокоагулирующие свойства; они не являются, таким образом, классифицированными в качестве инги-
биторов FVIII. Несмотря на это, связывание антитела к FVIII, как считается, приводит к иммунным ком-
плексам, которые очищают с помощью врожденного иммунного ответа или являются более восприимчи-
выми к протеолитической деградации (Kazatchkine MD. Circulating immune complexes containing anti-VIII 
antibodies in multi-transfused patients with haemophilia A. Clin Exp Immunol. (1980) 39(2):315-320). Соот-
ветственно, целью настоящего изобретения является обеспечение гибридных белков CFXTEN, которые 
содержат один или несколько XTEN, который проявляет сниженное связывание антител с FVIII, которые 
не являются ингибиторами при том, что деградация или выведение CFXTEN снижены на по меньшей 
мере 5%, или 10%, или 15%, или 20%, или 30%, или 40%, или 50%, или 60%, или 70% или меньше, по 
сравнению с соответствующим FVIII, не связанным с XTEN, или с природным FVIII, связанным подоб-
ными антителами. Сниженное связывание антитела к CFXTEN, по сравнению с FVIII, не связанным с 
XTEN, или с природным FVIII, может быть проанализирован с помощью способов in vitro и in vivo. In 
vitro способы включают вышеупомянутый способы ELISA и Вестерн-блоттинга. Сниженная деградация 
или выведение CFXTEN могут оценивать in vivo с помощью использования животных моделей или в 
клинических испытаниях на людях. В отдельном типе испытания фактор VIII или CFXTEN вводят по 
отдельности, предпочтительно, с помощью внутривенной инфузии, в группах пациентов, имеющих де-
фицит фактора VIII, который имеет антитела, обеспечивающие деградацию или выведение терапевтиче-
ского фактора VIII человека. Дозировка вводимого тестируемого изделия находится в диапазоне между 5 
и 50 МЕ/кг массы тела, предпочтительно, 10-45 МЕ/кг, и, более предпочтительно, 40 МЕ/кг массы тела. 
Приблизительно через 1 час после каждого введения, восстановление фактора VIII или CFXTEN из об-
разцов крови измеряют в ходе функционального одноэтапного или хромогенного анализа коагулирую-
щей активности для оценки активности и с помощью ELISA, HPLC или схожего анализа для оценки ко-
личество интактного эквивалента фактора VIII. Образцы отбирают снова приблизительно через 5-10 ч 
после инфузии и измеряют восстановление. Полное восстановление и скорость исчезновения фактора 
VIII из образцов является прогнозируемым титром антител, а сравнение результатов фактора VIII и 
CFXTEN обозначает степень сниженного выведения и/или деградации CFXTEN. В отдельном варианте 
осуществления настоящего изобретения гибридный белок CFXTEN проявляет сниженное на по меньшей 
мере 5%, или сниженное на по меньшей мере 10%, или сниженное на по меньшей мере 15%, или сни-
женное на по меньшей мере 20%, или сниженное на по меньшей мере 25%, или сниженное на по мень-
шей мере 40%, или сниженное на по меньшей мере 50%, или сниженное на по меньшей мере 60%, или 
сниженное на по меньшей мере 70%, или по меньшей мере 80% сниженное связывание с анти-FVIII ан-
тителом, которое способствует выведению, но, с другой стороны, не ингибирует прокоагулянтную ак-
тивность интактного природного FVIII. В дополнительном варианте осуществления настоящего изобре-
тения гибридный белок CFXTEN проявляет сниженное на по меньшей мере 5%, или сниженное на по 



041874 

- 114 - 

меньшей мере 10%, или сниженное на по меньшей мере 15%, или сниженное на по меньшей мере 20%, 
или сниженное на по меньшей мере 25%, или сниженное на по меньшей мере 40%, или сниженное на по 
меньшей мере 50%, или сниженное на по меньшей мере 60%, или сниженное на по меньшей мере 70%, 
или по меньшей мере 80% сниженное связывание с анти-FVIII антителом, которое способствует дегра-
дации FVIII. В предыдущих вариантах осуществления настоящего изобретения по данному пункту сни-
женное связывание анти-FVIII антитела, альтернативно, определяют с помощью увеличенного значения 
KD антитела FVIII с гибридным белком, по сравнению с FVIII на по меньшей мере в два раза, или в три 
раза, или в четыре раза, или в пять раз, или в 10 раз, или 33 раза, или в 100 раз, или в 330 раз, или по 
меньшей мере в 1000 раз, по сравнению со связыванием с соответствующим FVIII, не связанным с 
XTEN. В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения гибридные белки CFXTEN, кото-
рые содержат один или несколько XTEN, демонстрирующих сниженную реактивность по отношению к 
анти-FVIII антителу, проявляет увеличенное конечное время полужизни при введении субъекту с анти-
FVIII антителами на по меньшей мере 48 ч, или по меньшей мере 72 ч, или по меньшей мере 96 ч, или по 
меньшей мере 120 ч, или по меньшей мере 144 ч, или по меньшей мере 14 дней, или по меньшей мере 21 
день, по сравнению с FVIII, не связанным с XTEN. В вышеприведенном варианте осуществления на-
стоящего изобретения субъект может быть субъектом-человеком с гемофилией A или он может быть 
субъектом-мышью с гемофилией A с циркулирующими анти-FVIII антителами. 

Другой аспект настоящего изобретения представляет собой использование гибридного белка CFX-
TEN в случае специфической терапии коагулопатии у субъекта с ингибитором FVIII. Настоящее изобре-
тение обеспечивает способ лечения субъекта с циркулирующим FVIII ингибитором(ами), который вклю-
чает этап введения субъекту эффективного для свертывания количества гибридного белка CFXTEN, при 
том, что гибридный белок проявляет более высокую прокоагулянтную активность и/или эффективный 
для свертывания концентрации при более длительной продолжительности, по сравнению с либо соответ-
ствующим фактором VIII, не связанным с XTEN, либо, по сравнению с природным фактором VIII, вво-
дят субъекту с использованием аналогичного количества и пути введения. В отдельном варианте осуще-
ствления способа ингибитор FVIII у субъекта представляет собой анти-FVIII антитело. В дополнитель-
ном варианте осуществления настоящего изобретения ингибитор FVIII представляет собой нейтрали-
зующее анти-FVIII антитело. В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения ингибитор 
FVIII представляет собой анти-FVIII антитело, которое связано с доменом A1 FVIII. В дополнительном 
варианте осуществления настоящего изобретения ингибитор FVIII представляет собой анти-FVIII анти-
тело, которое связано с доменом A2 FVIII. В дополнительном варианте осуществления настоящего изо-
бретения ингибитор FVIII представляет собой анти-FVIII антитело, которое связано с доменом A3 FVIII. 
В дополнительном варианте осуществления настоящего изобретения ингибитор FVIII представляет со-
бой анти-FVIII антитело, которое связано с доменом C1 FVIII. В дополнительном варианте осуществле-
ния настоящего изобретения ингибитор FVIII представляет собой анти-FVIII антитело, которое связано с 
доменом C2 FVIII. В дополнительном варианте осуществления настоящего изобретения ингибитор FVIII 
представляет собой анти-FVIII антитело, которое связано и с доменом C2, и с доменом A2 FVIII. В до-
полнительном варианте осуществления настоящего изобретения ингибитор FVIII связано с эпитопом 
FVIII, способным связываться одним или несколькими антителами из табл. 10. В дополнительном вари-
анте осуществления настоящего изобретения ингибитор FVIII представляет собой поликлональное анти-
тело субъекта с гемофилией A с антителами ингибитора FVIII. 

Задачей настоящего изобретения является создание CFXTEN с XTEN, вводимыми для того, чтобы 
максимилизировать стерическое вмешательство средств связывания FVIII, которые в противном случае 
связываются с FVIII и нейтрализуют прокоагулянтную активность или приводят к выведению или дегра-
дации FVIII. Соответственно, в отдельном подходе настоящее изобретение обеспечивает CFXTEN, кото-
рый содержит один или несколько XTEN, при том, что XTEN вводят близко к связывающему сайту ин-
гибитора FVIII или анти-FVIII антитела. В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения 
XTEN связан с FVIII в локализации, выбранной из табл. 5, табл. 6, табл. 7, табл. 8 и табл. 9, которая на-
ходится в пределах около 50, или около 100, или около 150, или около 200, или около 250 или около 300 
аминокислот эпитопа FVIII, который связан с антителом из табл. 10. В дополнительном варианте осуще-
ствления настоящего изобретения XTEN связан с FVIII в пределах около 50, или около 100, или около 
150, или около 200, или около 250, или около 300 аминокислот эпитопа FVIII в домене A2 или C2, кото-
рый связан с антителом из табл. 10. Соответственно, настоящее изобретение обеспечивает гибридные 
белки CFXTEN, которые содержат один или несколько XTEN, при том, что связывание ингибиторов 
FVIII с компонентом FVIII гибридного белка снижено, по сравнению с соответствующим FVIII, не свя-
занным с XTEN, или с природным FVIII и CFXTEN, сохраняющим прокоагулянтную активность. В пре-
дыдущих вариантах осуществления настоящего изобретения, описанных выше в этом абзаце, гибридные 
белки могут быть проанализированы с помощью анализов, описанных в данном документе ниже, анали-
зов примеров, или других анализов, известных в данной области техники, а ингибиторы могут представ-
лять собой антитело из табл. 10, могут быть поликлональными анти-FVIII, или могут представлять собой 
кровь или плазму субъекта с гемофилией A с ингибиторами FVIII. 

В дополнительных аспектах CFXTEN создают для того, чтобы максимилизировать области, по ко-
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торым XTEN может принимать случайные спиральные конформации, покрывающие гибридный белок, 
что, таким образом, приводит к стерическому затруднению в случае анти-FVIII антител, которые в про-
тивном случае связывают эпитопы в компонентах FVIII гибридного белка. Считается, что включение 
нескольких XTEN в CFXTEN обеспечивает больший общий гидродинамический радиус компонента 
XTEN, по сравнению с CFXTEN, с меньшим XTEN, который, к тому же, имеет приблизительно такое же 
общее количество аминокислот XTEN. Эмпирически, гидродинамический радиус в случае протеина рас-
считывают, основываясь на гель-проникающей хроматографии, а результаты некоторых гибридных бел-
ков с использованием подобных способов описаны в примерах. Кроме того, радиус полипептидов XTEN, 
таких как входящие в варианты осуществления настоящего изобретения, раскрытые в данном документе, 
может быть аппроксимированы с помощью математических формул, поскольку ограниченные типы ис-
пользуемых аминокислот имеют известные характеристики, которые могут быть определены количест-
венно. В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения максимальный радиус отдельного 
полипептида XTEN рассчитывают (в дальнейшем "радиус XTEN") в соответствии с формулой, приве-
денной в уравнении II: 

 
В дополнительном варианте осуществления настоящего изобретения сумма максимума радиусов 

XTEN всех сегментов XTEN в CFXTEN рассчитывают (в дальнейшем "сумма радиусов XTEN") в соот-
ветствии с формулой, приведенной в уравнении III: 

 
где n = количество сегментов XTEN и 
i представляет собой итератор. 
В дополнительном варианте осуществления настоящего изобретения отношение суммы радиусов 

XTEN CFXTEN, который содержит несколько XTEN, в которых радиус XTEN в случае уникальных 
XTEN имеет эквивалентную длину (в общем количестве аминокислотных остатков, что и в CFXTEN) 
рассчитывают (в дальнейшем "отношение радиусов XTEN") в соответствии с формулой, приведенной в 
уравнении IV: 

 
где n = количество сегментов XTEN и 
i представляет собой итератор. 
При применении уравнений к XTEN, любому специалисту в данной области техники будет понят-

но, что вычисленные значения представляют собой максимальные значения, которые могут изменяться 
или уменьшаться в зависимости от клетки-хозяина, используемой для экспрессии полипептида XTEN. 
Считается, что если экспрессия E. coli может привести к XTEN, который достигает расчетных значений, 
экспрессия в эукариотических клетках-хозяевах, в которых XTEN может быть гликозилирован, может 
привести к радиусу полипептида меньше максимальной рассчитанной величины. Такие различия могут 
быть определены количественно с помощью таких способов, как гель-проникающая хроматография, спо-
собы которого детально описаны в примерах. 

Для того, чтобы построить CFTEN, который максимизирует площадь, в рамках которой XTEN мо-
жет принимать случайные спиральные конформации, было обнаружено, что структуры CFXTEN с отно-
шением радиусов XTEN выше 2 обеспечивают больший охват по гибридному белку, чем структуры со 
значениями <2. Соответственно, в отдельном варианте осуществления настоящее изобретение обеспечи-
вает CFXTEN, в котором отношение радиусов XTEN составляет по меньшей мере 2,0, или 2,1, или 2,2, 
или 2,3, или 2,4, или 2,5, или 2,6, или 2,7, или 2,8, или 2,9, или 3,0, или 3,1, или 3,2, или 3,3, или 3,4, или 
3,5 или больше. В отдельных вариантах осуществления настоящее изобретение обеспечивает CFXTEN, в 
котором отношение радиусов XTEN составляет по меньшей мере 2,0-3,5 или выше, содержит по мень-
шей мере три XTEN, с каждым XTEN, который имеет по меньшей мере от 42 до около 288 аминокислот, 
при том, что по меньшей мере два XTEN связаны с гибридным белком с расстоянием между двумя 
XTEN не менее около 100, или около 200, или около 300, или около 400, или около 500 аминокислот. В 
дополнительных вариантах осуществления настоящее изобретение обеспечивает CFXTEN, в котором 
отношение радиусов XTEN составляет по меньшей мере 2,0-3,5 или выше, содержит по меньшей мере 
четыре XTEN, с каждым XTEN, который имеет по меньшей мере от 42 до около 288 аминокислот, при 
том, что по меньшей мере три XTEN связаны с гибридным белком с расстоянием между любыми двумя 
из трех XTEN не менее около 100, или около 200, или около 300, или около 400 аминокислот. 

В дополнительном варианте осуществления настоящее изобретение обеспечивает CFXTEN, в кото-
ром отношение радиусов XTEN составляет по меньшей мере 2,0-3,5 или больше, CFXTEN содержит по 
меньшей мере три XTEN, с каждым XTEN, который имеет по меньшей мере от 42 до около 288 амино-
кислот, при том, что по меньшей мере два из трех XTEN, связанных с гибридным белком, разделяют 
аминокислотной последовательностью из по меньшей мере 100, или около 200, или около 300 до около 
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400 аминокислот, и третьем XTEN, связанным в домене B (или его фрагменте) или в пределах домена C 
(или их концами). В дополнительном варианте осуществления настоящее изобретение обеспечивает 
CFXTEN, в котором отношение радиусов XTEN составляет по меньшей мере 2,0-3,5 или больше, CFX-
TEN содержит по меньшей мере четыре XTEN, с каждый XTEN, который имеет по меньшей мере от 42 
до около 288 аминокислот и, при том, что по меньшей мере три из четырех XTEN, связанных с гибрид-
ным белком, разделяют аминокислотной последовательностью из по меньшей мере от 300 до около 400 
аминокислот, а четвертый XTEN связан в домене B (или его фрагменте) или в пределах домена C (или их 
концов). 

В других вариантах осуществления настоящее изобретение обеспечивает CFXTEN, в котором от-
ношение радиусов XTEN составляет по меньшей мере 2,0-3,5 или больше, CFXTEN содержит по мень-
шей мере пять XTEN, с четырьмя XTEN, которые имеют по меньшей мере от 42 до около 144 аминокис-
лот, при том, что по меньшей мере четыре XTEN связаны с гибридным белком с расстоянием между лю-
быми двумя из четырех XTEN не менее около 100, 200, или около 300, или около 400 аминокислот, а 
пятый XTEN связан в домене B (или его фрагменте) или в пределах домена C (или их концов). В отдель-
ном варианте осуществления настоящее изобретение обеспечивает CFXTEN, в котором отношение ра-
диусов XTEN составляет по меньшей мере 2,0-3,5 или больше, CFXTEN содержит по меньшей мере пять 
XTEN с четырьмя XTEN, которые имеют по меньшей мере от 42 до около 144 аминокислот, при том, что 
по меньшей мере три XTEN, связанные с гибридным белком, разделены аминокислотной последователь-
ностью из по меньшей мере от 300 до около 400 аминокислот, четвертый XTEN связан в домене B (или 
его фрагменте), а пятый XTEN связан в пределах домена C (или их концов). 

В отдельном аспекте, настоящее изобретение обеспечивает CFXTEN, в котором отношение радиу-
сов XTEN составляет по меньшей мере 2,0, или 2,1, или 2,2, или 2,3, или 2,4, или 2,5, или 2,6, или 2,7, или 
2,8, или 2,9, или 3,0, или 3,1, или 3,2, или 3,3, или 3,4, или 3,5 или больше, а композиция не содержит 
определенных последовательностей. В отдельном варианте осуществления вышеизложенного, настоящее 
изобретение обеспечивает CFXTEN, в котором отношение радиусов XTEN составляет по меньшей мере 
2,0-3,5 или больше, при условии, что гибридный белок не содержит последовательность из любой из 
табл. 50 или табл. 51. В дополнительном варианте осуществления вышеизложенного настоящее изобре-
тение обеспечивает CFXTEN, в котором отношение радиусов XTEN составляет по меньшей мере 2,0-3,5 
или больше при условии, что гибридный белок не содержит последовательность, которая имеет семейст-
во AG последовательностей XTEN. В дополнительном варианте осуществления вышеизложенного, на-
стоящее изобретение обеспечивает CFXTEN, в котором отношение радиусов XTEN составляет по мень-
шей мере 2,0-3,5 или больше при условии, что гибридный белок не содержит последовательность, вы-

бранную из  
 В дополнительном варианте осуществления вышеизложен-

ного, настоящее изобретение обеспечивает CFXTEN, в котором отношение радиусов XTEN составляет 
по меньшей мере 2,0-3,5 или больше при условии, что гибридный белок не содержит любую из последо-
вательностей, выбранных из  

 и 

 
В дополнительном варианте осуществления вышеизложенного, настоящее изобретение обеспечива-

ет CFXTEN, в котором отношение радиусов XTEN составляет по меньшей мере 2,0-3,5 или больше при 
условии, что гибридный белок не содержит последовательность, выбранную из 

 или 

 
В дополнительном варианте осуществления вышеизложенного, настоящее изобретение обеспечива-

ет CFXTEN, в котором отношение радиусов XTEN составляет по меньшей мере 2,0-3,5 или больше при 
условии, что гибридный белок не содержит последовательность XTEN, состоящей из 
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 или 

 
В отдельном аспекте, настоящее изобретение обеспечивает способы создания CFXTEN с XTEN, 

вводимым для того, чтобы максимилизировать стерическое нарушение средства связывания FVIII, кото-
рые в противном случае могут связываться с FVIII и нейтрализуют прокоагулянтную активность или 
приводят к выведению или деградации FVIII. Соответственно, в отдельном варианте осуществления на-
стоящее изобретение обеспечивает способ, который включает этапы выбора последовательности FVIII с 
по меньшей мере 90% идентичности последовательности с последовательностью из табл. 1, выбирают 
три или более XTEN из табл. 4, в которых отношение радиусов XTEN составляет по меньшей мере 2,0, 
или 2,1, или 2,2, или 2,3, или 2,4, или 2,5, или 2,6, или 2,7, или 2,8, или 2,9, или 3,0, или 3,1, или 3,2, или 
3,3, или 3,4, или 3,5 или больше, создают экспрессирующие конструкции, разработанные для обнаруже-
ния указанного XTEN в, или близкий к, локализации, выбранной из табл. 5, табл. 6, табл. 7, табл. 8 и 
табл. 9, при том, что три или более XTEN имеют по меньшей мере от 300 до 400 аминокислот, экспрес-
сируют и извлекают получаемые CFXTEN, и анализируют получаемые гибридные белки в анализе, опи-
санном в данном документе для того, чтобы подтвердить сниженное связывание гибридного белка CFX-
TEN. С помощью патентоспособного способа CFXTEN проявляет сниженное на по меньшей мере 5%, 
или сниженное на по меньшей мере 10%, или сниженное на по меньшей мере 15%, или сниженное на по 
меньшей мере 20%, или сниженное на по меньшей мере 25%, или сниженное на по меньшей мере 40%, 
или сниженное на по меньшей мере 50%, или сниженное на по меньшей мере 60%, или сниженное на по 
меньшей мере 70%, или сниженное на по меньшей мере 80% связывание со средством связывания FVIII, 
которое содержит, но без ограничения ими, антитела из табл. 10 и проявляет прокоагулянтную актив-
ность. 

5. Конформации гибридного белка CFXTEN со спейсером и расщепленными последовательностя-
ми. 

В дополнительных аспектах настоящее изобретение обеспечивает CFXTEN, сконфигурированный с 
одной или несколькими спейсерными последовательностями, встроенными в, или соседние к, XTEN, 
который является разработанным для встраивания или повышения композициям функциональности или 
свойства, или в качестве вспомогательного средства при сборке или производстве композиций гибридно-
го белка. Подобные свойства содержат, но без ограничения ими, включение последовательности(ей) 
расщепления для того, чтобы позволить секретирование компонентов, включение аминокислот, совмес-
тимых с нуклеотидом сайтов рестрикции для того, чтобы позволить связывание XTEN-кодирующих нук-
леиновых кислот к FVIII-кодирующим нуклеиновым кислотам или чтобы облегчить построение экспрес-
сирующих векторов и линкеров, созданных для снижения стерического затруднения в областях гибрид-
ного белка CFXTEN. 

В одном варианте осуществления настоящего изобретения спейсерная область может быть введена 
между последовательностью XTEN и компонентом FVIII для уменьшения стерическое затруднение так, 
что компонент FVIII может принимать его необходимую третичную структуру и/или взаимодействовать, 
соответственно, с его целевым субстратом или энзимом обработки. Для спейсеров и способов определе-
ния желательных спейсеров, смотри, например, George, et al. (2003) Protein Engineering 15:871-879, в ча-
стности, встроенный в данный документ в виде ссылок. В отдельном варианте осуществления настояще-
го изобретения спейсер содержит одну или несколько пептидных последовательностей, которые состав-
ляют от 1 до 50 аминокислотных остатков в длину, или от около 1 до 25 остатков, или от около 1 до 10 
остатков в длину. Спейсерные последовательности, за исключением сайтов расщепления, могут содер-
жать любую из 20 природных L аминокислот, и предпочтительно имеют XTEN-подобное свойства в том, 
что большая часть остатков будет гидрофильными аминокислотами, которые являются стерически неза-
трудненными, такими как, но без ограничения ими, глицин (G), аланин (A), серин (S), треонин (T), глу-
тамат (E), пролин (P) и аспартат (D). Спейсер может быть уникальным остатком глицина, полиглицинов 
или полиаланинов, или преимущественно представляет собой смесь комбинаций глицина, серина и ос-
татков аланина. В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения спейсерная область, за 
исключением аминокислот расщепленного сайта, имеет от около 1 до 10 аминокислот, которые состоят 
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из аминокислот, выбранных из глицина (G), аланина (A), серина (S), треонина (T), глутамата (E) и про-
лина (P), и, по существу, лишены вторичной структуры; например, менее около 10%, или менее около 
5%, что определяют с помощью алгоритма Chou-Fasman и/или GOR. В отдельном варианте осуществле-
ния настоящего изобретения спейсерная область представляет собой GPEGPS (SEQ ID NO: 1612). В до-
полнительном варианте осуществления настоящего изобретения спейсерная область представляет собой 
GPEGPS (SEQ ID NO: 1612), связанный с последовательностью расщепления из табл. 12. Кроме того, 
спейсерные последовательности создают для того, чтобы избежать введения T-клеточных эпитопов, ко-
торое могут достигать, в частности, с помощью предотвращения или ограничения количества гидрофоб-
ных аминокислот используемых в спейсере; определение эпитопов описано выше и в примерах. 

В конкретном варианте осуществления гибридный белок CFXTEN содержит одну или несколько 
спейсерных последовательностей, связанных в области(ях) соединения между последовательностью 
FVIII с полезной нагрузкой и одним или несколькими XTEN, встроенными в гибридный белок, при том, 
что спейсерные последовательности составляют аминокислоты, которые являются совместимыми с нук-
леиновыми кислотами, кодирующими сайты рестрикции. В дополнительном варианте осуществления 
настоящего изобретения гибридный белок CFXTEN содержит одну или несколько спейсерных последо-
вательностей, связанные в области(ях) соединения между последовательностью FVIII с полезной нагруз-
кой и еще один XTEN, встроенный в гибридный белок, при том, что спейсерные последовательности 
содержат аминокислоты, которые являются совместимыми с нуклеиновыми кислотами, кодирующими 
сайты рестрикции и аминокислоты, и еще одни аминокислоты спейсерной области выбирают из глицина 
(G), аланина (A), серина (S), треонина (T), глутамата (E) и пролина (P). В дополнительном варианте осу-
ществления настоящего изобретения гибридный белок CFXTEN содержит одну или несколько спейсер-
ных последовательностей, связанные в области(ях) соединения между последовательностью FVIII с по-
лезной нагрузкой и еще одним XTEN, встроенным в гибридный белок, при том, что спейсерные последо-
вательности содержат аминокислоты, которые являются совместимыми с нуклеиновыми кислотами, ко-
дирующими сайты рестрикции, а еще одну спейсерную последовательность выбирают из последователь-
ностей из табл. 11. Точную последовательность каждой спейсерной области выбирают так, чтобы была 
совместимой с сайтами клонирования в экспрессирующих векторах, которые используют для исключи-
тельной конструкции CFXTEN. В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения спейсер-
ная область имеет свойства, совместимые с XTEN. В отдельном варианте осуществления настоящего 
изобретения спейсерная область представляет собой GAGSPGAETA (SEQ ID NO: 178). В случае после-
довательностей XTEN, которые включены во внутрь по отношению к последовательности FVIII, каждый 
XTEN, как правило, будет в окружении двух спейсерных последовательностей, которые содержат ами-
нокислоты, совместимые с сайтами рестрикции, в то время как XTEN, связанный с N- или C-концом, мог 
бы только требовать уникальной спейсерной области в области соединения двух, а другой на противопо-
ложном конце для включения в векторе. Как должно быть очевидно любому специалисту в данной об-
ласти техники, спейсерные последовательности, которые содержат аминокислоты, совместимые с сайта-
ми рестрикции, которые являются внутренними по отношению к FVIII, могут быть исключены из конст-
рукции, если полный ген CFXTEN получают синтетически. 

Таблица 11 
Спейсерные последовательности, совместимые с сайтами рестрикции 

 
В дополнительных аспектах настоящее изобретение обеспечивает конформации CFXTEN с расще-

пленными последовательностями, встроенными в спейсерные последовательности. В отдельных вариан-
тах осуществления настоящего изобретения спейсерные последовательности в композиции гибридного 
белка CFXTEN содержат одну или несколько расщепленных последовательностей, которые являются 
идентичными или различными, при том, что последовательность расщепления может действовать в со-
ответствии с протеазой, как показано в фиг. 12, для того, чтобы секретировать FVIII, компонент FVIII 
(например, домен B) или последовательность(и) XTEN из гибридного белка. В отдельном варианте осу-
ществления настоящего изобретения включение последовательности расщепления в CFXTEN получают 
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для того, чтобы позволить секретироваться компоненту FVIII, который становится активным или более 
активным (по отношению к своей способности служить в качестве мембранного участка связывания для 
факторов IXa и X) после его секретирования из XTEN. В вышеприведенном варианте осуществления 
настоящего изобретения прокоагулянтная активность компонента FVIII CFXTEN увеличивается после 
расщепления на по меньшей мере 30%, или по меньшей мере 40%, или по меньшей мере 50%, или по 
меньшей мере 60%, или по меньшей мере 70%, или по меньшей мере 80%, или по меньшей мере 90%, по 
сравнению с интактным CFXTEN. Расщепленные последовательности расположены достаточно близко 
по отношению к последовательностям FVIII, как правило, в пределах 18, или в пределах 12, или в преде-
лах 6, или в пределах 2 аминокислотных последовательностей FVIII, так, что любые оставшиеся остатки, 
связанные с FVIII, после расщепления заметно не влияют на активность (например, такую, как связыва-
ние с протеином свертывания крови) FVIII, еще обеспечивают достаточный доступ к протеазе, чтобы 
иметь возможность осуществить расщепление последовательности расщепления. В отдельных случаях, 
CFXTEN, который содержит расщепленные последовательности, также будет иметь одну или несколько 
аминокислот спейсерной области между FVIII и последовательностью расщепления или XTEN и после-
довательностью расщепления для облегчения доступа протеазы; аминокислоты спейсера содержат лю-
бую природную аминокислоту, которая содержит глицин, серин и аланин в качестве предпочтительных 
аминокислот. В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения расщепленный сайт пред-
ставляет собой последовательность, которая может быть расщеплена с помощью протеазы, эндогенной 
для субъекта-млекопитающего, так что CFXTEN может быть расщеплен после введения субъекту. В по-
добном случае, CFXTEN может служить в качестве пролекарства или циркулирующего депо FVIII. В 
конкретной конструкции вышеуказанного, CFXTEN мог бы иметь один или два XTEN, связанных с N- 
и/или C-концом FVIII-BDD посредством последовательности расщепления, которые могут действовать с 
помощью активированного фактора свертывания, и будут иметь дополнительный XTEN, расположенный 
между обработанными аминокислотами в положениях R740 и R1689, так, что XTEN может быть высво-
божденным, покидая форму FVIII, схожую с природным активированным FVIII. В отдельном варианте 
осуществления вышеизложенной конструкции, FVIII, который представляет собой высвобожденный из 
гибридного белка с помощью расщепления последовательности расщепления, проявляет повышение ак-
тивности по меньшей мере в около два раза, или по меньшей мере в около три раза, или по меньшей мере 
в около четыре раза, или по меньшей мере в около пять раз, или по меньшей мере в около шесть раз, или 
по меньшей мере в около восемь раз, или по меньшей мере в около десять раз, или по меньшей мере в 
около 20 раз, по сравнению с интактным гибридным белком CFXTEN. 

Примеры сайтов расщепления, рассматриваемых в настоящем изобретении, содержат, но без огра-
ничения ими, полипептидную последовательность расщепляемую с помощью эндогенной протеазы мле-
копитающих, выбранной из FXIa, FXIIa, калликреина, FVIIIa, FVIIIa, FXa, FIIa (тромбина), эластазы-2, 
гранзима B, MMP-12, MMP-13, MMP-17 или MMP-20 или с помощью протеаз немлекопитающего, таких 

как TEV, энтерокиназа, протеаза PreScission (протеаза риновируса 3C) и сортаза A. Последовательно-
сти, как известно, расщепляются ранее описанными протеазами и другими, известными в данной области 
техники. Иллюстративные расщепленные последовательности, рассматриваемые в настоящем изобрете-
нии, и соответствующие вырезанные сайты в пределах последовательностей, представлены в табл. 12, 
также как и варианты их последовательностей. В случае CFXTEN, который содержит встроенную после-
довательность(и) расщепления, как правило, является предпочтительным то, что одна или несколько 
расщепленных последовательностей представляют собой субстраты активированных протеинов сверты-
вания. Например, тромбин (активированный фактор свертывания II) оказывает действие на последова-
тельность LTPRSLLV (SEQ ID NO: 1618) [Rawlings N.D., et al. (2008) Nucleic Acids Res., 36: D320], кото-
рую обрезают в последовательности после аргинина в положении 4. Активный FIIa получают с помощью 
расщепления FII с помощью FXa в присутствии фосфолипидов и кальция и далее в процессе пути свер-
тывания от фактора VIII. После активации, ее природная роль в свертывании заключается в расщеплении 
фибриногена, который, затем, в свою очередь, начинает образование тромба. Активность FIIa жестко 
контролируется и происходит только если коагуляция является необходимой для правильного гемостаза. 
С помощью включения последовательности LTPRSLLV (SEQ ID NO: 1618) в CFXTEN между, и связы-
вая, компоненты FVIII и XTEN, XTEN удаляют из смежного FVIII одновременно с активацией либо 
внешнего, либо внутреннего путей свертывания, если свертывание является необходимым физиологиче-
ски, тем самым избирательно высвобождая FVIII. В дополнительном варианте осуществления настоящее 
изобретение обеспечивает CFXTEN со встроенными расщепленными последовательности FXIa между 
компонентом(ами) FVIII и XTEN, которые действуют только с момента инициации внутренней системы 
свертывания, при том, что прокоагулирующую форму FVIII высвобождают из XTEN с помощью FXIa 
для участия в каскаде свертывания. Не желая быть связанными никакой конкретной теорией, считается, 
что CFXTEN вышеуказанного варианта осуществления может изолировать FVIII от других факторов 
свертывания, за исключением тех, что в пределах сайта активного свертывания, таким образом, позволяя 
большие дозы (и, таким образом, более продолжительные интервалы дозирования) с минимальными 
проблемами безопасности. 

Таким образом, расщепленные последовательности, прежде всего восприимчивые к активирован-
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ным прокоагулянтом протеинам свертывания, приведенные в табл. 12, предназначены для пролонгиро-
ванного высвобождения FVIII, который, в отдельных вариантах осуществления CFXTEN, может обеспе-
чить более высокую степень активности компонента FVIII, высвобожденного из интактной формы CFX-
TEN, а также дополнительный запас безопасности в случае высоких доз CFXTEN, вводимых субъекту. В 
отдельном варианте осуществления настоящее изобретение обеспечивает CFXTEN, который содержит 
одну или несколько расщепленных последовательностей, функционально расположенных для того, что-
бы секретировать при расщеплении FVIII из гибридного белка, при том, что одна или несколько расщеп-
ленных последовательностей имеют по меньшей мере около 86%, или по меньшей мере около 92%, или 
100% идентичности последовательности с последовательностью, выбранной из табл. 12. В отдельных 
вариантах осуществления настоящего изобретения только две или три аминокислоты, располагающиеся 
по обе стороны от места разреза (в общем от четырех до шести аминокислот), включены в последова-
тельность расщепления, которую, в свою очередь, встраивают в CFXTEN вариантов осуществления на-
стоящего изобретения обеспечивая, например, сайты секретирования XTEN. В дополнительных вариан-
тах осуществления настоящего изобретения встроенная последовательность расщепления из табл. 12 
может иметь одну или несколько делеций или вставок, или одну, или две, или три аминокислотные заме-
ны в случае любой одной, или двух, или трех аминокислот в известной последовательности, при том, что 
делеции, вставки или замены приводят к сниженной или улучшенной чувствительности, но не без отсут-
ствия чувствительности к протеазе, что приводит к способности адаптировать скорость секретирования 
FVIII из XTEN. Иллюстративные замены в пределах расщепленных последовательностей, которые ис-
пользуют в CFXTEN по настоящему изобретению, показаны в табл. 12. 

Таблица 12 
Последовательности, расщепленные протеазой 

 

 
↓обозначает сайт расщепления. 
НД: нет данных. 
перечень нескольких аминокислоты до, между или после косой черты ука-
зывают на альтернативные аминокислоты, которые могут быть замещены в 
положении; 
"-" обозначают, что любая аминокислота может быть заменена соответст-
вующей аминокислотой, указанной в средней колонке. 

6. Иллюстративные последовательности гибридного белка CFXTEN. 
Неограничивающие примеры последовательностей гибридных белков, которые содержат уникаль-

ный FVIII, связанный с одним или несколькими XTEN, представлены в табл. 21. Иллюстративные ами-
нокислотные последовательности из табл. 21 (и последовательности DNA, которые кодируют их) содер-
жит его метки с целью очистки, которые, что должно быть очевидно специалистам в данной области 
техники, могут быть удалены из последовательности, которая имеет влияние на прокоагулянтную актив-
ность гибридного белка CFXTEN. В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения CFX-
TEN из табл. 21 дополнительно содержит аминокислоты на N-конце соответствующего им природного 
FVIII человека (а именно, последовательность MQIELSTCFFLCLLRFCFS (SEQ ID NO: 1611)), чтобы 
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помочь в экспрессии и секретировании гибридного белка CFXTEN. В отдельном варианте осуществле-
ния настоящего изобретения композиция CFXTEN содержит гибридный белок, который имеет по мень-
шей мере около 80% идентичности последовательности, по сравнению с CFXTEN из табл. 21, альтерна-
тивно, по меньшей мере около 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% или около 100% идентичности последовательности, по сравнению с 
CFXTEN из табл. 21, при оптимальном выравнивании. В дополнительном варианте осуществления на-
стоящего изобретения композиция CFXTEN содержит гибридный белок из табл. 21, в котором удалена 
C-концевая последовательность his-his-his-his-his-his (SEQ ID NO: 1700). Несмотря на это, настоящее 
изобретение также предусматривает замену любой последовательности FVIII из табл. 1 на компонент 
FVIII CFXTEN из табл. 21, и/или замену любой последовательности любой из табл. 3, 4 и 13-17 на ком-
понент XTEN CFXTEN из табл. 21. Как правило, получаемый CFXTEN вышеуказанных примеров сохра-
няет по меньшей мере часть прокоагулянтной активности соответствующего FVIII, не связанного с 
XTEN. В изложенных выше гибридных белках, описанных выше в этом абзаце, гибридный белок CFX-
TEN может дополнительно составлять одну или несколько расщепленных последовательностей; напри-
мер, последовательность из табл. 12, последовательность расщепления располагается между FVIII и по-
следовательностями XTEN, или между соседними доменами FVIII, связанными XTEN. В отдельных ва-
риантах осуществления настоящего изобретения который содержит последовательность(и) расщепления, 
интактная композиция CFXTEN имеет меньшую активность, но более продолжительное время полужиз-
ни в ее интактной форме, по сравнению с соответствующим FVIII, не связанным с XTEN, но выполнен 
таким образом, что при введении в организм субъекта, компонент FVIII постепенно высвобождается из 
слитого белка путем расщепления в последовательности(ях) расщепления с помощью эндогенных проте-
аз, после чего компонент FVIII проявляет прокоагулянтную активность. 

Композиции CFXTEN вариантов осуществления настоящего изобретения могут оценивать на ак-
тивность с использованием анализов или in vivo параметров, как описано в данном документе (например, 
in vitro анализы коагулирующей активности, анализы из табл. 49 или фармакодинамическое влияние на 
преклиническую модель гемофилии в клинических испытаниях на людях с использованием таких спосо-
бов, как описано в примерах или других способов, известных в данной области техники для оценки ак-
тивности FVIII), чтобы определить пригодность конфигурации или варианта последовательности факто-
ра FVIII, и тех композиций CFXTEN (которые содержатся после расщепления любых встроенных XTEN-
высвобождающих сайтов расщепления), которые сохраняют по меньшей мере около 30%, или около 
40%, или около 50%, или около 55%, или около 60%, или около 70%, или около 80%, или около 90%, или 
около 95% или более активности, по сравнению с природной последовательностью FVIII, считаются 
подходящими для использования при лечении FVIII, связанных с условиями. 

Свойства композиций CFXTEN по настоящему изобретению 

(a) Фармакокинетические свойства CFXTEN. 
Еще одной целью настоящего изобретения является обеспечение гибридных белков CFXTEN и 

фармацевтических композиций, которые содержат CFXTEN с улучшенными фармакокинетическими 
свойствами, по сравнению с FVIII, не связанным с XTEN. Фармакокинетические свойства FVIII, улуч-
шенные с помощью связывания данного XTEN с FVIII, содержат, но без ограничения ими, конечное 
время полужизни, площадь под кривой (AUC), Cmax, объем распределения, поддержание биологически 
активного CFXTEN выше минимальной эффективной концентрации в единице объема крови в течение 
более продолжительного периода времени, по сравнению с FVIII, не связанным с XTEN. Улучшенные 
свойства позволяют менее частое дозирование и/или более продолжительный прокоагулирующий эф-
фект, по сравнению с аналогичной дозой FVIII, не связанного с XTEN. Повышение одного или несколь-
ких из этих свойств может привести к преимуществам при лечении заболеваний, связанных с фактором 
VIII. 

Экзогенно вводимый фактор VIII, как сообщается, имеет конечное время полужизни у людей при-
близительно 12-14 ч, если образует комплекс с нормальным протеином фактора фон Виллебранда, в то 
время как при отсутствии фактора фон Виллебранда, время полужизни фактора VIII снижено до 2 ч 
(Tuddenham EG, et al., Br J Haematol. (1982) 52(2):259-267; Bjorkman, S., et al. Clin Pharmacokinet. (2001) 
40:815). В результате улучшенных свойств, обеспеченных XTEN, CFXTEN, если используют в дозе и 
режиме дозирования, определенных в качестве соответствующих для субъекта и его патологического 
состояния, может достигать циркулирующей концентрации, что приводит к нужному прокоагулянту или 
клиническому влиянию в течение длительного периода времени, по сравнению с аналогичной дозой со-
ответствующего FVIII, не связанного с XTEN. Как используется в данном документе, "аналогичная доза" 
означает дозу с моль-эквиваленты/кг или международные единицы/кг (МЕ/кг) в случае композиции, ко-
торую вводят субъекту. Следует иметь в виду в данной области техники, что "аналогичная доза" FVIII, 
не связанного с XTEN, будет представлять меньшую массу препарата, но будет иметь по существу, одни 
и те же ME или моль-эквиваленты CFXTEN в дозе. 

Международная единица ("IU") фактора VIII определена в данной области техники в качестве коа-
гулирующей активности, присутствующей в 1 мл нормальной человеческой плазмы. Нормальный, от-
дельный человек без гемофилии, как ожидается, имеет активность фактора VIII около 100 МЕ/дл. При 
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гемофилии A, необходимые для лечения дозы зависят от состояния. В случае незначительного кровоте-
чения, дозы природного или рекомбинантного фактора VIII от 20 до 40 МЕ/кг, как правило, вводят, по 
мере необходимости. В случае умеренного кровотечения, дозы от 30 до 60 МЕ/кг вводят по мере необхо-
димости, и в случае большого кровотечения, могут быть необходимы дозы от 80 до 100 МЕ/кг, с повтор-
ными дозами от 20 до 25 МЕ/кг, вводимыми каждые 8-12 ч, пока кровотечение не будет остановлено. 
Для профилактики кровотечений у пациентов с тяжелой формой гемофилии A, обычные дозы природных 
или рекомбинантных составов FVIII составляют от 20 до 40 МЕ/кг массы тела в интервалах от около 2 до 
3 дней. Стандартным уравнением для оценки соответствующей дозы композиции, содержащей фактор 
FVIII, является: 

Необходимые единицы = масса тела (кг) × желаемое повышение фактора VIII (МЕ/дл или % нормы) 

× 0,5 (МЕ/кг на МЕ/дл). 
Во многих случаях, терапевтические уровни FVIII у субъектов различных возрастов или степени 

заболевания былы разработаны и доступны в опубликованной литературе или указаны на этикетке ле-
карственного средства в случае одобренных продуктов, которые содержат FVIII. Например, Subcommit-
tee on Factor VIII and Factor IX of the Scientific and Standardization Committee of the International Society on 
Thrombosis and Haemostasis опубликовал, на интернет-сайте ISTH 29 ноября 2000, что наиболее широко 
используемый показатель гемофилии A устанавливается путем определения циркулирующих концентра-
ций уровней прокоагулянта FVIII в плазме крове, у людей с <1% (< 0,01 МЕ/мл) фактора VIII определя-
ют как тяжелую; 1-5% (0,01 - 0,05 МЕ/мл) как умеренной тяжести; и >5-40% (0,05 - <0,40 МЕ/мл) как 
легкую, при условии, что норма составляет 1 МЕ/мл фактора VIIIC (100%). Терапевтические уровни мо-
гут быть установлены для новых композиций, в том числе тех CFXTEN и фармацевтических компози-
ций, которые содержат CFXTEN раскрытия, с использованием стандартных способов. При практическом 
осуществлении настоящего изобретения следует понимать, что любая дозировка CFXTEN, которая явля-
ется эффективной, может быть использована для лечения случаев кровотечения или поддержания гемо-
стаза. Способы установления терапевтических уровней и схем дозирования в случае данной композиция 
известны специалистам в данной области техники (Смотри, например, Goodman & Gilman's The Pharma-
cological Basis of Therapeutics, 11th Edition, McGraw-Hill (2005)). Например, с помощью использования 
исследований с эскалацией дозы у субъектов с целевым заболеванием для определения эффективности 
или желательного фармакологического влияния, появление побочных эффектов и определение циркули-
рующих уровней крови, для данного лекарственного средства или биопрепарата могут определять тера-
певтические уровни в крови для данного субъекта или популяцию субъектов. Исследования с увеличени-
ем дозы могут оценивать активность CFXTEN посредством исследований у субъекта или группы субъек-
тов с гемофилией A. Исследования могут контролировать уровни прокоагулянта в крови, а также физио-
логические или клинические параметры, известные в данной области техники, или, как описано в данном 
документе, в случае одного или нескольких параметров, связанных с заболеванием, связанным с факто-
ром VIII, или клиническими параметрами, связанными с применимыми результатами, вместе с наблюде-
ниями и/или измеренными параметрами для определения недействующей дозы, неблагоприятных собы-
тий, минимально действующей дозы и подобного, вместе с измерением фармакокинетических парамет-
ров, которые устанавливает определенные или полученные циркулирующие уровни в крови. Результаты 
затем могут коррелировать с вводимой дозой и терапевтическими концентрациями в крови, которые сов-
падают с ранее определенными параметрами или эффективными уровнями. С помощью этих способов, 
диапазон доз и концентраций в крови может коррелировать с минимально действующей дозой, а также 
максимальной дозой и концентрацией в крови, при которой наблюдают и поддерживают нужный эффект 
или период, в течение которого он может быть обеспечен, тем самым создавая терапевтические уровни в 
крови и режим дозирования для композиции. Таким образом, с помощью вышеуказанных способов, ус-
танавливают в крови уровень Cmin, ниже которого гибридный белок CFXTEN не будет иметь нужный 
фармакологический эффект, и уровень Cmax в крови, выше которого могут происходить побочные эффек-
ты, такие как тромбоз (Brobrow, RS, JABFP (2005) 18(2):147-149), устанавливают терапевтическое окно 
для композиции. 

Специалист в данной области техники может, с помощью способов, описанных в данном докумен-
те, или других способов, известных в данной области, подтвердить, что вводимый CFXTEN остается на 
терапевтических уровнях в крови для поддержания гемостаза для требуемого интервала или требует 
корректировки в дозах, или длинах, или последовательностях XTEN. Дополнительно, определение соот-
ветствующей дозы и частоты приема для поддержания CFXTEN в пределах терапевтического окна уста-
навливает терапевтически эффективный режим дозирования; график введения нескольких последова-
тельных доз с использованием терапевтически эффективной дозы гибридного белка субъекту, который 
нуждается в этом, что приводит к последовательным пикам Cmax и/или самым низким точкам Cmin, кото-
рые остаются выше терапевтически-эффективных концентраций и приводят к улучшению по меньшей 
мере одного измеренного параметра, по сравнению с целевым состоянием. В отдельном варианте осуще-
ствления настоящего изобретения CFXTEN или фармацевтические композиции, которые содержат 
CFXTEN, вводимые в соответствующей дозе субъекту, приводят к концентрациям гибридного белка 
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CFXTEN в крови, которые остаются выше минимальной эффективной концентрации для поддержания 
гемостаза в течение по меньшей мере в около два раза более продолжительного периода, по сравнению с 
соответствующим FVIII, не связанным с XTEN, и вводят в сопоставимой дозе; альтернативно, по мень-
шей мере в около три раза дольше; альтернативно, по меньшей мере в около четыре раза дольше; альтер-
нативно, по меньшей мере в около пять раз дольше; альтернативно, по меньшей мере в около шесть раз 
дольше; альтернативно, по меньшей мере в около семь раз дольше; альтернативно, по меньшей мере в 
около восемь раз дольше; альтернативно, по меньшей мере в около девять раз дольше, альтернативно, по 
меньшей мере в около десять раз дольше, или по меньшей мере около двадцать или более раз более про-
должительно, по сравнению с соответствующим FVIII, не связанным с XTEN, и вводят в сопоставимой 
дозе. Как используется в данном документе, "соответствующая доза" означает дозу лекарственного сред-
ства или биопрепарата, который, при введении субъекту, может привести к желательному терапевтиче-
скому или фармакологическому влиянию (например, гемостазу) и/или концентрации в крови в пределах 
терапевтического окна. 

При практической реализации изобретения CFXTEN с более продолжительным конечным време-
нем полужизни являются, как правило, предпочтительными, с тем, чтобы повысить удобство для паци-
ента, для того, чтобы повысить интервал между дозами и снизить количество лекарственного средства, 
необходимое для того, чтобы достигнуть продолжительного эффекта. Улучшенный параметры PK до-
пускает сниженное дозирование заявленных композиций, по сравнению с FVIII, не связанным с XTEN, 
прежде всего в случае субъектов с гемофилией A, получающих стандартную профилактику. 

Как описано более подробно в примерах, которые относятся к фармакокинетическим характеристи-
кам гибридных белков, содержащих XTEN, было отмечено, что возрастание общей длины XTEN, от-
дельно или в комбинации, придает непропорциональное повышение конечного времени полужизни гиб-
ридного белка, который содержит XTEN. Соответственно, настоящее изобретение обеспечивает гибрид-
ные белки CFXTEN и фармацевтические композиции, которые содержат CFXTEN, при том, что CFXTEN 
при введении субъекту проявляет улучшенное время полужизни. В отдельных вариантах осуществления 
настоящее изобретение обеспечивает мономерные гибридные белки CFXTEN, которые содержат один 
или несколько XTEN, при том, что количество и расположение XTEN выбирают так, чтобы придать по-
вышенное конечного времени полужизни CFXTEN, введенному субъекту, по сравнению с соответст-
вующим FVIII, не связанным с XTEN, и вводят в сопоставимой дозе, при том, что повышение конечного 
времени полужизни, по сравнению с FVIII, не связанным с XTEN, составляет по меньшей мере в около 
два раза дольше, или по меньшей мере в около три раза, или по меньшей мере в около четыре раза, или 
по меньшей мере в около пять раз, или по меньшей мере в около шесть раз, или по меньшей мере в около 
семь раз, или по меньшей мере в около восемь раз, или по меньшей мере в около девять раз, или по 
меньшей мере в около десять раз, или по меньшей мере в около 15 раз, или по меньшей мере в 20 раз, 
или по меньшей мере в 40 раз или более. В дополнительных вариантах осуществления настоящее изо-
бретение обеспечивает композиции CXTEN и фармацевтические композиции, которые содержат 
CFXTEN, при том, что введение композиции субъекту, который нуждается в этом, приводит к конечному 
времени полужизни, которое представляет собой по меньшей мере на 12 ч больше, или по меньшей мере 
на около 24 ч больше, или по меньшей мере на около 48 ч больше, или по меньшей мере на около 96 ч 
больше, или по меньшей мере на около 144 ч больше, или по меньшей мере на около 7 дней больше, или 
по меньшей мере на около 14 дней больше, или по меньшей мере на около 21 день больше, по сравнению 
с аналогичной дозой FVIII, не связанного с XTEN. В дополнительном варианте осуществления настоя-
щего изобретения введение эффективной для свертывания дозы гибридного белка CFXTEN субъекту, 
который нуждается в этом, может привести к экономии времени между последовательными дозами, не-
обходимыми для поддержания уровней в крови около 0,1 МЕ/мл в течение по меньшей мере 48 ч, или по 
меньшей мере 72 ч, или по меньшей мере около 96 ч, или по меньшей мере около 120 ч, или по меньшей 
мере около 7 дней, или по меньшей мере около 14 дней, или по меньшей мере около 21 день между по-
следовательными дозами, по сравнению с FVIII, не связанным с XTEN, и вводят в сопоставимой дозе. 

В отдельном варианте осуществления настоящее изобретение обеспечивает гибридные белки CFX-
TEN и фармацевтические композиции, которые содержат CFXTEN, который проявляет, при введении 
субъекту, нуждающемуся в этом, повышение AUC на по меньшей мере около 50%, или по меньшей мере 
около 60%, или по меньшей мере около 70%, или по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере 
около 90%, или по меньшей мере около 100%, или по меньшей мере около 150%, или по меньшей мере 
около 200%, или по меньшей мере около 300%, или по меньшей мере около 500%, или по меньшей мере 
около 1000%, или по меньшей мере около 2000%, по сравнению с соответствующим FVIII, не связанным 
с XTEN, и вводят субъекту в сопоставимой дозе. Фармакокинетические параметры CFXTEN могут опре-
делять с помощью стандартных способов, которые содержат дозирование, взятия проб крови на опреде-
ленных промежутках времени, и анализирование белка с использованием ELISA, HPLC, радиоизотопный 
анализ, анализы коагулирующей активности, анализы из табл. 49, или другие способы, известные в дан-
ной области техники или, как описано в данном документе, с последующим стандартным расчетом дан-
ных для получения времени полужизни и другими параметрами PK. 

В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения более малое количество ME гибрид-
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ного белка в около два раза меньше, или в около три раза меньше, или в около четыре раза меньше, или в 
около пять раз меньше, или в около шесть раз меньше, или в около восемь раз меньше, или в около 10 
или более раз меньше вводят, по сравнению с соответствующим FVIII, не связанным с XTEN, при режи-
ме дозирования, необходимом для поддержания гемостаза, а гибридный белок достигает аналогичной 
площади под кривой, как в случае соответствующего количества ME FVIII, не связанного с XTEN, необ-
ходимого для поддержания гемостаза. В дополнительном варианте осуществления настоящего изобрете-
ния гибридный белок CFXTEN или фармацевтические композиции, которые содержат CFXTEN, требуют 
менее частое введение в случае стандартной профилактики субъекта с гемофилией A, при том, что дозу 
гибридного белка вводят примерно каждые четыре дней, примерно каждые семь дней, примерно каждые 
10 дней, примерно каждые 14 дней, примерно каждые 21 день, или примерно ежемесячно субъекту, а 
гибридный белок достигает аналогичной площади под кривой, как и соответствующий FVIII, не связан-
ный с XTEN, и вводят субъекту. В других вариантах осуществления настоящего изобретения накапли-
вающееся более малое количество ME гибридного белка, вводимого субъекту, на около 5%, или около 
10%, или около 20%, или около 40%, или около 50%, или около 60%, или около 70%, или около 80%, или 
около 90% меньше, по сравнению с соответствующим количеством ME FVIII, не связанного с XTEN, при 
режиме дозирования, необходимом для поддержания концентрации в крови 0,1 МЕ/мл, пока гибридный 
белок достигает по меньшей мере аналогичной площади под кривой, как и соответствующий FVIII, не 
связанный с XTEN. Накапливающееся более малое количество ME измеряют в течение периода по 
меньшей мере около одной недели, или около 14 дней, или около 21 день, или около одного месяца. 

В отдельном аспекте настоящее изобретение обеспечивает композиции CFXTEN, созданные для 
снижения связывания с помощью средств связывания FVIII, тем самым возрастает конечное время по-
лужизни CFXTEN, вводимого субъекту, все еще сохраняя прокоагулянтную активность. Считается, что 
CFXTEN по настоящему изобретению имеет сравнительно более высокую и/или замедленную актив-
ность, достигаемую с помощью сниженного активного выведения молекул с помощью добавления не-
структурированного XTEN к фактору свертывания FVIII. Механизмы выведения для удаления FVIII из 
кровотока до сих пор не выяснены. Поглощение, элиминация и инактивация протеинов свертывания мо-
гут происходить в кровеносной системе, а также во внесосудистом пространстве. Факторы свертывания 
являются сложными протеинами, которые взаимодействуют с большим количеством других протеинов, 
липидов и рецепторов, а многие из этих взаимодействий могут способствовать элиминации CF из крово-
тока. Протеиновый фактор фон Виллебранда является примером средства связывания FVIII, которое свя-
зано с FVIII. Фактор VIII и фактор фон Виллебранда (VWF) циркулируют в крови как плотные, некова-
лентно связанные комплексы, в которых VWF служит в качестве носителя, что, скорее всего, способст-
вует защите фактора FVIII от активных механизмов расщепления, при этом все равно приводя к ограни-
чению конечного времени полужизни FVIII. Например: (i) VWF стабилизирует гетеродимерную струк-
туру FVIII; (ii) VWF предохраняет FVIII от протеолитической деградации с помощью фосфолипид-
связывающего протеазоподобного активированного протеина C и активированного FX (FXa); (iii) VWF 
препятствует связыванию FVIII с отрицательно заряженными поверхностями фосфолипида, распола-
гающимися в пределах активированных тромбоциты; (iv) VWF ингибирует связывание FVIII с активиро-
ванным FIX (FIXa), тем самым не допуская доступ FVIII к FX-активизирующему комплексу; и (v) VWF 
предотвращает клеточное поглощение FVIII (Lenting, P.J., et al., J Thrombosis and Haemostasis (2007) 

5(7):1353-1360). Кроме того, рецептор LDL, связанный с протеином (LRP1, также известный как α2-
макроглобулиновый рецептор или CD91) был определен в качестве возможного рецептора выведения в 
случае FVIII, со связывающими сайтами LRP1, определенными на обоих цепях гетеродимерной формы 
FVIII (Lenting PJ, et al., J Biol Chem (1999) 274: 23734-23739; Saenko EL, et al., J Biol Chem (1999) 
274:37685-37692). LRP участвуют в выведение разнообразных лигандов, которые содержат протеазы, 
ингибиторы типа Куниц, комплексы протеазы и серпина, липазы и липопротеины (Narita, et al., Blood 
(1998) 2:555-560). Было показано, что легкая цепь, а не тяжелая цепь, фактора VIII связывается с откры-
той поверхностью протеина рецептора LRP1 (Lentig et al. (J Biol Chem (1999) 274(34):23734-23739; и па-
тент США № 6919311), что предполагает, что LRP1 может играть существенную роль в активном выве-
деним протеинов, таких как FVIII. В то время как взаимодействие VWF-FVIII имеет высокую аффин-
ность (<1 нМ), комплекс тем не менее находится в динамическом равновесии, так, что малая, но значи-
тельная часть молекулы FVIII (5-8%) циркулирует в виде свободного протеина (Leyte A, et al., Biochem J 
(1989) 257: 679-683; Noe DA. Haemostasis (1996) 26: 289-303). Таким образом, часть природного FVIII, не 
защищенная с помощью VWF, позволяет активным механизмам выведения удалять незащищенный FVIII 
из кровотока. 

В отдельном варианте осуществления настоящее изобретение обеспечивает CFXTEN, который ас-
социирован с VWF, но имеет повышенную защиту от активных рецепторов выведения, обеспечиваемых 
с помощью включения более двух XTEN в одной или нескольких локализациях в пределах молекулы 
FVIII (например, локализациях, выбранных из табл. 5, табл. 6, табл. 7, табл. 8 и табл. 9 или фиг. 8-9), при 
том, что XTEN препятствует взаимодействию получаемых CFXTEN с данными рецепторы выведения с 
тем результатом, что фармакокинетические свойства CFXTEN улучшаются, по сравнению с соответст-
вующим FVIII, не связанным с XTEN. В дополнительном варианте осуществления настоящее изобрете-
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ние обеспечивает CFXTEN, который имеет сниженную аффинность связывания с VWF на по меньшей 
мере 5% меньше, или около 10%, или около 20%, или около 40%, или около 50%, или около 60%, или 
около 70% меньше, но, тем не менее, сконфигурирован для того, чтобы иметь повышенную защиту от 
активных рецепторов выведения, обеспеченных с помощью включения XTEN в одной или нескольких 
локализациях в пределах молекулы FVIII, при том, что XTEN препятствует взаимодействию фактора 
VIII с такими рецепторами. В предыдущих вариантах осуществления настоящего изобретения CFXTEN 
имеет увеличенное конечное время полужизни на по меньшей мере около 12 ч, или 24 ч, или 48 ч, или 72 
ч, или 96 ч, или 120 ч, или 144 ч, или 7 дней, или 10 дней, или 14 дней или 21 день, по сравнению с FVIII, 
не связанным с XTEN. Настоящее изобретение обеспечивает способ для создания CFXTEN со снижен-
ным выведением, при том, что гибридные белки CFXTEN, созданные с несколькими вставкамии, оцени-
вают на ингибирование связывания рецепторами выведения, по сравнению с FVIII, не связанным с 
XTEN, с использованием in vitro анализов связывания или in vivo фармакокинетических моделей, опи-
санных в данном документе, или других анализов, известных в данной области техники, и выбарают те, 
которые демонстрирует сниженное связывание, при этом сохраняя прокоагулянтную активность FVIII. 
Кроме того, ранее описанные гибридные белки могут быть оптимизированы, чтобы иметь отношение 
радиусов XTEN увеличенное на по меньшей мере 2,0-3,5 для того, чтобы достигнуть фармакокинетиче-
ские свойства, которые являются дополнительно улучшенными. Табл. 5, табл. 6, табл. 7, табл. 8 и табл. 9 
и фиг. 8-9 обеспечивают неограничивающие примеры точек вставки XTEN в пределах последовательно-
сти фактора VIII. С использованием подобных точек вставки, настоящее изобретение предусматривает 
композиции CFXTEN, которые имеют конформации с несколькими XTEN, вводимыми с около 100, или 
около 200, или около 300, или около 400, или около 500 аминокислотами, разделяющими по меньшей 
мере три XTEN для дополнительного повышения защиты против активных механизмов выведения и, 
следовательно, повышения конечного времени полужизни CFXTEN. Без привязки к какой-либо теории, 
XTEN композиций CFXTEN с высоким суммарным зарядом (например, CFXTEN, который содержит 
семейство AE XTEN) предполагают, как описано выше, для того, чтобы иметь менее неспецифические 
взаимодействия с различными отрицательно-заряженными поверхностями, такие как кровяные сосуды, 
ткани или различные рецепторы, которые могут дополнительно способствовать снижению активного 
клиренса. С другой стороны, ожидают XTEN композиций CFXTEN с низким (или без) суммарным заря-
дом (например, CFXTEN, который содержит семейство AG XTEN), для того, чтобы иметь более высо-
кую степень взаимодействия с поверхностями, которые, если участвуют в активном клиренсе, могут по-
тенцировать активность связанного фактора свертывания, с учетом известного вклада клеток (например, 
тромбоцитов) и сосудистых поверхностей в способ свертывания и интенсивности активации факторов 
свертывания (Zhou, R., et al., Biomaterials (2005) 26(16):2965-2973; London, F., et al. Biochemistry (2000) 
39(32):9850-9858). Настоящее изобретение, в частности, имеет преимущество в том, что некоторые ли-
ганды, которые имеют сниженное связывание с рецептором выведения, либо в качестве результата 
уменьшенной скорости ассоциации или увеличенной скорости диссоциации, могут подвергаться влия-
нию блокады сайтов рецептора с помощью вводимых XTEN, образующих случайную спираль, что при-
водит к сниженному связыванию. Выбор конкретной конформации гибридного белка CFXTEN может 
быть проверен с помощью способов, раскрытых в данном документе, для подтверждения тех конформа-
ций, которые снижают степень связывания с рецептором выведения так, что достигают сниженную ско-
рость активного выведения. В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения CFXTEN со-
держит последовательность FVIII-XTEN, которая имеет один или несколько XTEN, вводимых в локали-
зациях, выбранных из табл. 5, табл. 6, табл. 7, табл. 8 и табл. 9 или фиг. 8-9, при том, что конечное время 
полужизни CFXTEN увеличивается по меньшей мере в около два раза, или по меньшей мере в около три 
раза, или по меньшей мере в около четыре раза, или по меньшей мере в около пять раз, или по меньшей 
мере в около шесть раз, или по меньшей мере в около восемь раз, или по меньшей мере в около десять 
раз, или по меньшей мере в около двадцать раз, по сравнению с FVIII, не связанным с XTEN. В дополни-
тельном варианте осуществления настоящего изобретения CFXTEN содержит последовательность FVIII-
XTEN, которая имеет первый и по меньшей мере второй XTEN, вводимые в первой и второй локализа-
ции, выбранной из табл. 5, табл. 6, табл. 7, табл. 8 и табл. 9 или фиг. 8-9, при том, что конечное время 
полужизни CFXTEN увеличивается по меньшей мере в около два раза, или по меньшей мере в около три 
раза, или по меньшей мере в около четыре раза, или по меньшей мере в около пять раз, или по меньшей 
мере в около шесть раз, или по меньшей мере в около восемь раз, или по меньшей мере в около десять 
раз, или по меньшей мере в около двадцать раз, по сравнению с FVIII, не связанным с XTEN. В еще од-
ном дополнительном варианте осуществления настоящего изобретения, CFXTEN содержит последова-
тельность FVIII-XTEN, которая содержит несколько последовательностей XTEN с использованием трех 
из нескольких локализаций вставки XTEN, выбранных из табл. 5, табл. 6, табл. 7, табл. 8 и табл. 9 или 
фиг. 8-9, отделенных с помощью около 100, или около 200, или около 300, или около 400, или около 500 
аминокислот, при том, что конечное время полужизни CFXTEN увеличивается по меньшей мере в около 
два раза, или по меньшей мере в около три раза, или по меньшей мере в около четыре раза, или по мень-
шей мере в около пять раз, или по меньшей мере в около шесть раз, или по меньшей мере в около восемь 
раз, или по меньшей мере в около десять раз, или по меньшей мере в около двадцать раз, по сравнению с 
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FVIII, не связанным с XTEN. В предыдущих вариантах осуществления настоящего изобретения, описан-
ных выше в этом абзаце, XTEN, встроенные в конформации CFXTEN, могут быть идентичными или мо-
гут быть разными, и могут иметь по меньшей мере около 80%, или 90%, или 91%, или 92%, или 93%, или 
94%, или 95%, или 96%, или 97%, или 98%, или 99%, идентичности последовательности с последова-
тельностью из любой из табл. 3, 4 и 13-17, и могут, необязательно, содержать одну или несколько расще-
пленных последовательностей из табл. 12, облегчающих секретирование одного или нескольких XTEN 
из гибридного белка CFXTEN. 

В отдельном варианте осуществления настоящее изобретение обеспечивает CFXTEN, который по-
вышает фармакокинетические свойства гибридного белка с помощью связывания одного или нескольких 
XTEN с компонентом FVIII гибридного белка, при том, что гибридный белок имеет повышение коэффи-
циента средней молекулярной массы на по меньшей мере в около два раза, или по меньшей мере в около 
три раза, или по меньшей мере в около четыре раза, или по меньшей мере в около пять раз, или по мень-
шей мере в около шесть раз, или по меньшей мере в около семь раз, или по меньшей мере в около восемь 
раз, или по меньшей мере в около десять раз, или по меньшей мере в около двадцать раз, или по меньшей 
мере в около пятьдесят раз, и при том, что конечное время полужизни CFXTEN, при введении субъекту, 
увеличивается по меньшей мере в около два раза, или по меньшей мере в около четыре раза, или по 
меньшей мере в около восемь раз, или по меньшей мере в около 10 раз или более, по сравнению с соот-
ветствующим FVIII, не связанным с XTEN. В вышеприведенном варианте осуществления настоящего 
изобретения, при том, что по меньшей мере две молекулы XTEN включены в CFXTEN, XTEN могут 
быть идентичными или они могут иметь различную композицию последовательностей, суммарный заряд 
или длину. XTEN может иметь по меньшей мере около 80%, или 90%, или 91%, или 92%, или 93%, или 
94%, или 95%, или 96%, или 97%, или 98% или 99% идентичности последовательности с последователь-
ностью из любой из табл. 3, 4 и 13-17, и могут, необязательно, содержать одну или несколько расщеп-
ленных последовательностей из табл. 12, облегчающих секретирование одного или нескольких XTEN из 
гибридного белка CFXTEN. 

Таким образом, настоящее изобретение обеспечивает композиции CFXTEN, в которых степень ак-
тивности, биодоступность, время полужизни или физико-химическая характеристика гибридного белка 
может быть сшита с помощью выбора и размещения типа и длины XTEN в композициях CFXTEN. Соот-
ветственно, настоящее изобретение предусматривает композиции, в которых получают FVIII из табл. 1 и 
XTEN или фрагмент XTEN из любой из табл. 3, 4 или 13-17, например, в конформации, выбранной из 
любой из формул I-VIII, или XTEN, введенный в локализации, выбранные из табл. 5, табл. 6, табл. 7, 
табл. 8 и табл. 9 или фиг. 8-9, так, что конструкция имеет нужное свойство. 

Настоящее изобретение обеспечивает способы получения композиций CFXTEN, которые могут 
поддерживать компонент FVIII на терапевтических уровнях у субъекта, который нуждается в этом, на по 
меньшей мере в два раза, или по меньшей мере в три раза, или по меньшей мере в четыре раза, или по 
меньшей мере в пять раз выше периода времени, по сравнению с аналогичными дозировками соответст-
вующего FVIII, не связанного с XTEN. В отдельном варианте осуществления способа, субъект получает 
стандартную профилактику для предотвращения случаев кровотечения. В дополнительном варианте 
осуществления способа, субъект получает лечение в случае кровотечения. В дополнительном варианте 
осуществления способа, субъект получает лечение для повышения циркулирующей концентрации в кро-
ви прокоагулянта FVIII выше 1%, или выше 1-5%, или выше 5-40%, по сравнению с концентрациями 
FVIII в нормальной плазме. "Прокоагулянт", как используется в данном документе, имеет его общее зна-
чение в данной области техники и, как правило, соответствует активности, которая способствует образо-
ванию тромба, либо в in vitro анализе, либо in vivo. Способ получения композиции, который может под-
держивать компонент FVIII на терапевтических уровнях, включает этапы выбора одного или нескольких 
XTEN, соответствующих по конъюгации FVIII для обеспечения нужных фармакокинетических свойств с 
учетом данной дозы и режима дозирования, создания конструкции гена, который кодирует CFXTEN в 
одной из конформаций, раскрытых в данном документе, трансформацию соответствующей клетки-
хозяина с экспрессирующим вектором, который содержит кодирующий ген, экспрессирование гибридно-
го белка в подходящих условиях культивирования, извлечение CFXTEN, введение CFXTEN млекопи-
тающему с последующими анализами для проверки фармакокинетических свойств, активности гибрид-
ного белка CFXTEN (например, способности поддержания гемостаза или служить в качестве прокоагу-
лянта) и безопасности вводимой композиции. Эти композиции, которые демонстрируют нужные свойст-
ва, выбирают для дополнительного использования. CFXTEN, созданный с помощью способов, которые 
обеспечивают в данном документе, может привести к увеличенной эффективности вводимой компози-
ции с помощью, среди других свойств, поддержания циркулирующих концентраций компонента прокоа-
гулянта FVIII на терапевтических уровнях в течение увеличенного периода времени. 

Настоящее изобретение обеспечивает способы анализа гибридных белков CFXTEN разной компо-
зиции или конформаций для того, чтобы обеспечить CFXTEN с нужной степенью прокоагулянта и тера-
певтической активностью и фармакокинетическими свойствами, а также достаточные результаты иссле-
дования безопасности препарата. Специфические in vitro и in vivo анализы или животные модели исполь-
зуют для оценки активности и функциональных характеристик каждого сконфигурированного CFXTEN 
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и/или компонента FVIII, встроенных в CFXTEN, которые содержат, но без ограничения ими, анализы в 
примерах, анализы из табл. 49, а также следующие анализы или другие подобные анализы, известные в 
данном уровне техники для анализирования свойств и влияний FVIII. Могут быть проведены функцио-
нальные анализы, которые позволяют определить активность свертывания, такие как одноэтапный ана-
лиз коагулирующей активности и двухэтапный анализ коагулирующей активности (Barrowcliffe TW, 
Semin Thromb Hemost. (2002) 28(3):247-256), анализы времени частичной тромбопластиновой активиза-
ции (aPTT) (Belaaouaj AA et al., J. Biol. Chem. (2000) 275:27123-8; Diaz-Collier JA. Haemost (1994) 71:339-
46), анализы хромогенного FVIII (Lethagen, S., et al., Scandinavian J Haematology (1986) 37:448-453), или 
фармакодинамические анализы на животной моделе, которые содержат время кровотечения или тромбо-
эластографию (TEG или ROTEM), среди прочих. Другие анализы содержат определение аффинности 
связывания CFXTEN с целевым субстратом с использованием связывания или конкурентных анализов 
связывания, таких как анализы Biacore со связанными с чипом рецепторами, или связывания протеинов, 
или анализы ELISA, как описано в патенте США 5534617, анализы, описанные в примерах в данном до-
кументе, радиорецепторные анализы, или другие анализы, известные в данной области техники. Другие 
анализы для определения связывания ингибиторов FVIII с CFXTEN содержат Бетезда-анализ или моди-
фикацию Nijmegen Бетезда-анализа. Предыдущие анализы также могут использовать для оценки вариан-
тов последовательности FVIII (анализируют в качестве уникальных компонентов или в качестве гибрид-
ного белка CFXTEN) и могут сравнивать с природным FVIII, для определения, имеют ли они такую же 
степень прокоагулянтной активности, как природный CF или его отдельная фракция, так, что они подхо-
дят для включения в CFXTEN; например, по меньшей мере около 10%, или по меньшей мере около 20$, 
или около 30%, или по меньшей мере около 40%, или по меньшей мере около 50%, или по меньшей мере 
около 60%, или по меньшей мере около 70%, или по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере 
около 90% активности, по сравнению с природным FVIII. 

Оптимизация дозы является важной для всех лекарственных средств. Терапевтически эффективная 
доза или количество CFXTEN изменяется в соответствии с такими факторами заболевания, как заболева-
ние, возраст, пол и вес индивидуума, и способностью вводимого гибридного белка вызывать нужный 
ответ у индивидуума. Например, стандартизированная уникальная доза FVIII для всех пациентов, пред-
ставленных с различными состояниями кровотечений или аномальными клиническими параметрами (на-
пример, нейтрализующими антителами) могут не всегда быть эффективными. Пациенты с гемофилией A 
с травмой, которые подверглись операции или которые имеют высокие титры ингибирующих FVIII ан-
тител, как правило, требуют более высокого и более частого дозирования. Как правило, уровень дози-
ровки корректируют по частоте, продолжительности и единицам в соответствии с тяжестью и длитель-
ностью кровотечения каждого пациента. Соответственно, CFXTEN входит в фармацевтически приемле-
мый носитель, средство доставки или стабилизатор, в количестве, достаточном для доставки пациенту 
терапевтически эффективного количества гибридного белка для остановки кровотечения, что измеряют с 
помощью стандартных анализов коагулирующей активности. Рассмотрение этих факторов находится в 
пределах компетенции обычного клинициста с целью определения терапевтически или фармакологиче-
ски эффективного количества CFXTEN и соответствующего режима дозирования, по сравнению с тем 
количеством, которое может привести к недостаточной специфической активности так, что не достигают 
клинического улучшения или остановки кровотечения. 

Настоящее изобретение обеспечивает способы установления режима дозирования для фармацевти-
ческих композиций CFXTEN по настоящему изобретению. Способы включают введение последователь-
ных доз терапевтически эффективного количества фармацевтической композиции CFXTEN с использо-
ванием различных периодов времени между дозами, для определения того, что интервал дозирования 
достаточный для того, чтобы достигнуть и/или поддерживать нужный параметр, уровень в крови или 
клинический эффект; подобные последовательные дозы терапевтически эффективного количества в эф-
фективном интервале устанавливают терапевтически эффективный режим дозирования CFXTEN в слу-
чае связанного с фактором VIII болезненного состояния или заболевания. Профилактически эффектив-
ное количество соответствует количеству CFXTEN, необходимому в течение периода времени, требуе-
мого для предотвращения физиологического или клинического результата или события; например, отло-
женного начала случая кровотечения или поддержания концентрации в крови прокоагулянта FVIII или 
эквивалентно более высокого порогового уровня (например, от 1-5% до 5-40% нормы). В способах лече-
ния, величина дозы CFXTEN, которую вводят субъекту, изменяется в диапазоне от около 5 до 300 
МЕ/кг/доза, или от около 10 до 100 МЕ/кг/доза, или от около 20 до около 65 МЕ/кг/доза, или от около 20 
до около 40 МЕ/кг/доза субъекта. Подходящая доза также может зависеть от других факторов, которые 
могут влиять на реакцию на лекарство; например, эпизоды кровотечения обычно требуют более высокие 
дозы в более короткие промежутки времени, по сравнению с профилактикой. 

В отдельных вариантах осуществления настоящего изобретения способ включает введение терапев-
тически-эффективного количества фармацевтической композиции, которая содержит композицию гиб-
ридного белка CFXTEN и по меньшей мере один фармацевтически приемлемые носитель, субъекту, ну-
ждающемуся в этом, при том, что введение приводит к более значительному улучшению по меньшей 
мере одного параметра или физиологического состояния, связанного с дефицитом FVIII или коагулопа-
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тией, или приводят к более благоприятному клиническому результату, который выполняют с помощью 
компонента FVIII CFXTEN, по сравнению с влиянием на параметр, заболеванием или клиническим ре-
зультатом, который выполняют с помощью введения фармацевтической композиции, которая содержит 
FVIII, не связанный с XTEN, и вводят в сопоставимой дозе. Неограничивающие примеры параметров, 
которые являются улучшенными, содержат концентрацию в крови прокоагулянта FVIII, снижение вре-
мени анализа частичной тромбопластиновой активизации (aPTT), снижение времени одноэтапного или 
двухэтапного анализа коагулирующей активности, отложенное начало случая кровотечения, снижение 
времени хромогенного анализа FVIII, снижение времени кровотечения, разрешение эпизода кровотече-
ния или снижение титра Бетезды к CFXTEN, по отношению к природному FVIII. В отдельном варианте 
осуществления вышеизложенного, улучшение выполняют с помощью введения фармацевтической ком-
позиции CFXTEN в дозе, которая достигает циркулирующей концентрации прокоагулянта FVIII (или 
эквивалента) выше порогового уровня (например, от 1-5 до 5-40% нормы уровней FVIII), тем самым ус-
танавливая терапевтически эффективную дозу. В дополнительном варианте осуществления вышеизло-
женного, улучшение выполняют с помощью введения нескольких последовательных доз фармацевтиче-
ской композиции CFXTEN с использованием терапевтически эффективного режима дозирования, кото-
рый поддерживает циркулирующую концентрацию прокоагулянта FVIII (или эквивалента) выше порого-
вого уровня (например, от 1-5 до 5-40% нормы уровней FVIII) на всей протяженности периода дозирова-
ния. В дополнительном варианте осуществления способа, введение по меньшей мере двух последова-
тельных доз фармацевтической композиции CFXTEN с использованием терапевтически эффективного 
режима дозирования поддерживает циркулирующую концентрацию прокоагулянта FVIII (или эквива-
лента) выше около 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 30 или 40% нормы уровней FVIII в течение периода, который 
является по меньшей мере в около три раза дольше; альтернативно, по меньшей мере в около четыре раза 
дольше; альтернативно, по меньшей мере в около пять раз дольше; альтернативно, по меньшей мере в 
около шесть раз дольше; альтернативно, по меньшей мере в около семь раз дольше; альтернативно, по 
меньшей мере в около восемь раз дольше; альтернативно, по меньшей мере в около девять раз более 
продолжительное или по меньшей мере в около десять раз более продолжительным, по сравнению с 
FVIII, не связанным с XTEN, и вводят с использованием терапевтически эффективного режима дозиро-
вания. 

В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения CFXTEN или фармацевтические 
композиции, которые содержат CFXTEN, которые вводят при терапевтически эффективном режиме до-
зирования, приводят к выигрышу во времени по меньшей мере в около три раза дольше; альтернативно, 
по меньшей мере в около четыре раза дольше; альтернативно, по меньшей мере в около пять раз дольше; 
альтернативно, по меньшей мере в около шесть раз дольше; альтернативно, по меньшей мере в около 
семь раз дольше; альтернативно, по меньшей мере в около восемь раз дольше; альтернативно, по мень-
шей мере в около девять раз более продолжительному или по меньшей мере в около десять раз более 
продолжительному между по меньшей мере двумя последовательными пиками Cmax и/или самыми низ-
кими точками Cmin в случае уровней гибридного белка в крови, по сравнению с соответствующим биоло-
гически активным протеином гибридного белка, не связанным с XTEN, и введенным субъекту в анало-
гичном режиме дозирования. В дополнительном варианте осуществления настоящего изобретения CFX-
TEN, вводимый при терапевтически эффективном режиме дозирования, приводит к аналогичному улуч-
шению одного, или двух, или трех или более измеренных параметров с использованием менее частого 
дозирования или более низкой общей дозировки в ME гибридного белка фармацевтической композиции, 
по сравнению с соответствующим биологически активным компонентом(ами) протеина, не связанным с 
XTEN и вводят субъекту с использованием терапевтически эффективного режима дозирования FVIII. 
Измеренные параметры содержат любой из клинических, биохимических или физиологических парамет-
ров, описанных в данном документе, или другие известные в данной области для оценки состояний субъ-
ектов, связанных с фактором VIII. 

(b) Фармакология и фармацевтические свойства CFXTEN. 
Настоящее изобретение обеспечивает композиции CFXTEN, содержащие ковалентно связанный с 

XTEN FVIII, которые имеют повышенные фармацевтические и фармакологические свойства, по сравне-
нию с FVIII, не связанным с XTEN, а также способы для повышения терапевтического и/или прокоагу-
лирующего эффекта компонентов FVIII композиций. Кроме того, настоящее изобретение обеспечивает 
композиции CFXTEN с улучшенными свойствами, по сравнению с известными в данной области техни-
ки гибридными белками фактора VIII, которые содержат альбумин, партнеры полипептида иммуногло-
булина, полипептиды более короткой длины и/или партнеры полипептида с повторяющимися последова-
тельности. Кроме того, гибридные белки CFXTEN обеспечивают значительные преимущества, по срав-
нению с химическими конъюгатами, такими как пегилированные конструкции FVIII, в частности, тот 
факт, что рекомбинантные гибридные белки CFXTEN могут быть сделаны в экспрессирующих системах 
клетки-хозяина, которые могут снижать время и стоимость этапов как исследования, так и разработки и 
производства продукта, а также привести к более гомогенному, определенному продукту с меньшей ток-
сичностью и продукта, и метаболитов CFXTEN, по сравнению с пегилированными конъюгатами. 

В качестве терапевтических средств, CFXTEN обладает рядом преимуществ, по сравнению с тера-
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пиями, которые не содержат XTEN, который содержит одно или несколько из следующих неограничи-
вающих свойств: увеличенная растворимость, повышенная термостабильность, сниженная иммуноген-
ность, увеличенная средняя молекулярная масса, сниженный почечный клиренс, сниженный протеолиз, 
сниженный метаболизм, улучшенная терапевтическая эффективность, режим менее частого дозирования 
с увеличенным времени между дозами, способный поддерживать гемостаз у субъекта с гемофилией A, 
способность вводить композицию CFXTEN подкожно или внутримышечно, "индивидуализированная" 
скорость абсорбции при введении подкожно или внутримышечно, улучшенная стабильность к лиофили-
зации, улучшенная стабильность сыворотки/плазмы, увеличенное конечное время полужизни, увеличен-
ная растворимость в кровотоке, уменьшенное связывание нейтрализующими антителами, уменьшенный 
активный клиренс, аффинность связывания индивидуализированного субстрата, устойчивость к деграда-
ции, устойчивость к замораживанию-оттаиванию, устойчивость к протеазам, устойчивость к убиквити-
нированию, простота введения, совместимость с другими фармацевтическими наполнителями или носи-
телями, персистенция у субъекта, увеличенная стабильность при хранении (например, увеличенный срок 
хранения) и подобное. Совокупный эффект улучшенных свойств заключается в том, что использование 
композиции CFXTEN может привести к, в целом, улучшенному терапевтическому эффекту, по сравне-
нию с FVIII, не связанным с XTEN, привести к экономическим выгодам, связанным с менее частой дози-
ровкой, и/или привести к лучшему соблюдению пациентом режима и схемы лечения при введении субъ-
екту со связанным с фактором VIII заболеванием. 

Настоящее изобретение обеспечивает композиции CFXTEN и фармацевтические композиции, кото-
рые содержат CFXTEN, при том, что введение композиции приводит к улучшению по меньшей мере од-
ного из клинических или биохимических параметров, раскрытых в данном документе как применимые 
для оценивания болезней субъекта, заболеваний или расстройств. Неограничивающие примеры парамет-
ров, которые являются улучшенными, содержат концентрации прокоагулянта FVIII в крови, сниженное 
время анализа частичной тромбопластиновой активизации (aPTT), сниженное время одноэтапного или 
двухэтапного анализа коагулирующей активности, отложенное начало случая кровотечения, сниженное 
время хромогенного анализа FVIII, сниженное время кровотечения, разрешение эпизода кровотечения 
или снижение титра Бетезда CFXTEN по отношению к природному FVIII. Улучшенные фармакокинети-
ческие свойства субъекта CFXTEN позволяют использование совокупно более низкой дозы ME гибрид-
ного белка для поддержания параметра, по сравнению с соответствующим компонентом FVIII, не свя-
занным с XTEN. В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения общая доза CFXTEN в 
ME вариантов осуществления настоящего изобретения, необходимая для того, чтобы достигнуть и под-
держивать улучшение по меньшей мере одного параметр в течение около 2-7 дней, составляет по мень-
шей мере в около три раза меньше, или по меньшей мере в около четыре раза, или по меньшей мере в 
около пять раз, или по меньшей мере в около шесть раз, или по меньшей мере в около восемь раз, или по 
меньшей мере в около 10 раз меньше, по сравнению с соответствующим компонентом FVIII, не связан-
ным с XTEN. В дополнительном варианте осуществления настоящего изобретения общая доза субъекта в 
ME CFXTEN, необходимом для того, чтобы достигнуть и поддерживать улучшение по меньшей мере 
одного параметр за две, три или четыре последовательные дозы составляет по меньшей мере в около три 
раза меньше, или по меньшей мере в около четыре раза, или по меньшей мере в около пять раз, или по 
меньшей мере в около шесть раз, или по меньшей мере в около восемь раз, или по меньшей мере в около 
10 раз меньше, по сравнению с соответствующим компонентом FVIII, не связанным с XTEN. Кроме того, 
настоящее изобретение обеспечивает некоторые варианты осуществления CFXTEN, при том, что период 
между последовательными введениями, которые приводят к достижению и поддержанию улучшения по 
меньшей мере одного параметра, является по меньшей мере в около три раза, или по меньшей мере в 
около четыре раза, или по меньшей мере в около пять раз, или по меньшей мере в около шесть раз, или 
по меньшей мере в около восемь раз, или по меньшей мере в около 10 раз более продолжительным, по 
сравнению с соответствующим компонентом FVIII, не связанным с XTEN, и вводят в дозе с аналогич-
ными ME. Кроме того, настоящее изобретение обеспечивает некоторые варианты осуществления CFX-
TEN, при том, что введение 25 МЕ/кг приводят к 30% улучшению в анализе времени aPTT (или схожем 
анализе коагулирующей активности) у субъекта с гемофилией A, по сравнению с 25 МЕ/кг соответст-
вующего FVIII, не связанного с XTEN, если анализируют около 2-7 дней после введения. В еще одном 
дополнительном варианте осуществления настоящего изобретения, настоящее изобретение обеспечивает 
CFXTEN, при том, что введение 25 МЕ/кг приводит к 30% улучшению времени анализа время кровоте-
чения у субъекта с гемофилией A, по сравнению с 25 МЕ/кг соответствующего FVIII, не связанного с 
XTEN, если анализируют около 2-7 дней после введения. 

В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения XTEN в качестве партнера слияния 
увеличивает растворимость FVIII полезной нагрузки. Соответственно, если является желательным по-
вышение таких фармацевтических или физико-химических свойств FVIII, как степени растворимости 
или стабильности в воде, длина и/или композиция семейства мотивов последовательностей XTEN, 
встроенной в гибридный белок, может быть выбран каждый, чтобы придать различную степень раство-
римости и/или стабильности у соответствующих гибридных белков так, что, в целом, фармацевтические 
свойства композиции CFXTEN являются улучшенными. Гибридные белки CFXTEN могут быть построе-
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ны и проанализированы, с использованием способов, описанных в данном документе, для подтвержде-
ния физико-химических свойств и выбора длины последовательности XTEN или регулируют расположе-
ние, по мере необходимости, для того, чтобы привести к нужным свойствам. В отдельном варианте осу-
ществления настоящего изобретения CFXTEN имеет растворимость в воде, которая составляет по мень-
шей мере около 25% выше, по сравнению с FVIII, не связанным с XTEN, или по меньшей мере около 
30%, или по меньшей мере около 40%, или по меньшей мере около 50%, или по меньшей мере около 
75%, или по меньшей мере около 100%, или по меньшей мере около 200%, или по меньшей мере около 
300%, или по меньшей мере около 400%, или по меньшей мере около 500%, или по меньшей мере около 
1000% выше соответствующего FVIII, не связанного с XTEN. Настоящее изобретение обеспечивает спо-
собы для получения и восстановления экспрессированного CFXTEN из клетки-хозяина с улучшенной 
растворимостью и легкостью восстановления, по сравнению с FVIII, не связанным с XTEN. В отдельном 
варианте осуществления настоящего изобретения способ включает этапы трансформации эукариотиче-
ской клетки-хозяина с полинуклеотидом, кодирующим CFXTEN, с одним или несколькими компонента-
ми XTEN с совокупной длиной последовательности выше около 100, или выше около 200, или выше 
около 400, или выше около 600, или выше около 800, или выше около 1000, или выше около 2000, или 
выше около 3000 аминокислотных остатков, экспрессирования гибридного белка CFXTEN в клетке-
хозяине в подходящих культуральных и индукционных условиях и извлечения экспрессированного гиб-
ридного белка в растворимой форме. В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения 
один или несколько XTEN гибридных белков CFXTEN каждый имеет по меньшей мере около 80% иден-
тичности последовательности, или 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%, до около 100% 
идентичности последовательности, по сравнению с одним или несколькими XTEN, выбранными из лю-
бой из табл. 4 и 13-17, или их фрагментов, и FVIII имеет по меньшей мере около 80% идентичности по-
следовательности, или 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 100% идентичности по-
следовательности, по сравнению с FVIII, выбранным из табл. 1, и компоненты CFXTEN находятся в 
конформации от N- до C-конца, выбранной из любого из вариантов осуществления конформации, рас-
крытых в данном документе. 

VI) Использования композиций CFXTEN. 
Настоящее изобретение обеспечивает способы и схемы достижения положительного эффекта на за-

болевание, связанное с фактором VIII с помощью введения композиций, которые содержат CFXTEN. Как 
используется в данном документе, "заболевание, связанное с фактором VIII" предназначен для того, что-
бы содержать, но без ограничения ими, недостаточности фактора VIII, нарушения свертываемости связа-
ные с дефицитом фактора VIII, гемофилию A, нейтрализация фактора VIII с помощью анти-FVIII анти-
тел или других ингибиторов фактора VIII, и случаи кровотечения, получаемые при травме или операции 
или сосудистое повреждение и другие подобные заболевания, которые могут быть улучшены или ис-
правлены путем введения фактора VIII субъекту. Патентоспособные способы достигают положительного 
эффекта, если рассматриваемые недостатки и/или ограничения других способов лечения с использовани-
ем препаратов фактора VIII, которые имеют относительно короткое конечное время полужизни, тре-
бующее частые введения, нейтрализуют ингибиторами или имеют неблагоприятную фармакоэкономику. 

Гемостаз регулируют с помощью нескольких протеиновых факторов, и подобные протеины, а так-
же их аналоги, нашли применение при лечении заболеваний, связанных с фактором VIII. Несмотря на 
это, использование коммерчески доступного FVIII встречено с менее замечательным успехом в лечении 
субъектов, страдающих от подобных заболеваний. В частности, оптимизирование дозы и частота дози-
рования являются важными для FVIII, используемого в поддержании циркулирующих концентраций 
FVIII выше пороговых уровней, необходимых для гемостаза, а также лечения или предотвращения слу-
чаев кровотечения у субъектов с гемофилией A. Тот факт, что коммерчески доступные продукты FVIII 
имеют короткое время полужизни, делают необходимым частое дозирование, для того, чтобы достигнуть 
клинического эффекта, который приводят к трудностям в лечении подобных пациентов. 

Как было установлено Subcommittee on Factor VIII and Factor IX of the Scientific and Standardization 
Committee of the International Society on Thrombosis and Haemostasis (опубликовано на интернет-сайте 
ISTH 29 ноября 2000), более широко используемое измерение тяжести гемофилии A устанавливают с 
помощью определения циркулирующих концентраций уровней прокоагулянта FVIII в плазме, у людей с 
<1% (< 0,01 МЕ/мл) фактора VIII, определяется как тяжелая; 1-5% (0,01-0,05 МЕ/мл) как умеренная тя-
жесть; и >5-40% (0,05 - <0,40 МЕ/мл) как легкая, где норма составляет 1 МЕ/мл фактора VIIIC (100%). 

Настоящее изобретение обеспечивает способы лечения субъектов, страдающих от, или с риском 
развития заболевания, связанного с фактором VIII. Более конкретно, настоящее изобретение обеспечива-
ет способы лечения или профилактики контролирования кровотечения у субъекта. Субъект может быть 
любым животным, но, предпочтительно, представляет собой человека. В отдельном варианте осуществ-
ления настоящего изобретения способ включает введение эффективного для свертывания количества 
композиции CFXTEN субъекту, нуждающемуся в этом. В дополнительном варианте осуществления на-
стоящего изобретения способ включает этап введения субъекту с кровотечением эффективного для свер-
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тывания количества фармацевтической композиции, которая содержит CFXTEN, при том, что введение 
приводит к остановке или ослаблению кровотечения. Как используется в данном документе, "эффектив-
ное для свертывания количество" представляет собой количество композиции FVIII, которое, при введе-
нии субъекту, является достаточным для осуществления гемостаза или другого применимого или желае-
мого терапевтического (в том числе профилактического) результата. При практическом осуществлении 
настоящего изобретения, следует понимать, что эффективное для свертывания количество могут вводить 
одним или несколькими введениями. Точные эффективные для свертывания количества фармацевтиче-
ской композиции для введения будет регулироваться согласно мнению врача, несмотря на это, однократ-
ная доза будет, как правило, зависеть от тяжести или причины кровотечения и количества предсущест-
вующего FVIII у субъекта. В конкретном варианте осуществления способа лечения кровотечения, эф-
фективное для свертывания количество фармацевтических композиций, которые содержат CFXTEN, 
вводят субъекту, страдающему от случайных кровотечений, при том, что введение приводит к регрессии 
кровотечения в течение времени по меньшей мере в два раза, или по меньшей мере в три раза, или по 
меньшей мере в четыре раза более продолжительного, по сравнению с FVIII, не связанным с XTEN, и 
вводят аналогичному субъекту с аналогичным кровотечением в сопоставимой дозе. 

В дополнительном варианте осуществления настоящего изобретения введение эффективного для 
свертывания количества композиции CFXTEN субъекту с заболеванием, связанным с фактором VIII, 
приводит к 10%, или 20%, или 30%, или 40%, или 50%, или 60%, или 70% или большему улучшению 
одного или нескольких биохимических, физиологических или клинических параметров заболевания, свя-
занного с FVIII, по сравнению с FVIII, не связанным с XTEN, при измерении между 2 и 7 днем после 
введения. В дополнительном варианте осуществления настоящего изобретения введение эффективного 
для свертывания количества композиции CFXTEN субъекту, который нуждается в этом, приводит к 
улучшению одного или нескольких биохимических, физиологических или клинических параметров за-
болевания, связанного с FVIII, в течение периода, который по меньшей мере в два раза дольше, или по 
меньшей мере в четыре раза дольше, или по меньшей мере в пять раз дольше, или по меньшей мере в 
шесть раз более продолжительный, по сравнению с периодом, который достигают с помощью FVIII, не 
связанным с XTEN, и вводят в сопоставимой дозе. Неограничивающие примеры параметров, которые 
являются улучшенными на более продолжительных сроках, содержат концентрации в крови прокоагу-
лянта FVIII, сниженное время анализа частичной тромбопластиновой активизации (aPTT), сниженное 
время одноэтапного или двухэтапного анализа коагулирующей активности, отложенное начало случая 
кровотечения, сниженное время хромогенного анализа FVIII, сниженное время кровотечения, среди дру-
гих параметров, связанных с FVIII, известных в данной области техники. В предыдущих вариантах осу-
ществления абзаца вводят CFXTEN, который содержит FVIII с по меньшей мере около 80%, или по 
меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 97%, или по 
меньшей мере около 99% идентичности последовательности с фактором VIII из табл. 1 и одну или не-
сколько последовательностей XTEN с по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере около 90%, или 
по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 99% иден-
тичности последовательности с XTEN из табл. 4, вводимых в FVIII в одной или нескольких локализаци-
ях, выбранных из табл. 5, табл. 6, табл. 7, табл. 8 и табл. 9, или, как проиллюстрировано на фиг. 8-9. В 
отдельных вариантах осуществления настоящего изобретения по меньшей мере один инсерционный сайт 
XTEN CFXTEN выбирают из аминокислот 32, 220, 224, 336, 339, 390, 399, 416, 603, 1656, 1711, 1725, 
1905 и 1910 (нумерация относительно зрелого природного FVIII человека). 

В конкретном варианте осуществления способа лечения, эффективное для свертывания количество 
гибридного белка CFXTEN, которое вводят субъекту, страдающему от гемофилии A, является достаточ-
ным для того, чтобы повысить циркулирующую концентрацию прокоагулянта FVIII до более 0,05 МЕ/мл 
и для поддержания гемостаза в течение по меньшей мере около 24 ч, или по меньшей мере около 48 ч, 
или по меньшей мере около 72 ч, или по меньшей мере около 96 ч, или по меньшей мере около 120 ч, 
или по меньшей мере около 144 ч, или по меньшей мере около 168 ч, или более. В дополнительном вари-
анте осуществления настоящего изобретения введение эффективного для свертывания количества фар-
мацевтической композиции, которая содержит CFXTEN, субъекту, который нуждается в этом, приводит 
к более значительному уменьшению времени одноэтапного анализа коагулирующей активности на по 
меньшей мере около 5%, или около 10%, или около 20%, или около 30%, или около 40%, или около 50%, 
или около 60%, или около 70%, или более в образце крови субъекта через 2-7 дней после введения, по 
сравнению с временем анализа у субъекта после введения аналогичного количества соответствующего 
FVIII, не связанного с XTEN. В дополнительном варианте осуществления настоящего изобретения вве-
дение терапевтически эффективного количества CFXTEN или фармацевтических композиций, которые 
содержат CFXTEN, субъекту, который нуждается в этом, приводят к более значительному уменьшению 
время образования и активности протромбина на по меньшей мере около 5%, или около 10%, или около 
20%, или около 30%, или около 40%, или около 50%, или около 60%, или около 70%, или более в образце 
крови субъекта спустя 2-7 дней после введения, по сравнению с временем образования и активности 
протромбина у субъекта после введения аналогичного количества соответствующего FVIII, не связанно-
го с XTEN. В дополнительном варианте осуществления настоящего изобретения введение CFXTEN или 



041874 

- 132 - 

фармацевтических композиций, которые содержат CFXTEN субъекту, который нуждается в этом, с ис-
пользованием терапевтически эффективного количества, приводит к обеспечению времени образования 
и активности протромбина в пределах 30% нормы в образце крови субъекта в течение периода времени, 
которое является по меньшей мере в два раза, или по меньшей мере в около три раза, или по меньшей 
мере в около четыре раза более продолжительным, по сравнению с FVIII, который не связанный с XTEN, 
и вводят субъекту с использованием аналогичной дозы. 

В отдельном варианте осуществления способа лечения, гибридный белок CFXTEN составляют и 
вводят в качестве фармацевтической композиции, которая содержит CFXTEN в примеси с фармацевти-
чески приемлемым вспомогательным веществом. Способы получения фармацевтических композиций 
хорошо известны в данной области техники. Способы и композиции, как правило, могут быть найдены в 
Remington's Pharmaceutical Sciences, 18th Edition, Mack Publishing Co., Easton, Pa. 1990 (Смотри, кроме 
того, Wang and Hanson, Parenteral Formulations of Proteins and Peptides: Stability and Stabilizers, Journal of 
Parenteral Science and Technology, Technical Report No. 10, Supp. 42-2S (1988)). 

В дополнительных аспектах настоящее изобретение обеспечивает режим лечения пациента с гемо-
филией A, указанный режим которой содержит композицию, которая содержит гибридный белок CFX-
TEN. В отдельном варианте осуществления режима лечения пациент с гемофилией A, режим дополни-
тельно включает этап определения количества фармацевтической композиции, которая содержит CFX-
TEN, необходимый для того, чтобы достигнуть состояния гемостаза у пациента. В отдельных вариантах 
осуществления режима, (i) меньшее количество ME фармацевтической композиции, которая содержит 
CFXTEN, в около два раза меньше, или в около три раза меньше, или в около четыре раза меньше, или в 
около пять раз меньше, или в около шесть раз меньше, или в около восемь раз меньше, или в около 10 
раз меньше, вводят субъекту, который нуждается в этом, по сравнению с соответствующим фактором 
свертывания, не связанным с XTEN при другом подобном режиме дозирования, и гибридный белок дос-
тигает аналогичной площади под кривой (основываясь на МЕ/мл) и/или аналогичного терапевтического 
эффекта, как и соответствующий FVIII, не связанный с XTEN; (ii) фармацевтическую композицию вво-
дят менее часто (например, каждые три дня, примерно каждые семь дней, примерно каждые 10 дней, 
примерно каждые 14 дней, примерно каждые 21 день, или почти ежемесячно), по сравнению с соответст-
вующим FVIII, не связанным с XTEN, при другой подобной величине дозы, а гибридный белок достигает 
аналогичной площади под кривой и/или аналогичного терапевтического эффекта, как и соответствую-
щий фактор свертывания, не связанный с XTEN; или (iii) вводят накапливающееся маньшее количество 
ME фармацевтической композиции на по меньшей мере около 20%, или около 30%, или около 40%, или 
около 50%, или около 60%, или около 70%, или около 80%, или около 90% меньше, по сравнению с со-
ответствующим FVIII, не связанным с XTEN, при другом подобном режим дозирования и гибридный 
белок CFXTEN достигает аналогичного терапевтического эффекта, как и соответствующий FVIII, не свя-
занный с XTEN. Накапливающееся меньшее количество ME измеряют в течение периода по меньшей 
мере около одной недели, или около 14 дней, или около 21 день, или около одного месяца. В предыду-
щих вариантах осуществления настоящего изобретения терапевтический эффект могут определять с по-
мощью любого из измеренных параметров, описанных в данном документе, которые содержат, но без 
ограничения ими, концентрацию в крови прокоагулянта FVIII, сниженное время анализа частичной 
тромбопластиновой активизации (aPTT), сниженное время одноэтапного или двухэтапного анализа коа-
гулирующей активности, отложенное начало случая кровотечения, сниженное время хромогенного ана-
лиза FVIII, сниженное время кровотечения, разрешение эпизода кровотечения или снижение титра Бе-
тезда CFXTEN по отношению к природному FVIII, уровни фибриногена или другие анализы, известные 
в данной области техники для оценивания коагулопатии FVIII. В дополнительном варианте осуществле-
ния настоящее изобретение обеспечивает CFXTEN для использования в режиме лечения гемофилии у 
субъекта, который содержит введение композиция CFXTEN двумя или более последовательными дозами 
субъекту в эффективном количестве, при том, что введение приводит к по меньшей мере 10%, или 20%, 
или 30%, или 40%, или 50%, или 60%, или 70%, или 80%, или 90% выше улучшение по меньшей мере 
одного, двух или трех параметров, связанных с заболеванием, по сравнению с FVIII, не связанным с 
XTEN, и вводят с использованием аналогичной дозы. 

В отдельном аспекте, настоящее изобретение относится к способу профилактики или лечения кро-
вотечения у пациента, необязательно, пациента с гемофилией A, которая имеет предсуществующий ин-
гибитор(ы) против FVIII. Ингибирующие антитела против FVIII обычно развиваются у больных гемофи-
лией, где средняя заболеваемость развития ингибитора составляет 15-30%, прежде всего у больных ге-
мофилией, которые в значительной степени подвержены концентратам FVIII (Algiman et al. Natural anti-
bodies to factor VIII (anti-hemophilic factor) in healthy individuals. PNAS USA (1992) 89: 3795-3799). Не-
смотря на это, ингибирующие антитела также наблюдаются у пациентов с аутоиммунными расстрой-
ствами, злокачественные новообразования (такие как лимфопролиферативные заболевания, лимфомы и 
солидные опухоли), во время беременности и в послеродовом состоянии. Ингибирование также может 
происходить, если антитела препятствуют связыванию FVIII с FIX и FX. В то же самое время или кроме 
того, анти-FVIII антитела могут препятствовать связыванию фактора фон Виллебранда и/или фосфоли-
пидов с FVIII, влияющим на свертывание и/или время полужизни FVIII. Присутствие ингибирующих 
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антител часто впервые обнаруживают с симптомами, такими как легкий ушиб и неконтролируемое кро-
вотечение, и обычно соответствуют приобретенной гемофилии. Анти-FVIII антитела могут определять с 
помощью различных способов, которые содержат количественное определение анти-FVIII активности в 
анализе коагулирующих активностей, ELISA в случае ингибиторов FVIII и очистке с использованием 
хроматографии и иммуноадсорбции (Algiman et al., 1992). Соответственно, при лечении или предотвра-
щении любого заболевания, связанного с, или определенного с помощью присутствия ингибирующих 
антител к FVIII используют патентоспособные способы. В отдельном варианте осуществления настоя-
щее изобретение обеспечивает способ лечения пациента, который имеет предсуществующий ингибитор 
против FVIII, способ которого включает этап введения пациенту эффективного для свертывания количе-
ства гибридного белка CFXTEN, который должны быть введен для того, чтобы достигнуть гемостаза, 
при том, что эффективное для свертывания количество вводимого гибридного белка уменьшают, по 
сравнению с количеством FVIII, не связанного с XTEN, (или природный FVIII), который должны быть 
введен для того, чтобы достигнуть гемостаза. В способе, сниженное количество CFXTEN составляет в 
около два раза, или в три раза, или в четыре раза, или в пять раз меньше в МЕ/кг, по сравнению с соот-
ветствующим FVIII, не связанным с XTEN. В дополнительном варианте осуществления способа, количе-
ство CFXTEN, которое вводят в качестве дозы, для того, чтобы достигнуть гемостаза, составляет по 
меньшей мере на от 20 до 40 МЕ/кг меньше, или от 30 до 60 МЕ/кг меньше, или от 40 до 80 МЕ/кг мень-
ше, или от 60 до 100 МЕ/кг меньше, или от 100 до 140 МЕ/кг меньше, или от 120 до 180 МЕ/кг меньше, 
или от 140 до 200 МЕ/кг меньше, по сравнению с соответствующим FVIII, не связанным с XTEN, или с 
природным FVIII, необходимым для того, чтобы достигнуть гемостаза. В дополнительном варианте осу-
ществления настоящее изобретение обеспечивает способ лечения случая кровотечения у субъекта с ге-
мофилией A, который имеет титр по меньшей мере 10, или 20, или 30, или 40, или 50, или 75, или 100, 
или 150, или 200 или более единиц Бетезда против FVIII, не связанного с XTEN, при том, что доза гиб-
ридного белка CFXTEN, необходимая для остановки эпизода кровотечения, является по меньшей мере в 
два раза, или в три раза, или в четыре раза, или в пять раз, или в шесть раз, или в семь раз, или в восемь 
раз, или в девять раз, или в 10 раз меньше, по сравнению с количеством FVIII, не связанным с XTEN, 
(или природным FVIII), который должны были вводить для того, чтобы достигнуть состояния гемостаза 
у аналогичного субъекта. Любому специалисту в данной области техники будет понятно, что количество 
прокоагулянта, вводимого для поддержания гемостаза, будет зависеть от тяжести дефицита FVIII и/или 
частоты или продолжительности кровотечения. 

Отчасти цель настоящего изобретения относится к использованию CFXTEN со сниженным связы-
ванием ингибиторами FVIII, которые связывают домены A2 и/или C2 фактора VIII, в качестве лекарст-
венного средства. Подобное лекарственное средство преимущественно используют для поддержания 
гемостаза у пациента, страдающего от гемофилии, при том, что подобный пациент имеет циркулирую-
щие ингибиторы FVIII, направленные против домена A2 и/или домена C2 фактора VIII. В отдельном ва-
рианте осуществления настоящее изобретение обеспечивает способ лечения, способ которого включает 
этап введения пациенту с домен A2-связывающим ингибитором эффективного для свертывания количе-
ства гибридного белка CFXTEN, при том, что CFXTEN проявляет по меньшей мере 10%, или 20%, или 
30%, или 40%, или 50%, или 60%, или 70%, или 80% или меньше связывания с ингибитором, который 
связывает домен A2 FVIII, по сравнению с FVIII, не связанным с XTEN, или с природным FVIII, и при 
том, что введение приводит к гемостазу. В дополнительном варианте осуществления настоящее изобре-
тение обеспечивает способ лечения, способ которого включает этап введения пациенту с домен C2-
связывающим ингибитором эффективного для свертывания количества гибридного белка CFXTEN, при 
том, что CFXTEN проявляет по меньшей мере 10%, или 20%, или 30%, или 40%, или 50%, или 60%, или 
70%, или 80% или меньше связывания с ингибитором, который связывает домен C2 FVIII, по сравнению 
с FVIII, не связанным с XTEN, или с природным FVIII, и при том, что введение приводит к гемостазу. 
Сниженное связывание субъекта CFXTEN могут анализировать непосредственно с помощью ELISA, ко-
торый детектирует ингибиторы FVIII, или измеряет косвенно с помощью демонстрации сниженной ак-
тивности ингибирования FVIII CFXTEN, по сравнению с природным FVIII в присутствии ингибитора, 
как измерено с помощью хромогенного теста на фактор VIII или одноэтапного анализа, как описано в 
данном документе, или других подходящих способов свертывания, известных в данной области техники. 
Кроме того, субъект CFXTEN может быть измерен на сниженное (или его отсутствие) ингибирование в 
присутствии известных ингибиторов с помощью использования измененного Бетезда-анализа. В соот-
ветствии с конкретным аспектом настоящего изобретения, CFXTEN, используемый в способах, имеет 
сниженную реактивность по отношению к одному или нескольким антителам из табл. 10, а также встре-
чающимся в природе антителам, которые присутствуют у пациентов с гемофилией. Для целей тестиро-
вания, подобные и отличные ингибирующие антитела могут быть получены от людей (напр. из сыворот-
ки пациентов, которые имеют ингибирующие антитела) или могут быть получены от мышей, морских 
свинок, лошадей, коз, приматов и других млекопитающих путем иммунизации FVIII, или его фрагмен-
тов, в частности, с фрагментом, содержащим все или часть домена A2 или C2, будь то в поликлональной 
или моноклональной форме. 

Настоящее изобретение дополнительно предполагает, что CFXTEN, которые используют в соответ-
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ствии со способами, которые обеспечивают в данном документе, могут вводить в сочетании с другими 
способами лечения и композициями (например, другими протеинами свертывания), используемыми для 
лечения заболеваний, связанных с фактором VIII, или заболевания, в случае которого фактор свертыва-
ния является вспомогательной терапией; например, случаи кровотечения в связи с травмой или хирурги-
ческим вмешательством. 

В дополнительных аспектах настоящее изобретение обеспечивает способы получения лекарствен-
ного средства в случае заболевания, связанного с фактором VIII, который содержит комбинирование по-
следовательности фактора VIII, выбранной из табл. 1, с одним или несколькими XTEN, выбранными из 
табл. 4, вводимые в один или несколько инсерционных сайтов, выбранных из табл. 5, табл. 6, табл. 7, 
табл. 8 и табл. 9 для того, что приводит к лекарственному средству, которое сохраняет по меньшей мере 
часть активности природного FVIII. Настоящее изобретение обеспечивает способ получения фармацев-
тической композиции, который включает этап комбинирования лекарственного средства вышеуказанно-
го варианта осуществления с по меньшей мере одним фармацевтически приемлемым носителем. В от-
дельном варианте осуществления способа получения лекарственного средства в случае заболевания, свя-
занного с фактором VIII, фактор VIII имеет последовательность с по меньшей мере около 80%, или по 
меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 97%, или по 
меньшей мере около 99% идентичности последовательности, по сравнению с последовательностью, вы-
бранной из табл. 1 и один или несколько XTEN имеют последовательность с по меньшей мере около 
80%, или по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 
97%, или по меньшей мере около 99% идентичности последовательности, по сравнению с последова-
тельностью, выбранной из любой из табл. 3, 4 и 13-17, или ее фрагментом, при том, что один или не-
сколько XTEN вводят в одну или несколько локализаций, выбранных из табл. 5, табл. 6, табл. 7, табл. 8 и 
табл. 9. В конкретном варианте осуществления вышеуказанного, по меньшей мере один инсерционный 
сайт XTEN выбирают из аминокислот 32, 220, 224, 336, 339, 390, 399, 416, 603, 1656, 1711, 1725, 1905 и 
1910 (нумерация относительно зрелого природного FVIII человека). В дополнительном варианте осуще-
ствления способа CFXTEN содержит последовательность с по меньшей мере около 80%, или по меньшей 
мере около 90%, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей ме-
ре около 99% идентичности последовательности, по сравнению с последовательностью, выбранной из 
любой из табл. 21. 

В дополнительных аспектах настоящее изобретение обеспечивает способ получения композиции 
CFXTEN для того, чтобы достигнуть нужные фармакокинетические, фармакологические или фармацев-
тические свойства. В общем, этапы строения и получение патентоспособных композиций гибридного 
белка, как проиллюстрировано на фиг. 11-13, содержат: (1) выбор FVIII (например, природные протеины, 
последовательности из табл. 1, аналоги или производные с активностью) для лечения конкретного забо-
левания; (2) выбор одного или нескольких XTEN (например, последовательностей с по меньшей мере 
80% идентичности с последовательностями, приведенными в табл. 4) что будет придавать нужные фар-
макокинетические и физико-химические характеристики получаемым CFXTEN (например, введение 
композиции CFXTEN субъекту приводит к тому, что гибридный белок поддерживают выше 0,05-0,4 
МЕ/мл в течение более продолжительного периода, по сравнению с FVIII, не связанным с XTEN); (3) 
установление нужной конформации от N- до C-конца CFXTEN для того, чтобы достигнуть нужной эф-
фективности или параметров PK (например, выбор одного или нескольких инсерционных сайтов из табл. 
5, табл. 6, табл. 7, табл. 8 и табл. 9); (4) установление строения экспрессирующего вектора, который ко-
дирует сконфигурированный CFXTEN; (5) трансформирование подходящего хозяина с экспрессирую-
щим вектором; и (6) экспрессирование и извлечение полученного изолированного гибридного белка 
CFXTEN. В отдельном варианте осуществления способа получения CFXTEN, XTEN для вставки оцени-
вают с применением Уравнения IV, для того, чтобы максимилизировать отношение радиусов XTEN в 
случае конструкции гибридного белка, с XTEN, в результате чего значения, превышающие 2,0, или 2,1, 
или 2,2, или 2,3, или 2,4, или 2,5, или 2,6, или 2,7, или 2,8, или 2,9. или 3,0 являются предпочтительными. 
Для тех CFXTEN, в случае которых повышение времени полужизни или увеличение периода времени, 
проведенного выше минимальной эффективной для свертывания концентрации, является желательными, 
XTEN, выбранный для включения, как правило имеет по меньшей мере около 144, или около 288, или 
около 432, или около 576, или около 864, или около 875, или около 912, или около 923 аминокислотных 
остатков, при условии, что уникальный XTEN является встроенным в CFXTEN. В дополнительном вари-
анте осуществления настоящего изобретения CFXTEN содержит первый XTEN вышеуказанной длины, и 
по меньшей мере второй XTEN из около 36, или около 42, или около 72, или около 144, или около 288, 
или около 576, или около 864, или около 875, или около 912, или около 923, или около 1000 или более 
аминокислотных остатков. Расположение XTEN в пределах гибридного белка может содержать одну, 
две, три, четыре, пять или более локализаций, выбранных из табл. 5, табл. 6, табл. 7, табл. 8 и табл. 9 или 
фиг. 8-9. В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения способ строения включает 
вставку XTEN в FVIII в по меньшей мере одном сайте, выбранном из аминокислот 32, 220, 224, 336, 339, 
390, 399, 416, 603, 1656, 1711, 1725, 1905 и 1910 (нумерация относительно зрелого природного FVIII че-
ловека). 
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В дополнительных аспектах настоящее изобретение обеспечивает способы получения композиции 
CFXTEN для улучшения легкости изготовления, которые приводят к увеличенной стабильности, увели-
ченной растворимости в воде и/или удобству композиции, по сравнению с природным FVIII. В отдель-
ном варианте осуществления настоящее изобретение содержит способ увеличения растворимости в воде 
FVIII, который включает этап связывания FVIII с по меньшей мере около 80%, или около 90%, или около 
95% идентичности с последовательностью из табл. 1 к одному или нескольким XTEN в одной, двух, 
трех, четырех, пяти или более локализациях, выбранных из табл. 5, табл. 6, табл. 7, табл. 8 и табл. 9 или 
фиг. 8-9, при том, что XTEN представляет собой последовательность с по меньшей мере около 80%, или 
около 90%, или около 95% идентичности последовательности, по сравнению с последовательностью из 
любой из табл. 3, 4 и 13-17, так что могут достигать более высокой концентрации в растворимой форме 
получаемых CFXTEN, при физиологических условиях, по сравнению с FVIII в неслитом состоянии. В 
конкретном варианте осуществления CFXTEN содержит FVIII, связанный с двумя, тремя, четырьмя или 
пятью XTEN, которые имеют по меньшей мере около 24, или около 36, или около 48, или около 60, или 
около 72, или около 84, или около 96, или около 144, или около 288 аминокислотных остатков, вводимых 
в пределах сайтов, выбранных из табл. 5, табл. 6, табл. 7, табл. 8 и табл. 9 или фиг. 8-9, в которых раство-
римость гибридного белка при физиологических условиях составляет по меньшей мере в три раза выше 
соответствующего FVIII, не связанного с XTEN, или, кроме того, по меньшей мере в четыре раза, или в 
пять раз, или в шесть раз, или в семь раз, или в восемь раз, или в девять раз, или по меньшей мере в 10 
раз, или по меньшей мере в 20 раз, или по меньшей мере в 30 раз, или по меньшей мере в 50 раз, или по 
меньшей мере в 60 или более раз больше FVIII, не связанного с XTEN. Факторы, способствующие свой-
ству XTEN придавать увеличенную растворимость CF в воде, при включении в гибридный белок, содер-
жат высокую растворимость слитого партнера XTEN и низкую степень самоагрегатирования между мо-
лекулами XTEN в растворе, а также расширение гидрофильности внешних петель FVIII, в которые вно-
сят XTEN. В отдельных вариантах осуществления настоящего изобретения способ приводит к гибрид-
ному белку CFXTEN, при том, что растворимость в воде составляет по меньшей мере на около 20%, или 
по меньшей мере на около 30% больше, или по меньшей мере на около 50% больше, или по меньшей 
мере на около 75% больше, или по меньшей мере на около 90% больше, или по меньшей мере на около 
100% больше, или по меньшей мере на около 150% больше, или по меньшей мере на около 200% больше, 
или по меньшей мере на около 400% больше, или по меньшей мере на около 600% больше, или по мень-
шей мере на около 800% больше, или по меньшей мере на около 1000% больше, или по меньшей мере на 
около 2000% выше при физиологических условиях, по сравнению с не-слитым FVIII. В отдельном вари-
анте осуществления настоящего изобретения XTEN гибридного белка CFXTEN представляет собой по-
следовательность с по меньшей мере около 80%, или около 90%, или около 95% идентичности последо-
вательности, по сравнению с последовательностью из любой из табл. 3, 4 и 13-17. В дополнительном 
варианте осуществления настоящее изобретение содержит способ увеличения срока хранения FVIII, ко-
торый включает этап связывания FVIII с одним или несколькими XTEN в одном или нескольких сайтах, 
выбранных из табл. 5, табл. 6, табл. 7, табл. 8 и табл. 9, при том, что срок хранения получаемых CFXTEN 
расширяют, по сравнению с FVIII в неслитом состоянии. Как используется в данном документе, срок 
хранения соответствует периоду времени, за который прокоагулянтная активность FVIII или CFXTEN, 
который находится в растворе, в лиофилизированной или в какой-либо другой композиции для хранения 
остается стабильным без чрезмерных потерь активности или активность остается в пределах специфика-
ций для выпуска, установленных для выпуска фармацевтической композиции. FVIII, который деградиру-
ет или агрегируется, как правило, имеет сниженную функциональную активность или сниженную био-
доступность, по сравнению с тем, который остается в растворе. Факторы, которые стимулируют возмож-
ность способа увеличивать срок годности FVIII, при включении в гибридный белок, содержат увеличен-
ную растворимость в воде, сниженное самоагрегатирование в растворе и увеличенную термостойкость 
слитого партнера XTEN. В частности, низкая склонность XTEN агрегировать облегчает способы состав-
ления фармацевтических составов, которые содержат более высокие концентрации лекарственного сред-
ства CF, и термостойкость XTEN способствует свойству гибридных белков CFXTEN оставаться раство-
римыми и функционально активными в течение длительного периода времени. Способ приводит к гиб-
ридным белкам CFXTEN с пролонгированным или расширенным сроком хранения, которые проявляют 
более высокую активность по отношению к стандарту FVIII, который подвергается тем же условиям 
хранения и обращения. Стандарт может быть не-слитым непроцессированным FVIII или коммерчески 
доступной фармацевтической композицией FVIII. В отдельном варианте осуществления настоящего изо-
бретения способ включает этап составления изолированного CFXTEN с одним или несколькими фарма-
цевтически приемлемыми вспомогательными веществами, которые повышают способность XTEN со-
хранять его неструктурированную конформацию и CFXTEN оставаться растворимым в композиции в 
течение времени, которое больше, чем в случае соответствующего не-слитого FVIII. В отдельном вари-
анте осуществления настоящего изобретения способ включает связывание FVIII, выбранного из табл. 1 с 
одним или несколькими XTEN, выбранными из любой из табл. 3, 4 и 13-17, вводимыми в одном или не-
скольких сайтах, выбранных из табл. 5, табл. 6, табл. 7, табл. 8 и табл. 9 и примешивание с по меньшей 
мере одним фармацевтически приемлемым вспомогательным веществом для создания фармацевтической 
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композиции, которая сохраняет более около 100% прокоагулянтной активности, или более около 105, 
110, 120, 130, 150 или 200% прокоагулянтной активности стандарта FVIII, который подвергается такому 
же условию хранения и обращения, при сравнении в момент времени по меньшей мере 90 дней, или по 
меньшей мере 6 месяцев, или по меньшей мере 12 месяцев. Срок хранения может также оцениваться в 
терминах функциональной активности, оставшейся после хранения, нормализованной к функциональной 
активности в начале хранения. В отдельных вариантах осуществления настоящего изобретения фарма-
цевтические композиции CFXTEN настоящего изобретения сохраняют более около 50% прокоагулянт-
ной активности, или около 60, 70, 80 или более 90% прокоагулянтной активности стандарта FVIII при 
воздействии на тех же условиях на тот же период до 2 недель, или 4 недель, или 6 недель или более про-
должительный при различных температурных условиях. В отдельном варианте осуществления настоя-
щего изобретения фармацевтическая композиция CFXTEN сохраняет по меньшей мере около 50%, или 
около 60%, или по меньшей мере около 70%, или по меньшей мере около 80%, и, более предпочтитель-
но, по меньшей мере около 90% или более его исходной активности в растворе при нагревании до 80°C в 
течение 10 мин. В дополнительном варианте осуществления настоящего изобретения фармацевтическая 
композиция CFXTEN сохраняет по меньшей мере около 50%, предпочтительно, по меньшей мере около 
60%, или по меньшей мере около 70%, или по меньшей мере около 80%, или, альтернативно, по меньшей 
мере около 90% или более его исходной активности в растворе при нагревании или поддерживании при 
37°C в течение около 7 дней. В дополнительном варианте осуществления настоящего изобретения фар-
мацевтическая композиция CFXTEN сохраняет по меньшей мере около 80% или более его функциональ-
ной активности после воздействия температуры от около 30°C до около 70°C за период времени от около 
1 до около 18 ч. В предыдущих вариантах осуществления настоящего изобретения, описанных выше в 
этом абзаце, сохраненная активность фармацевтических композиций CFXTEN в данный момент времени 
является по меньшей мере в около два раза, или по меньшей мере в около три раза, или по меньшей мере 
в около четыре раза, или по меньшей мере в около пять раз, или по меньшей мере в около шесть раз вы-
ше, чем соответствующая фармацевтическая композиция, которая содержит FVIII, не связанный с XTEN. 

Нуклеотидные последовательности по настоящему изобретению 

Настоящее изобретение обеспечивает изолированные полинуклеотиды, которые кодируют слитые 
гибридные белки CFXTEN и последовательности, комплементарные полинуклеотидным молекулам, ко-
дирующим слитые гибридные белки CFXTEN, которые содержат их гомологичные варианты. В допол-
нительных аспектах настоящее изобретение охватывает способы получения полинуклеотидов, кодирую-
щих слитые гибридные белки CFXTEN и последовательности, комплементарные полинуклеотидным 
молекулам, кодирующим слитый гибридный белок CFXTEN, который содержит их гомологичные вари-
анты. В общем, и, как проиллюстрировано на фиг. 11-13, способы получения полинуклеотидной после-
довательности, кодирующей гибридный белок CFXTEN и экспрессирующий получаемый продукт гена, 
включают формирование нуклеиновых кислот, кодирующих FVIII и XTEN, лигирование компонентов в 
рамке, инкорпорирование кодирующего гена в экспрессирующий вектор, соответствующий клетке-
хозяину, трансформацию соответствующей клетки-хозяина с экспрессирующим вектором и культивиро-
вание клетки-хозяина в условиях, вызывающих или позволяющих гибридному белку экспрессироваться 
в трансформированной клетке-хозяине, тем самым получая биологически-активный полипептид CFX-
TEN, который восстанавливают в качестве изолированного гибридного белка с помощью стандартных 
способов очистки протеина, известных в данной области техники. Стандартные рекомбинантные спосо-
бы молекулярной биологии используют для создания полинуклеотидов и экспрессирующих векторов по 
настоящему изобретению. 

В соответствии с настоящим изобретением, нуклеотидные последовательности, которые кодируют 
CFXTEN (или его комплемент), используют для генерирования рекомбинантных молекул DNA, которые 
направляют экспрессию гибридных белков CFXTEN в соответствующих клетках-хозяевах. Для целей 
настоящего изобретения нуклеотид кодирует сигнальную последовательность, соответствующую при-
родному FVIII человека (кодирует MQIELSTCFFLCLLRFCFS (SEQ ID NO: 1611)), добавляют к любой из 
кодирующих конструкций, описанных в данном документе, чтобы помочь в экспрессии и секретирова-
нии гибридного белка CFXTEN. В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения дополни-
тельный нуклеотид представляет собой 

  или компле-
ментарную ей последовательность. 

Некоторые стратегии клонирования являются подходящими для выполнения настоящего изобрете-
ния, многие из которых используют для генерирования конструкции, которая содержит ген, кодирующий 
гибридный белок композиции CFXTEN по настоящему изобретению, или его комплемент. В отдельных 
вариантах осуществления настоящего изобретения стратегию клонирования используют для создания 
гена, который кодирует мономерный CFXTEN, содержащий по меньшей мере первый FVIII и по мень-
шей мере первый XTEN полипептид, или их комплемент. В отдельном варианте осуществления вышеиз-
ложенного, ген содержит последовательность, кодирующую FVIII, или вариант последовательности. В 
дополнительных вариантах осуществления настоящего изобретения стратегию клонирования использу-
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ют для создания гена, который кодирует мономерный CFXTEN, содержащий нуклеиновые кислоты, ко-
торый кодирует по меньшей мере первую молекулу FVIII или ее комплемент, и первый и по меньшей 
мере второй XTEN, или их комплемент, который используют для трансформирования клетки-хозяина 
для экспрессии гибридного белка композиций CFXTEN. В предыдущих вариантах осуществления на-
стоящего изобретения, описанных выше в этом абзаце, гены могут дополнительно содержать нуклеино-
вые кислоты, кодирующие спейсерные последовательности, которые также кодируют последователь-
ность(и) расщепления. 

При создании нужных последовательностей XTEN было обнаружено, что неповторяющуюся при-
роду XTEN патентоспособных композиций достигают не смотря на использование при создании XTEN-
кодирующих последовательностей молекулярного подход к "компоновке из унифицированных блоков". 
Это было достигнуто за счет использования библиотеки полинуклеотидов, кодирующих последователь-
ности пептидных мотивов, описанных выше, которые затем лигируют и/или мультимеризируют для соз-
дания генов, кодирующих последовательности XTEN (см. фиг. 11 и 12 и Примеры). Таким образом, если 
XTEN экспрессируемого гибридного белка может состоять из нескольких единиц лишь четырех различ-
ных мотивов последовательности, потому что сами мотивы состоят из неповторяющихся аминокислот-
ных последовательностей, в целом, последовательность XTEN оказывается неповторяющейся. Соответ-
ственно, в отдельном варианте осуществления настоящего изобретения XTEN-кодирующие полинуклео-
тиды составляют несколько полинуклеотидов, которые кодируют неповторяющиеся последовательности, 
или мотивы, функционально связанные во фрейм, в которых получаемые экспрессируемые аминокис-
лотные последовательности XTEN не являются повторяющимися. 

В отдельном подходе, первой получают конструкцию, которая содержит последовательность DNA, 
соответствующую гибридному белку CFXTEN. DNA, кодирующая FVIII композиций, полученная синте-
тически, из коммерческого источника, или из библиотеки cDNA, полученная с использованием стан-
дартных способов из ткани или изолированных клеток, как полагают, для сохранения mRNA FVIII и для 
экспрессирования ее на обнаруживаемом уровне. При необходимости, кодирующая последовательность 
может быть получена с использованием обычных процедур удлинения праймера, как описано в Sam-
brook, et al., supra, для обнаружения предшественников и обработки промежуточных соединений mRNA, 
которые могут не быть обратнотранскрибируемыми в cDNA. В этом случае можно использовать методи-
ку полимеразной цепной реакции (PCR) для амплификации целевой DNA или RNA, кодирующей после-
довательности для получения достаточного материала для получения конструкций CFXTEN, которые 
содержат ген FVIII. Анализы могут быть проведены для того, чтобы подтвердить, что гибридизирован-
ные непроцессированные гены являются нужным геном(ами) FVIII. С помощью этих стандартных спо-
собов DNA может быть легко получена из библиотеки cDNA, полученной из подобных источников. 
FVIII кодирующий ген(ы) также могут быть созданы с помощью стандартных синтетических способов, 
известных в данной области техники (например, автоматического синтеза нуклеиновой кислоты с ис-
пользованием, например, одного из методов, описанных у Engels et al. (Agnew. Chem. Int. Ed. Engl., 
28:716-734 1989)), с использованием последовательностей DNA, полученных из общедоступных баз дан-
ных, патентов или литературных источников. Такие процедуры хорошо известны в данной области тех-
ники и хорошо описаны в научной и патентной литературе. Например, последовательности могут быть 
получены из Chemical Abstracts Services (CAS) Registry Numbers (опубликованные American Chemical 
Society) и/или идентификаторы Model Protein GenBank Accession Numbers (например, Locus ID, 
NP_XXXXX и XP_ХХХХХ), доступные на интернет-сайте National Center for Biotechnology Information 
(NCBI), доступные в интернете на ncbi.nlm.nih.gov, что соответствует записям в реестре CAS Registry 
или базе данных GenBank, которые содержат аминокислотную последовательность белка, представляю-
щего интерес, или фрагмента, или варианта белка. В отдельном варианте осуществления настоящего 
изобретения FVIII кодирует ген, кодирующий белковую последовательность из табл. 1, или его фрагмент 
или вариант. 

Ген или полинуклеотид, кодирующий часть протеина FVIIIa CFXTEN субъекта, в случае экспрес-
сированного гибридного белка, который содержит уникальный FVIII, затем клонируют в конструкцию, 
которая представляет собой плазмиду или другой вектор под контролем соответствующих последова-
тельностей транскрипции и трансляции в случае высокого уровня экспрессии белка в биологической си-
стеме. В более поздней стадии, второй ген или полинуклеотид, кодирующий XTEN, генетически слит с 
нуклеотидами, кодирующими N- и/или C-конец гена FVIII путем клонирования его в конструкции по 
соседству и во фрейм с геном(ами), кодирующим FVIII. Этот второй этап происходит через этап лигиро-
вания или мультимеризации. В предыдущих вариантах осуществления настоящего изобретения, описан-
ных выше в этом абзаце, следует понимать, что создаваемые генные конструкции могут быть альтерна-
тивно дополнены соответствующими генами, которые кодируют соответствующие белки слияния. 

Ген, кодирующий XTEN, может быть создан в один или несколько этапов, либо полностью синте-
тически, либо путем синтеза в сочетании с ферментативными процессами, такими как рестрикционное 
ферментоопосредованное клонирование, PCR и PCR с перекрывающимися праймерами, которые содер-
жат способы, более полно описанные в примерах. Способы, раскрытые в данном документе, могут быть 
использованы, например, для лигирования коротких последовательностей полинуклеотидов, кодирую-
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щих XTEN в более длинные гены XTEN необходимой длины и последовательности. В отдельном вари-
анте осуществления настоящего изобретения способ лигирует два или более олигонуклеотида с оптими-
зированным кодоном, кодирующим мотив XTEN или сегмент последовательности из около от 9 до 14 
аминокислот, или около от 12 до 20 аминокислот, или около от 18 до 42 аминокислот, или около от 42 до 
около 144 аминокислот, или около 144 до около 288 аминокислот, или от 288 до около 864 аминокислоты 
или больше, или любую комбинацию вышеуказанных диапазонов мотива или длин сегмента. 

Кроме того, раскрытый способ используют для мультимеризации XTEN-кодирующих последова-
тельностей в более длинные последовательности необходимой длины; например, ген, кодирующий 36 
аминокислот XTEN может быть димеризован в ген, кодирующий 72 аминокислот, затем 144, затем 288, и 
т.д. Даже с мультимеризацией, полипептиды XTEN могут быть построены так, что XTEN-кодирующий 
ген имеет редко повторяющееся или практически не повторяющееся строение кодонов, выбранных для 
используемой мотивов самой короткой единицы, которая может снизить рекомбинацию и повысить ста-
бильность кодируемого гена в трансформированном хозяине. 

Гены, кодирующие XTEN, с неповторяющимися последовательностями, собирают из олигонуклео-
тидов с использованием стандартных способов синтеза гена. Строение гена могут выполнять с использо-
ванием алгоритмов, которые оптимизируют с использованием кодона и аминокислотной композиции. В 
отдельном способе по настоящему изобретению создают библиотеку относительно коротких XTEN-
кодирующих полинуклеотидных конструкций, а затем собирают, как описано выше. Получаемые гены 
затем собирают с генами, кодирующими FVIII или области FVIII, как проиллюстрировано на фиг. 11 и 
12, а получаемые гены используют для трансформирования клетки-хозяина и получения и восстановле-
ния CFXTEN для оценки его свойств, как описано в данном документе. 

В дополнительных аспектах настоящее изобретение обеспечивает изолированные нуклеотиды, ко-
торые содержат полинуклеотидную последовательность, кодирующую варианты осуществления гибрид-
ного белка CFXTEN, описанного в данном документе. В отдельном варианте осуществления настоящего 
изобретения изолированный нуклеотид содержит полинуклеотидную последовательность, выбранную из 
(a) последовательности, которая имеет по меньшей мере около 80% идентичности последовательности, 
или около 90%, или около 91%, или около 92%, или около 93%, или около 94%, или около 95%, или око-
ло 96%, или около 97%, или около 98%, или около 99%, до около 100% идентичности последовательно-
сти, по сравнению с последовательностью сопоставимой длины, выбранной из табл. 21, при оптималь-
ном выравнивании, или (b) комплемента полинуклеотида (a). В дополнительном варианте осуществления 
настоящего изобретения изолированный нуклеотид содержит последовательность 

  связанную с 
5' концом нуклеотида (a) или комплемент последовательности, связанный с 3' концом (b). 

Полинуклеотидные библиотеки. 
В дополнительных аспектах настоящее изобретение обеспечивает библиотеки полинуклеотидов, 

которые кодируют последовательности XTEN, используемые для сборки генов, которые кодируют XTEN 
необходимой длины и последовательности. В отдельных вариантах осуществления настоящего изобре-
тения конструкции XTEN-кодирующих библиотек содержат полинуклеотиды, которые кодируют поли-
пептидные сегменты определенной длины. В качестве первого шага, могут собирать библиотеку олиго-
нуклеотидов, которая кодируют мотивы из 9-14 аминокислотных остатков. В предпочтительном вариан-
те осуществления настоящего изобретения собирают библиотеки олигонуклеотидов, которые кодируют 
мотивы из 12 аминокислот. 

Сегменты XTEN-кодирующей последовательности могут быть димеризованы или мультимеризиро-
ваны в более длинных кодирующих последовательностях, как схематически проиллюстрировано на фиг. 
13. Димеризацию или мультимеризацию могут осуществлять с помощью лигирования, PCR с перекры-
вающимися праймерами, PCR-сборки или схожими способами клонирования, известными в данной об-
ласти техники. Этот процесс может быть повторен несколько раз, пока получаемые XTEN-кодирующие 
последовательности достигнут организации последовательности и нужной длины, обеспечивая XTEN-
кодирующие гены. Как будет понятно, библиотека полинуклеотидов, которые кодируют, например, 12 
аминокислотные мотивы, может быть димеризована и/или лигирована в библиотеку полинуклеотидов, 
которые кодируют 36 аминокислот. Библиотеки кодируют мотивы различных длин; например, 9-14 ами-
нокислотные мотивы ведут к библиотекам, кодирующим от 27 до 42 аминокислот, как предполагается 
настоящим изобретением. В свою очередь, библиотека полинуклеотидов, которые кодируют от 27 до 42 
аминокислот, и предпочтительно 36 аминокислот (как описано в примерах) может быть последовательно 
димеризована в библиотеку, которая содержит последовательно большие длины полинуклеотидов, кото-
рые кодируют последовательности XTEN необходимой длины, для включения в ген, кодирующий гиб-
ридный белок CFXTEN, как раскрыто в данном документе. 

Более эффективный способ оптимизации последовательности DNA, кодирующей XTEN основыва-
ют на комбинаторных библиотеках. Ген, кодирующий XTEN может быть построен и синтезирован в сег-
менте так, что получают несколько вариантов кодона для каждого сегмента. Эти сегменты могут быть 
произвольно объединены в библиотеки генов, таких, что каждый член библиотеки кодирует одни и те же 
аминокислотные последовательности, но члены библиотеки содержат в себе большое количество вари-
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антов кодонов. Такие библиотеки могут быть подвергнуты скринингу на гены, которые приводят к высо-
коуровневой экспрессия и/или низкой численности продуктов процессинга. Способ сборки гибридного 
гена проиллюстрирован на фиг. 18. Гены на фиг. 18 собирают из 6 основных фрагментов и каждый 
фрагмент доступен в 4 различных вариантах кодона. Это приводит к теоретическому разнообразию 4096. 

В отдельных вариантах осуществления настоящего изобретения библиотеки собраны из полинук-
леотидов, которые кодируют аминокислоты, ограниченные в специфической последовательности семей-
ства XTEN; например, последовательности AD, AE, AF, AG, AM или AQ из табл. 4. В дополнительных 
вариантах осуществления настоящего изобретения библиотеки содержат последовательности, которые 
кодируют два или более мотива семейства последовательностей из табл. 3. названия и последовательно-
сти репрезентативных, неограничивающих полинуклеотидных последовательностей из библиотек, кото-
рые кодируют 36-меры, представлены в табл. 13-17, а способы, используемые для их создания, более 
подробно описаны в соответствующих примерах. В дополнительных вариантах осуществления настоя-
щего изобретения библиотеки, которые кодируют XTEN, строят из сегментов полинуклеотидных кодо-
нов, связанных в рандомизированной последовательностью, которая кодируют аминокислоты, при том, 
что по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, или 
по меньшей мере около 92%, или по меньшей мере около 93%, или по меньшей мере около 94%, или по 
меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по 
меньшей мере около 99% кодонов выбирают из группы, которая состоит из кодонов в случае аминокис-
лот глицина (G), аланина (A), серина (S), треонина (T), глутамата (E) и пролина (P). Библиотеки могут 
быть использованы, в свою очередь, для серийной димеризации или лигирования, для того, чтобы дос-
тигнуть библиотеки полинуклеотидных последовательностей, которые кодируют последовательности 
XTEN, например, из 42, 48, 72, 144, 288, 576, 864, 875, 912, 923, 1318 аминокислот, или до общей длины 
около 3000 аминокислот, а также промежуточных длин, в которых кодируемый XTEN может иметь одно 
или несколько свойств, раскрытых в данном документе, если экспрессируют в качестве компонента гиб-
ридного белка CFXTEN. В отдельных случаях, полинуклеотидные последовательности библиотеки могут 
также содержать дополнительные основания, используемые в качестве "островков секвенирования", 
описанных ниже более полно. 

Фиг. 14 представляет собой принципиальную блок-схему репрезентативных, неограничивающих 
этапов сборки конструкции полинуклеотида XTEN и конструкции полинуклеотида CFXTEN в вариантах 
осуществления настоящего изобретения. Отдельные олигонуклеотиды 501 ренатурируют в мотивы по-
следовательности 502, такие как 12 аминокислотный мотив ("12-мер"), который лигируют до дополни-
тельных мотивов последовательности из библиотеки для создания пула, который охватывает нужную 
длину XTEN 504, а также лигируют в меньшей концентрации олигосодержащего BbsI и сайтов рестрик-
ции KpnI 503. Получаемый пул продуктов лигирования очищают на геле и обрезают бэнд с нужной дли-
ной XTEN, что приводит к изолированному гену XTEN с последовательностью-стоппером 505. Ген 
XTEN клонируют в спейсерный вектор. В данном случае, вектор кодирует дополнительную последова-
тельность CBD 506 и ген GFP 508. Расщепление затем осуществляют с BbsI/HindIII, для удаления 507 и 
508 и размещения стоп-кодон. Получаемый продукт затем клонируют в расщепляемый вектор 
BsaI/HindIII, который содержит ген, кодирующий FVIII, что приводит к гену 500, кодирующему гибрид-
ный белок FVIII-XTEN. 

Можно клонировать библиотеку XTEN-кодирующих генов в один или несколько экспрессирующих 
векторов, известных в данной области техники. Для облегчения идентификации хорошо-
экспрессирующихся членов библиотеки, можно построить библиотеку в виде слияния с репортерным 
протеином. Неограничивающие примеры подходящих репортерных генов представляют собой зеленый 
флуоресцентный белок, люциферазу, щелочную фосфатазу и бета-галактозидазу. С помощью скрининга, 
можно идентифицировать короткие последовательности XTEN, которые могут быть экспрессированы в 
высокой концентрации в предпочтительном организме-хозяине. Впоследствии, можно генерировать биб-
лиотеку случайных димеров XTEN и повторить тест на высокий уровень экспрессии. Впоследствии, 
можно проверить получаемые конструкции на ряд свойств, таких как уровень экспрессии, стабильность 
протеазы или связывание с сывороткой. 

В одном из аспектов настоящего изобретения обеспечивает полинуклеотидные последовательности, 
кодирующие компоненты гибридного белка, при том, что создание последовательности претерпевает 
оптимизирование кодона. Конкретной интерес представляет оптимизирование кодона с целью повыше-
ния экспрессии полипептидных композиций и для улучшения генетической стабильности кодирующего 
гена в организмах-источниках. Например, оптимизирование кодона имеет особое значение для последо-
вательностей XTEN, которые богаты глицином или которые имеют очень повторяющиеся аминокислот-
ные последовательности. Оптимизирование кодона осуществляют с использованием компьютерных про-
грамм (Gustafsson, C., et al. (2004) Trends Biotechnol, 22: 346-53), некоторые из которых минимизируют 
рибосомальную паузу (Coda Genomics Inc.). В одном варианте осуществления настоящего изобретения 
возможно выполнять оптимизацию кодонов путем построения библиотеки кодонов, при условии, что все 
члены библиотеки кодируют ту же самую аминокислотную последовательность, но там, где использова-
ние кодонов изменяется. Такие библиотеки могут быть подвергнуты скринингу на высокую экспрессию 
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и генетически стабильные члены, которые особенно подходят для крупномасштабного производства 
XTEN-содержащих продуктов. При создании последовательностей XTEN можно рассмотреть ряд 
свойств. Можно минимизировать повторяемость в кодирующих DNA последовательностей. Кроме того, 
можно избежать или минимизировать использование кодонов, которые редко используются организмом-
источником (например, кодоны аргинина AGG и AGA и кодон лейцина в E. coli). В случае E. coli, два 
кодона глицина, GGA и GGG, редко используют в высоко экспрессированных протеинах. Таким обра-
зом, оптимизирование кодона гена, кодирующего последовательности XTEN, может быть очень жела-
тельным. Последовательности DNA, которые имеют высокий уровень глицина, что приводит к высокому 
содержанию GC, который может привести к нестабильности или низким уровням экспрессии. Таким об-
разом, если это возможно, то предпочтительно выбирать кодоны таким образом, чтобы содержание GC в 
XTEN-кодирующей последовательности подходило организму получения, который будет использоваться 
для изготовления XTEN. 

В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения библиотеки полинуклеотидов строят 
с использованием раскрытых способов, при том, что все члены библиотеки кодируют одинаковую ами-
нокислотную последовательность, но там, где использование кодонов для соответствующих аминокис-
лот в последовательности изменяют или оптимизируют для предполагаемой клетки-хозяина. Такие биб-
лиотеки могут быть подвергнуты скринингу на высокую экспрессию и генетически стабильные члены, 
которые особенно подходят для крупномасштабного производства XTEN-содержащих продуктов. В от-
дельном варианте осуществления настоящего изобретения библиотеки оптимизируют для экспрессии в 
эукариотической клетке-хозяине. 

При желании, можно упорядочить клоны в библиотеке, для того, чтобы устранить изоляты, которые 
содержат нежелательные последовательности. Исходная библиотека коротких последовательностей 
XTEN допускает некоторое изменение в аминокислотной последовательности. Например, можно рандо-
мизировать отдельные кодоны, так, что количество гидрофильных аминокислот может наблюдаться в 
конкретном положении. В процессе итеративной мультимеризации, возможно экранировать полученные 
члены библиотеки для других характеристик, таких как растворимость или устойчивость к протеазе, в 
дополнение к тесту на высокоуровневую экспрессию. 

После того, как выбран ген, кодирующий XTEN, необходимой длины и свойств, он генетически 
слит в нужном месте на нуклеотидах, кодирующих ген(ы) FVIII(s) с помощью клонирования его в конст-
рукцию по соседству и во фрейме с геном, кодирующим FVIII, или, альтернативно, между нуклеиновы-
ми кислотами, кодирующими соседние домены FVIII, или, альтернативно, в пределах последовательно-
сти, кодирующей данный домен FVIII, или, альтернативно, во фрейме с нуклеиновыми кислотами, коди-
рующими спейсер/последовательность расщепления, связанную с концевой XTEN. Настоящее изобрете-
ние обеспечивает различные пермутации вышеуказанного, в зависимости от CFXTEN, который должен 
быть закодирован. Например, ген, кодирующий гибридный белок CFXTEN, который содержит FVIII и 
два XTEN, такие как отображены в формуле VI, как показано выше, ген будет иметь полинуклеотиды, 
кодирующие FVIII, кодирующие два XTEN, которые могут быть идентичными или различными в компо-
зиции и длине последовательности. В отдельном неограничивающем варианте осуществления вышеука-
занного, полинуклеотиды FVIII могут кодировать фактор VIII и полинуклеотиды, кодирующие C-конец, 
XTEN может кодировать XTEN из 288 аминокислот и полинуклеотиды, кодирующие внутренний XTEN, 
соседний к C-концу домена A2 может кодировать XTEN из 144 аминокислот. Этап клонирования генов 
FVIII в конструкцию XTEN могут происходить через этап лигирования или мультимеризация, как пока-
зано на фиг. 14. Конструкции, кодирующие гибридные белки CFXTEN, могут быть построены в различ-
ных конформациях компонентов XTEN, CF и спейсерных последовательностей, таких как конформации 
по формулам I-VIII. В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения конструкция содер-
жит полинуклеотидные последовательности, комплементарные тем, или те, которые кодируют мономер-
ный полипептид компонентов в следующем порядке (от 5' до 3') FVIII, внутренний по отношению к до-
мену B XTEN, и C-концевой XTEN. В дополнительном варианте осуществления настоящего изобретения 
конструкция содержит полинуклеотидные последовательности, комплементарные тем, или те, которые 
кодируют мономерный полипептид компонентов в следующем порядке (5' to 3') FVIIII, спейсерная об-
ласть, связанная с C-концом, и XTEN. Спейсерные полинуклеотиды могут, необязательно, содержать 
последовательности, кодирующие расщепленные последовательности. Как будет очевидно специалистам 
в данной области техники, возможны различные пермутации доменов FVIII и вводимых XTEN. 

Гомология, сходство последовательности или идентичность последовательности нуклеотида или 
аминокислотных последовательностей может также определяться традиционно при использовании из-
вестного программного обеспечения или компьютерных программ, таких как программы сравнения пар 
BestFit или Gap (GCG Wisconsin Package, Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison, Wis. 
53711). BestFit использует алгоритм локальной гомологии от Smith и Waterman (Advances in Applied 
Mathematics. 1981. 2: 482-489), чтобы найти лучший сегмент идентичности или сходства между двумя 
последовательностями. Gap обеспечивает общие выравнивания: всей последовательности со всей другой 
схожей последовательностью с использованием способа Needleman и Wunsch, (Journal of Molecular Biol-
ogy. 1970. 48:443-453). При использовании, программы сравнительного анализа первичной структуры 
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последовательности, такой как BestFit, для определения степени гомологии последовательности, сходст-
ва или идентичности, могут быть использованы по умолчанию, или для оптимизации результатов иден-
тичности, сходства или гомологи может быть выбрана соответствующая оценочная матрица. 

Нуклеотидные последовательности, которые являются "комплементарными", представляют собой 
такие, которые способны к спариванию оснований в соответствии со стандартными правилами компле-
ментарности Watson-Crick. Как используется в данном документе, термин "комплементарные последова-
тельности" означает нуклеотидные последовательности, которые являются по существу комплементар-
ными, которые могут быть оценены с помощью того же нуклеотидного сравнения, изложеного выше, 
или определены как способные к гибридизации с полинуклеотидами, которые кодируют последователь-
ности CFXTEN при жестких условиях, таких, как описаны в данном документе. 

Получаемые полинуклеотиды, кодирующие слитые гибридные белки CFXTEN, затем могут быть 
индивидуально клонированы в экспрессирующий вектор. Нуклеотидную последовательность вводят в 
вектор с помощью различных процедур. В общем, DNA вводят в соответствующий сайт(ы) рестрикци-
онной эндонуклеазы с использованием способов, известных в данном уровне техники. Компоненты век-
тора, как правило, содержат, но без ограничения ими, одну или несколько сигнальных последовательно-
стей, точку начала репликации, один или несколько маркерных генов, элемент энхансера, промотор и 
стоп-кодон транскрипции. Построение подходящих векторов, которые содержат один или несколько 
этих компонентов использует стандартные способы лигирования, которые известны специалисту в дан-
ной области техники. Подобные способы хорошо известны в данной области техники, хорошо описаны в 
научной и патентной литературе. 

Различные векторы являются общедоступными. Вектор может быть, например, в виде плазмиды, 
космиды, вирусной частицы или фага, которые могут быть легко подвергнуты рекомбинантным спосо-
бам DNA, и выбор вектора часто зависит от клетки-хозяина, в которую он должен быть введен. Таким 
образом, вектор может быть автономно реплицирующимся вектором, т.е. вектор, который существует в 
качестве экстрахромосомной субстанции, репликация которого не зависит от хромосомной репликации, 
например, плазмиды. С другой стороны, вектор может быть таким, который при введении в клетку-
хозяина, интегрирован в геном клетки-хозяина и реплицируется вместе с хромосомой(ами), в которую он 
был интегрирован. Репрезентативные плазмиды, проиллюстрированные фиг. 17, отображены с коди-
рующимися областями для различных конформаций FVIII и компонентов XTEN. 

Настоящее изобретение обеспечивает использование плазмидных векторов, которые содержат по-
следовательности репликации и контроля, которые являются совместимыми с, и распознаются, клетка-
ми-хозяевами, и функционально связаны с геном CFXTEN для контролируемой экспрессии гибридного 
белка CFXTEN. Вектор обычно несет сайт репликации, а также последовательности, кодирующие про-
теины, которые являются способными обеспечить фенотипический отбор в трансформированных клет-
ках. Подобные векторные последовательности хорошо известны для различных бактерий, дрожжей и 
вирусов. Применимые экспрессирующие векторы, которые могут использоваться, содержат, например, 
сегменты хромосомных, не-хромосомных и синтетических последовательностей DNA. "Экспрессирую-
щий вектор" соответствует конструкции DNA, содержащей последовательность DNA, которая представ-
ляет собой функционально связанную с подходящей последовательностью контроля, способной к осуще-
ствлению экспрессии DNA, кодирующей гибридный белок в подходящем хозяине. Требованиями явля-
ются то, что векторы являются воспроизводимыми и жизнеспособными в выбранной клетке-хозяине. 
При необходимости могут быть использованы векторы с низким или высоким количеством копий. 

Другие подходящий векторы содержат, но без ограничения ими, производные SV40 и pcDNA, и из-
вестные бактериальные плазмиды, такие как col EI, pCRl, pBR322, pMal-C2, pET, pGEX, как описано 
Smith, et al., Gene 57:31-40 (1988), pMB9 и их производные, плазмиды, такие как RP4, DNA фага, такие 
как многочисленные производные фага I, такие как NM989, а также другие DNA фага, такие как M13 и 
филаментная одноцепочечная DNA фага; плазмиды дрожжей, такие как 2-х микронная плазмида или 
производные плазмиды 2m, а также центромерные и интегративные бифункциональные векторы дрож-
жей; векторы, применимые в эукариотических клетках, такие как векторы, применимые для клеток насе-
комых или млекопитающих; векторы, полученные из комбинаций плазмид и DNA фагов, таких как 
плазмиды, которые были модифицированы, чтобы использовать DNA фага или последовательности кон-
троля за экспрессией; и подобные. Экспрессирующие системы дрожжей, которые также могут быть ис-
пользованы в настоящем изобретении, содержат, но без ограничения ими, неслитый вектор pYES2 (Invi-
trogen), слитый pYESHisA, B, C (Invitrogen), векторы pRS и подобные. 

Последовательности контроля вектора содержат промотор для осуществления транскрипции, до-
полнительную последовательность оператора для управления такой транскрипцией, последовательность, 
кодирующую подходящие сайты связывания рибосомы mRNA, и последовательности, которые контро-
лируют терминацией транскрипции и трансляции. Промотор может быть любой последовательностью 
DNA, которая иллюстрирует транскрипционную активность в выбранной клетке-хозяине, и может быть 
получена из генов, кодирующих белки, либо гомологичных, либо гетерологичных клетке-хозяину. 

Примеры подходящих промоторов для управления транскрипцией DNA, кодирующей вариант по-
липептид FVIII в клетках млекопитающих, представляют собой промотор SV40 (Subramani et al., Mol. 
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Cell. Biol. 1 (1981), 854-864), промотор MT-1 (ген металлотионеина) (Palmiter et al., Science 222 (1983), 
809-814), промотор CMV (Boshart et al., Cell 41:521-530, 1985) или основной поздний промотор аденови-
руса 2 (Kaufman и Sharp, Mol. Cell. Biol, 2:1304-1319, 1982). Вектор также может нести такие последова-
тельности, как UCOE (универсальные хроматинраскрывающие элементы). Примеры подходящих промо-
торов для использования в клетках-хозяевах нитчатых грибов представляют собой, например, промотор 
ADH3 или промотор tpiA. Примеры других используемых промоторов представляют собой полученный 
из гена, кодирующего амилазу TAKA A. oryzae, аспарагиновую протеиназу Rhizomucor miehei, ней-

тральную α-амилазу A. niger, кислотоустойчивую α-амилазу A. niger, A. niger или A. awamoriglucoamy-
lase (gluA), липазу Rhizomucor miehei, щелочную протеазу A. oryzae, триозофосфатизомеразу A. oryzae 
или ацетамидазу A. nidulans. Предпочтительными являются промоторы TAKA-амилазы и gluA. 

Промоторы, подходящие для использования в экспрессирующих векторах с прокариотическими хо-

зяевами, содержат β-лактамазу и системы промотирования лактозы [Chang et al., Nature, 275:615 (1978); 
Goeddel et al., Nature, 281:544 (1979)], щелочную фосфатазу, систему промотирования триптофана (trp) 
[Goeddel, Nucleic Acids Res., 8:4057 (1980); EP 36776] и гибридные промоторы, такие как составной про-
мотор [deBoer et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80:21-25 (1983)], все функционально связаны с DNA, ко-
дирующей полипептиды CFXTEN. Промоторы для использования в бактериальных системах могут так-
же содержать последовательность Shine-Dalgarno (S.D.), функционально связанную с DNA, кодирующей 
полипептиды CFXTEN. 

Настоящее изобретение предусматривает использование других экспрессирующих систем, которые 
содержат, например, бакуловирусную систему экспрессии с обоими неслитыми векторами переноса, та-
кими как, но без ограничения ими, pVL941 Summers, et al., Virology 84:390-402 (1978)), pVL1393 (Invitro-
gen), pVL1392 (Summers, et al., Virology 84:390- 402 (1978) и Invitrogen) и pBlueBacIII (Invitrogen), и мо-
гут быть использованы слитые векторы переноса, такие как, но без ограничения ими, pAc700 (Summers, 
et al., Virology 84:390-402 (1978)), pAc701 и pAc70-2 (такие как pAc700, с различными рамками считыва-
ния), pAc360 Invitrogen) и pBlueBacHisA, B, C (Invitrogen). 

Примеры подходящих промоторов для управления транскрипцией DNA, кодирующей вариант по-
липептида FVIII в клетках млекопитающих, представляют собой промотор CMV (Boshart et al., Cell 
41:521-530, 1985), промотор SV40 (Subramani et al., Mol. Cell. Biol. 1 (1981), 854-864), MT-1 (ген металло-
тионеина) промотор (Palmiter et al., Science 222 (1983), 809-814), основной поздний промотор аденовиру-
са 2 (Kaufman и Sharp, Mol. Cell. Biol, 2:1304-1319, 1982). Вектор может также нести такие последова-
тельности, как UCOE (универсальные хроматинраскрывающие элементы). 

Последовательности DNA, кодирующие CFXTEN, могут, кроме того, при необходимости, быть 
функционально соединена с соответствующим терминатором, таким как терминатор hGH (Palmiter et al., 
Science 222, 1983, pp. 809-814) или терминаторы TPI1 (Alber и Kawasaki, J. Mol. Appl. Gen. 1, 1982, pp. 
419-434) или ADH3 (McKnight et al., EMBO J. 4, 1985, pp. 2093-2099). Экспрессирующие векторы могут 
также содержать набор сайтов сплайсинга RNA, расположенный в прямом направлении от промотора и в 
обратном направлении от инсерционного сайта последовательности CFXTEN, который содержит сайты 
сплайсинга, полученные из аденовируса. Кроме того, содержащееся в экспрессирующих векторах пред-
ставляет собой сигнал полиаденилирования, расположенный в прямом направлении от инсерционного 
сайта. Особенно предпочтительные сигналы полиаденилирования содержат ранний или поздний сигнал 
полиаденилирования от SV40 (Kaufman и Sharp, ibid.), сигнал полиаденилирования от области Elb 5 аде-
новируса, терминатора hGH (DeNoto et al. Nucl. Acids Res. 9:3719-3730, 1981). Экспрессирующие векто-
ры могут также содержать некодирующую вирусную лидерную последовательность, такую как трехком-
понентная лидерная последовательность аденовируса 2, расположенная между промотором и сайтами 
сплайсинга RNA; и последовательности энхансера, такие как энхансер SV40. 

Для направления CFXTEN по настоящему изобретению в секреторный путь клеток-хозяев, секре-
торная сигнальная последовательность (также известная как лидерная последовательность, препропосле-
довательность или препоследовательность) может содержаться в рекомбинантном векторе. Секреторная 
сигнальная последовательность функционально связана с последовательностями DNA, кодирующими 
CFXTEN, обычно расположенными на 5' конце по отношению к последовательности DNA, кодирующей 
гибридный белок CFXTEN. Секреторная сигнальная последовательность может быть, как правило, свя-
занна с природным протеином FVIII или может образовывать ген, кодирующий другой секретируемый 
протеин. Неограничивающие примеры содержат OmpA, PhoA и DsbA в случае экспрессии E. coli, ppL-
alpha, DEX4, сигнальную последовательность инвертазы, сигнальную последовательность кислой фосфа-
тазы, CPY или INU1 в случае экспрессии дрожжей, и IL2L, SV40, IgG kappa и IgG лямбда в случае экс-
прессии млекопитающих. Сигнальные последовательности являются, как правило, протеолитически уда-
ленными от протеина во время способа транслокации и секретирования, генерирования определенного 
N-конца. Способы раскрыты в Arnau, et al., Protein Expression and Purification 48: 1-13 (2006). 

Процедуры, используемые для лигирования последовательности DNA, кодирующей CFXTEN, про-
мотор и, необязательно, терминатор и/или секреторную сигнальную последовательность, соответствен-
но, и для вставки их в подходящие векторы, которые содержат информацию, необходимую для реплика-
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ции, хорошо известны специалистам в данной области техники (см., например, Sambrook, J. et al., "Mo-
lecular Cloning: A Laboratory Manual", 3rd edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001). Таким обра-
зом, в пределах конструкции получают слитую молекулу DNA, кодирующую мономерный гибридный 
белок CFXTEN. Необязательно, эта слитая молекула DNA может быть транспортирована или клонирова-
на в другую конструкцию, которая представляет собой более соответствующий экспрессирующий век-
тор. В этот момент клетка-хозяин, способная к экспрессированию слитой молекулы DNA, может быть 
трансформирована слитой молекулой DNA. 

Неограничивающие примеры клеточных линий млекопитающих для использования по настоящему 
изобретению представляют собой COS-1 (ATCC CRL 1650), COS-7 (ATCC CRL 1651), BHK-21 (ATCC 
CCL 10)) и BHK-293 (ATCC CRL 1573; Graham et al., J. Gen. Virol. 36:59-72, 1977), клетки BHK-570 
(ATCC CRL 10314), CHO-K1 (ATCC CCL 61), CHO-S (Invitrogen 11619-012), и 293-F (Invitrogen R790-7) 
и родительские и производные клеточные линии, известные в данной области техники, применимые для 
экспрессии FVIII. Клеточная линия tk-ts 13 BHK также доступна от ATCC с учетным номером CRL 1632. 
Кроме того, в настоящем изобретении может быть использован ряд других клеточных линий, который 
содержит Rat Hep I (гепатома крыс; ATCC CRL 1600), Rat Hep II (гепатома крыс; ATCC CRL 1548), 
TCMK (ATCC CCL 139), легкие человека (ATCC HB 8065), NCTC 1469 (ATCC CCL 9,1), CHO (ATCC 
CCL 61) и клетки DUKX (Urlaub и Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216-4220, 1980). 

Примеры подходящих клеток дрожжей содержат клетки Saccharomyces spp. или Schizosaccharomy-
ces spp., в конкретных штаммах Saccharomyces cerevisiae или Saccharomyces kluyveri. Способы транс-
формации клеток дрожжей с гетерологической DNA и получения гетерологических полипептидов опи-
саны, например, в патенте США № 4599311, патенте США № 4931373, патенте США № 4870008, 
5037743 и патенте США № 4845075, все из которых содержаться в данном описании в виде ссылки. 
Трансформированные клетки выбирают по фенотипу, определенному с помощью селектируемого марке-
ра, обычно устойчивость или способность лекарственного средства расти при отсутствии конкретного 
питательного вещества, например, лейцина. Предпочтительный вектор для использования в дрожжах 
представляет собой вектор POT1, раскрытый в патенте США № 4931373. Последовательности DNA, ко-
дирующие CFXTEN, могут быть предвосхищены сигнальной последовательностью и, необязательно, 
лидерной последовательностью, например, как описано выше. Дополнительные примеры подходящих 
клеток дрожжей представляют собой штаммы Kluyveromyces, такие как K. lactis, Hansenula, например, H. 
Polymorpha или Pichia, например, P. pastoris (cf. Gleeson et al., J. Gen. Microbiol. 132, 1986, pp. 3459-3465; 
патент США № 4882279). Примеры других клеток грибка представляют собой клетки филаментного 
грибка, например, Aspergillus spp., Neurospora spp., Fusarium spp. или Trichoderma spp., в конкретных 
штаммы A. oryzae, A. nidulans или A. niger. Использование Aspergillus spp. для экспрессии протеинов 
описано в, например, EP 272 277, EP 238 023, EP 184 438. Превращение F. oxysporum может быть, на-
пример, выполнено, как описано в Malardier et al., 1989, Gene 78: 147-156. Превращение Trichoderma spp. 
может быть осуществлено, например, как описано в EP 244 234. 

Другие подходящие клетки, которые могут использовать по настоящему изобретению, содержат, но 
без ограничения ими, штаммы прокариотических клеток-хозяев, таких как Escherichia coli, (например, 

штамм DH5-α), Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium, или штаммы рода Pseudomonas, Streptomyces и 
Staphylococcus. Неограничивающие примеры подходящих прокариот содержат таковые из рода: Actino-
planes; Archaeoglobus; Bdellovibrio; Borrelia; Chloroflexus; Enterococcus; Escherichia; Lactobacillus; Listeria; 
Oceanobacillus; Paracoccus; Pseudomonas; Staphylococcus; Streptococcus; Streptomyces; Thermo-плазма; и 
Vibrio. 

Способы трансфекции клеток млекопитающих и экспрессирования последовательностей DNA, вве-
денных в клетки, описаны в, например, Kaufman и Sharp, J. Mol. Biol. 159 (1982), 601-621; Southern и 
Berg, J. Mol. Appl. Genet. 1 (1982), 327-341; Loyter et al., Proc. Natl. Acad Sci. USA 79 (1982), 422-426; 
Wigler et al., Cell 14 (1978), 725; Corsaro и Pearson, Somatic Cell Genetics 7 (1981), 603, Graham и van der 
Eb, Virology 52 (1973), 456; и Neumannet al., EMBO J. 1 (1982), 841-845. 

Последовательности клонированной DNA вводят в культивируемые клетки млекопитающих с по-
мощью, например, кальцийфосфатопосредованной трансфекции (Wigler et al., Cell 14:725-732, 1978; Cor-
saro и Pearson, Somatic Cell Genetics 7:603-616, 1981; Graham и Van der Eb, Virology 52d:456-467, 1973), 
трансфекции многих коммерчески доступных веществ, таких как FuGENEG Roche Diagnostics, Mann-
heim, Германия) или липофектамина (Invitrogen) или с помошью электропорации (Neumann et al., EMBO 
J. 1:841-845, 1982). Чтобы определить и выбрать клетки, которые экспрессируют экзогенную DNA, ген, 
который придает селектируемый фенотип (селективный маркер), как правило, вводят в клетки вместе с 
геном или cDNA, представляющим интерес. Предпочтительные селективные маркеры содержат гены, 
которые придают устойчивость к лекарствам, таким как неомицин, гигромицин, пуромицин, зеоцином и 
метотрексат. Селективный маркер может быть амплифицируемым селектируемым маркером. Предпоч-
тительный амплифицируемый селектируемый маркер представляет собой последовательность дигидро-
фолатредуктазы (DHFR). Дополнительные примеры селектируемых маркеров хорошо известны специа-
листам в данной области техники и содержат репортеры, такие как улучшенный зеленый флуоресцент-
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ный белок (EGFP), бета-галактозидаза (β-gal) или хлорамфеникол-ацетилтрансфераза (CAT). Селекти-
руемый маркеры представлены Thilly (Mammalian Cell Technology, Butterworth Publishers, Stoneham, 
Mass., включенными в данный документ в виде ссылки). Специалист в данной области техники сможет 
легко выбрать подходящие селектируемые маркеры. Любой известный селективный маркер возможно 
использовать до тех пор, пока он способен экспрессироваться одновременно с нуклеиновой кислотой, 
кодирующей генный продукт. 

Селектируемые маркеры могут быть введены в клетку на отдельной плазмиде в то же время, как и 
представляющий интерес ген, или же они могут быть введены в этой же плазмиде. Если, с той же плаз-
мидой, селектируемый маркер и ген, представляющий интерес, могут находиться под контролем различ-
ных промоторов или того самого промотора, последний механизм получает бицистронное сообщение. 
Конструкции этого типа известны в данной области техники (например, Levinson и Simonsen, патент 
США № 4713339). Он также может быть полезным при добавлении дополнительной DNA, известной как 
"носитель DNA", к смеси, которая вводится в клетки. 

После того, как клетки поглощают DNA, их выращивают в соответствующей среде роста, как пра-
вило, 1-2 дня, чтобы начать экспрессирование гена, представляющего интерес. Как используется в дан-
ном документе, термин "соответствующая среда роста" означает среду, которая содержит питательные 
вещества и другие компоненты, необходимые для роста клеток и экспрессии CFXTEN, представляющего 
интерес как правило, включают источник углерода, источник азота, незаменимые аминокислоты, неза-
менимые сахара, витамины, соли, фосфолипиды, белки и факторы роста. Для получения гамма-
карбоксилированных протеинов среда содержит витамин K, предпочтительно, при концентрации от око-
ло 0,1 мкг/мл до около 5 мкг/мл. Выбор лекарственного средства затем используют для выбора в случае 
роста клеток, которые экспрессируют селектируемый маркер в стабильной форме. В случае клеток, ко-
торые были трансфицированы с амплифицируемым селектируемым маркером, концентрация лекарст-
венного средства может быть увеличена для того, чтобы выбрать в случае увеличенного количества ко-
пий клонируемых последовательностей, тем самым увеличивая уровни экспрессии. Клоны стабильно 
трансфицированных клеток затем подвергают скринингу на экспрессию варианта полипептида FVIII, 
представляющего интерес. 

Трансформированную или трансфицированную клетку-хозяина затем культивируют в подходящей 
питательной среде в условиях, допускающих экспрессию полипептида CFXTEN, после которой полу-
чаемый пептид может быть восстановлен из культуры в качестве изолированного гибридного белка. Сре-
дой, используемой для культивирования клеток, может быть любая обычная среда, подходящая для вы-
ращивания клеток-хозяев, такая как минимальная или сложная среда, содержащая соответствующие до-
бавки. Подходящие среды доступны от коммерческих поставщиков или могут быть получены в соответ-
ствии с опубликованными рецептами (например, в каталогах American Type Culture Collection). Условия 
культивирования, такие как температура, pH и подобные, представляют собой те, которые ранее исполь-
зовались для клетки-хозяина, выбранной для экспрессии, и будут очевидны специалисту в данной облас-
ти техники. 

Экспрессию гена измеряют в непосредственно образце, например, с помощью обычного саузерн-
блоттинга, нозерн-блоттинга для количественной оценки транскрипции mRNA [Thomas, Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA, 77:5201-5205 (1980)], дот-блоттинга (анализа DNA) или гибридизации in situ, с использованием 
соответственно меченного зонда, основываясь на последовательности, обеспечиваемой в данном доку-
менте. Кроме того, антитела могут быть использованы, которые могут распознавать специфические дуп-
лексы, в том числе дуплексы DNA, дуплексы RNA и гибридные дуплексы DNA-RNA или DNA-
протеиновые дуплексы. Антитела, в свою очередь, могут быть маркированы и может быть осуществлен 
анализ, если дуплекс связан с поверхностью таким образом, что при образовании на поверхности дуп-
лекса может быть обнаружено присутствие антитела, связанного с дуплексом. 

Экспрессия генов, в качестве альтернативы, может быть измерена с помощью иммунологических 
флуоресцентных способов, таких как иммуногистохимическое окрашивание срезов клеток или ткани и 
анализа культуры клеток, или жидкостей тела, или обнаружения селектируемых маркеров для количест-
венного определения непосредственно экспрессии генного продукта. Антитела, применимые для имму-
ногистохимического окрашивания и/или анализа образцов жидкостей, могут быть либо моноклональны-
ми или поликлональными, и могут быть получены от любого млекопитающего. В целях удобства, могут 
быть получены антитела к природной последовательности полипептида FVIII или к синтетическому пеп-
тиду, основанному на последовательностях DNA, которые обеспечивают в данном документе, или к эк-
зогенной последовательности, слитой с FVIII, и кодирующей специфический эпитоп антитела. Примеры 
селектируемых маркеров хорошо известны специалистам в данной области техники и содержат такие 

репортеры, как улучшенный зеленый флуоресцентный белок (EGFP), бета-галактозидаза (β-gal) или хло-
рамфеникол-ацетилтрансфераза (CAT). Экспрессированный продукт(ы) полипептида CFXTEN может 
быть очищен посредством способов, известных в данной области техники, или с помощью способов, 
раскрытых в данном документе. Могут использовать такие способы, как гель-хроматография, аффинная 
очистка (например, с использованием колонки с анти-FVIII антителом), фракционирование солями, ио-
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нообменная хроматография, гель-проникающая хроматография, адсорбционная хроматография на гидро-
ксиапатите, хроматография с гидрофобным взаимодействием и гель-электрофорез; каждый с учетом вос-
становления и очистки гибридного белка получают с помощью соответствующих клеток-хозяев. Допол-
нительную очистку могут выполнять с помощью способов обычной химической очистки, таких как вы-
сокоэффективная жидкостная хроматография. Некоторые экспрессированные CFXTEN могут требовать 
рефолдинга во время выделения и очистки. Способы очистки описаны у Robert K. Scopes, Protein Purifi-
cation: Principles and Practice, Charles R. Castor (ed.), Springer-Verlag 1994, и Sambrook, et al., выше. Разде-
ления с помощью многоэтапной очистки также описаны в Baron, et al., Crit. Rev. Biotechnol. 10:179-90 
(1990) и ниже, et al., J. Chromatogr. A. 679:67-83 (1994). Для терапевтических целей желательно, чтобы 
эти гибридные белки CFXTEN по настоящему изобретению являлись по существу чистыми. Таким обра-
зом, в предпочтительном варианте осуществления настоящего изобретения CFXTEN по настоящему изо-
бретению очищают до по меньшей мере около от 90 до 95% гомогенности, предпочтительно, до по 
меньшей мере около 98% гомогенности. Чистота может быть оценена с помощью, например, гель-
электрофореза, HPLC и аминоконцевого секвенирования белков. 

VIII) Фармацевтические композиции. 
Настоящее изобретение обеспечивает фармацевтические композиции, которые содержат CFXTEN. 

В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения фармацевтическая композиция содержит 
гибридный белок CFXTEN, раскрытый в данном документе, примешанный к по меньшей мере одному 
фармацевтически приемлемому носителю. Полипептиды CFXTEN по настоящему изобретению могут 
быть составлены в соответствии с известными способами для получения фармацевтически применимых 
композиций, причем полипептид комбинируют в примеси с фармацевтически приемлемой основой носи-
теля, такой как водные растворы, буферы, растворители и/или фармацевтически приемлемые суспензии, 
эмульсии, стабилизаторы или вспомогательные вещества. Примеры безводных растворителей содержат 
пропилэтиленгликоль, полиэтиленгликоль и растительные масла. Композиции фармацевтических компо-
зиций получают для хранения с помощью смешивания активного ингредиента CFXTEN, который имеет 
нужную степень чистоты с дополнительными физиологически приемлемыми носителями, вспомогатель-
ными веществами (например, хлорид натрия, соль кальция, сахароза или полисорбат) или стабилизато-
рами (например, сахароза, трегалоза, раффиноза, аргинин, соль кальция, глицин или гистидин), как опи-
сано в Remington's Pharmaceutical Sciences 16th edition, Osol, A. Ed. (1980), в виде лиофилизированных 
композиций или водных растворов. 

Фармацевтическая композиция может быть обеспечена в виде лиофилизированного порошка для 
разведения перед введением. В дополнительном варианте осуществления настоящего изобретения фар-
мацевтическая композиция может быть обеспечена в жидкой форме в пробирке, содержание которого 
могут вводить непосредственно пациенту. Кроме того, композицию обеспечивают в виде жидкости в 
предварительно заполненном шприце для введения композиции. В дополнительном варианте осуществ-
ления настоящего изобретения композицию обеспечивают в виде жидкости в предварительно наполнен-
ной пробирке, которая может быть встроена в насос. 

Фармацевтические композиции могут быть введены любым подходящим способом, или путем, в 
том числе подкожно, подкожно с помощью инфузионного насоса, внутримышечно и внутривенно. Сле-
дует иметь в виду, что предпочтительный путь будет меняться в зависимости от заболевания и возраста 
пациента, и от тяжести заболевания, подлежащего лечению. 

В отдельном варианте осуществления настоящего изобретения фармацевтическая композиция 
CFXTEN в жидкой форме или после разведения (если обеспечивают в виде лиофилизированного порош-
ка) содержит фактор свертывания VIII с активностью по меньшей мере 50 МЕ/мл, или по меньшей мере 
100 МЕ/мл, или по меньшей мере 200 МЕ/мл, или по меньшей мере 300 МЕ/мл, или по меньшей мере 400 
МЕ/мл, или активность по меньшей мере 500 МЕ/мл, или активность по меньшей мере 600 МЕ/мл, состав 
которой способен увеличить активность фактора VIII до по меньшей мере 1,5% нормального уровня 
плазмы в крови в течение по меньшей мере около 12 ч, или по меньшей мере около 24 ч, или по меньшей 
мере около 48 ч, или по меньшей мере около 72 ч, или по меньшей мере около 96 ч, или по меньшей мере 
около 120 ч после введения фармацевтической композиции фактора VIII субъекту, нуждающемуся в 
стандартной профилактике. В дополнительном варианте осуществления настоящего изобретения фарма-
цевтическая композиция CFXTEN в жидкой форме или после разведения (если обеспечивают в виде 
лиофилизированного порошка) содержит фактор свертывания VIII с активностью по меньшей мере 50 
МЕ/мл, или по меньшей мере 100 МЕ/мл, или по меньшей мере 200 МЕ/мл, или по меньшей мере 300 
МЕ/мл, или по меньшей мере 400 МЕ/мл, или по меньшей мере 500 МЕ/мл, или активность по меньшей 
мере 600 МЕ/мл, состав которой способен увеличить активность фактора VIII до по меньшей мере 2,5% 
нормального уровня плазмы в крови в течение по меньшей мере около 12 ч, или по меньшей мере около 
24 ч, или по меньшей мере около 48 ч, или по меньшей мере около 72 ч, или по меньшей мере около 96 ч, 
или по меньшей мере около 120 ч после введения субъекту нуждающемуся в стандартной профилактике. 
Отдельно предусмотрено, что фармацевтические композиции вышеуказанного могут быть составлены 
для того, чтобы содержать одно или несколько вспомогательных веществ, буферов или других ингреди-
ентов, известных в данной области техники, чтобы быть совместимыми с введением внутривенным пу-
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тем, подкожным путем или внутримышечным путем. Таким образом, в вариантах осуществления на-
стоящего изобретения, описанных выше в этом абзаце, фармацевтическую композицию вводят подкож-
но, внутримышечно или внутривенно. 

Композиции по настоящему изобретению могут быть составлены с использованием различных 
вспомогательных веществ. Подходящие вспомогательные вещества содержат микрокристаллическую 
целлюлозу (например, Avicel PH102, Avicel PH101), полиметакрилат, поли(этилакрилат, метилметакри-
лат, хлорид триметиламмонийэтилметакрилата) (такой как Eudragit RS-30D), гидроксипропилметилцел-

люлоза (Methocel K100M, Premium CR Methocel K100M, Methocel E5, Opadry), стеарат магния, тальк, 

триэтилцитрат, водная дисперсия этилцеллюлозы (Surelease) и протаминсульфат. Средство замедлен-
ного действия может также содержать носитель, который может содержать, например, растворители, 
дисперсионные среды, покрытия, антибактериальные и противогрибковые средства, изотонические и 
средства замедления абсорбция. Фармацевтически приемлемые соли могут также быть использованы в 
этих средствах замедленного действия, например, минеральные соли, такие как гидрохлориды, гидро-
бромиды, фосфаты или сульфаты, а также соли органических кислот, такие как ацетаты, пропионаты, 
малонаты или бензоаты. Композиция может также содержать жидкости, такие как вода, физиологиче-
ский раствор, глицерин и этанол, а также вещества, такие как смачивающие средства, эмульгирующие 
средства или pH буферизующие средства. Также в качестве носителя могут быть использованы липосо-
мы. 

В дополнительном варианте осуществления настоящего изобретения композиции по настоящему 
изобретению инкапсулируют в липосомы, которые продемонстрировали применение в доставке эффек-
тивных активных средств контролируемым образом в течение пролонгированных периодов времени. 
Липосомы являются закрытыми двухслойными мембранами, содержащими захваченный объем воды. 
Липосомы могут быть также однослойными везикулами, имеющими один бислой мембраны или много-
слойные везикулы с несколькими бислоями мембраны, каждый из которых отделен от следующего с по-
мощью водного слоя. Структура полученного мембранного бислоя такова, что гидрофобные (неполяр-
ные) хвосты липида ориентированы по направлению к центру бислоя, в то время как гидрофильные (по-
лярные) головки ориентированы по направлению к водной фазе. В отдельном варианте осуществления 
настоящего изобретения липосома может быть нанесена с конформационно-лабильным водораствори-
мым полимером, который избегает поглощение органами системы мононуклеарных фагоцитов, прежде 
всего печени и селезенки. Подходящие гидрофильные полимеры в случае окружающих липосом содер-
жат, без ограничения, PEG, поливинилпирролидон, поливинилметиловый эфир, полиметилоксазолин, 
полиэтилоксазолин, полигидроксипропилоксазолин, полигидроксипропилметакриламид, полиметакри-
ламид, полидиметилакриламид, полигидроксипропилметакрилат, полигидроксэтилакрилат, гидроксиме-
тилцеллюлозу, гидроксиэтилцеллюлозу, полиэтиленгликоль, полиаспартамид и гидрофильные пептид-
ные последовательности, как описано в патентах США № 6316024; 6126966; 6056973; 6043094, содержа-
ния которых представлены в виде ссылки во всей их полноте. Дополнительные липосомальные способы 
описаны в патентах США № 6759057; 6406713; 6352716; 6316024; 6294191; 6126966; 6056973; 6043094; 
5965156; 5916588; 5874104; 5215680; и 4684479, содержания которых включены в данный документ в 
виде ссылки. Они описывают липосомы и покрытые липидами микропузырьки и способы их изготовле-
ния. Таким образом, специалист в данной области техники, с учетом как раскрытого по настоящему изо-
бретению, так и раскрытого в этих других патентах может производить липосомы для замедленного вы-
свобождения полипептидов по настоящему изобретению. 

В случае жидких композиций желательным свойством является то, что препарат поставляют в фор-
ме, которая может пройти через 25, 28, 30, 31, 32 калибр игл в случае внутривенного, внутримышечного, 
внутрисуставного или подкожного введения. 

Шприцевые инфузионные насосы могут также использоваться в качестве средств замедленного 
действия. Такие устройства описаны в патентах США № 4976696; 4933185; 5017378; 6309370; 6254573; 
4435173; 4398908; 6572585; 5298022; 5176502; 5492534; 5318540; и 4988337, содержания которых вклю-
чены в данный документ в виде ссылки. Специалист в данной области техники, с учетом и раскрытого в 
настоящем изобретению, и раскрытого в другие патентах, может получать шприцевой инфузионные на-
сос для замедленного высвобождения композиций по настоящему изобретению. 

IX) Фармацевтические наборы. 
В дополнительных аспектах настоящее изобретение обеспечивает набор для облегчения использо-

вания полипептидов CFXTEN. Набор содержит фармацевтическую композицию, обеспечиваемую в дан-
ном документе, контейнер и этикетку или листовку-вкладыш в упаковке на, или связанные с, контейнере. 
Подходящие контейнеры содержат, например, флаконы, пробирки, шприцы и т.д., образованные из раз-
личных материалов, таких как стекло или пластик. Контейнер содержит фармацевтическую композицию 
ввиде композиции, которая является эффективной при лечении заболевания, связанного с FVIII, и могут 
иметь стерильное входное отверстие (например, контейнер может иметь баллон с внутривенным раство-
ром или пробирку, которая имеет пробку, прокалываемую иглой для подкожной инъекции). Листовка-
вкладыш в упаковке может приводить утвержденные показания к препарату, инструкции для воссозда-
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ния и/или введения препарата в случае использования в случае указанного симптома, соответствующей 
дозировки и информации по безопасности, и информацию, определяющую номер партии и истечение 
срока действия лекарственного средства. В дополнительном варианте осуществления вышеизложенного, 
набор может содержать второй контейнер, который может нести соответствующий разбавитель для фар-
мацевтической композиции, использование которого будет предоставляться пользователю с соответст-
вующей концентрацией, чтобы быть доставленной субъекту. 

Примеры 

Пример 1. Построение сегментов мотива XTEN_AD36. 
Следующие пример описывают построение коллекции генов с оптимизированным кодоном, коди-

рующим последовательности мотива из 36 аминокислот. В качестве первого этапа, спейсерный вектор 
pCW0359 строят, основываясь на векторе pET, и который содержит промотор T7. pCW0359 кодирует 
домен, связывающий целлюлозу (CBD) и сайт распознавания протеазы TEV с последующей спейсерной 
последовательностью, которая является окруженной по бокам сайтами BsaI, BbsI, и KpnI. Сайты BsaI и 
BbsI вводят так, что они после расщепления генерируют совместимые "липкие" концы DNA. Спейсерная 
последовательность следует за процессированным вариантом гена GFP и гистидиновой меткой. Спей-
серная последовательность содержит стоп-кодоны и, таким образом, клетки E. coli осуществляют не-
флуоресцирующие колонии спейсерной формы плазмиды pCW0359. Спейсерный вектор pCW0359 для 
удаления спейсерного сегмента расщепляют BsaI и KpnI и получаемый фрагмент вектора выделяют с 
помощью очистки на агарозном геле. Последовательности обозначают XTEN_AD36, отражая семейство 
AD мотивов. Их сегменты имеют аминокислотную последовательность [X]3, где X представляет собой 
пептид из 12 аминокислот с последовательностями: GESPGGSSGSES (SEQ ID NO: 19), GSEGSSGPGESS 
(SEQ ID NO: 20), GSSESGSSEGGP (SEQ ID NO: 21) или GSGGEPSESGSS (SEQ ID NO: 22). Вставку по-
лучают с помощью ренатурации следующих пар фосфорилированных синтетических олигонуклеотид-
ных пар: 

 

 
Также ренатурируют фосфорилированный олигонуклеотид 3KpnIstopperFor: AGGTTCGTCTTCAC-

TCGAGGGTAC (SEQ ID NO: 1626) и нефосфорилированный олигонуклеотид pr_3KpnIstopperRev: 
CCTCGAGTGAAGACGA (SEQ ID NO: 1627). Лигируют ренатурированные олигонуклеотидные пары, 
что приводит к смеси продуктов с различной длиной, которые представляют различное количество по-
вторений из 12 аминокислот, лигированных до сегмента BbsI/KpnI. Продукты, соответствующие длине в 
36 аминокислот выделяют из смеси с помощью препаративного электрофореза в агарозном геле и лиги-
руют в спейсерный вектор pCW0359, расщепляемый BsaI/KpnI. Большинство клонов в полученной биб-
лиотеке, обозначенные LCW0401, демонстрируют зеленую флуоресценцию после индуцирования, что 
иллюстрирует тот факт, что последовательность XTEN_AD36 была лигирована во фрейме с геном GFP, и 
что большая чать последовательностей XTEN_AD36 имеет хорошие уровни экспрессии. Проверяют 96 
изолятов из библиотеки LCW0401 на высокий уровень флуоресценции штамповкой их на агаровую пла-
стинку, которая содержит IPTG. Подобные изоляты оценивают с помощью PCR и определяют 48 изоля-
тов, которые содержат сегменты с 36 аминокислотами, а также сильную флуоресценцию. Эти изоляты 
секвенируют и определяют 39 клонов, которые содержат правильные сегменты XTEN_AD36. Имена 
файлов нуклеотидных и аминокислотных конструкций и последовательностей этих сегментов приведены 
в табл. 13. 
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Таблица 13 
DNA и аминокислотные последовательности 36-мерных мотивов AD 

(SEQ ID NOS 203-278, соответственно, в порядке появления) 
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Пример 2. Построение сегментов XTEN_AE36. 
Строят библиотеку кодонов, кодирующих последовательности XTEN длиной в 36 аминокислот. 

Последовательность XTEN обозначают XTEN_AE36. Их сегменты имеют аминокислотную последова-
тельность [X]3, где X представляет собой пептид из 12 аминокислот с последовательностью: GSPAG-
SPTSTEE (SEQ ID NO: 23), GSEPATSGSETP (SEQ ID NO: 24), GTSESATPESGP (SEQ ID NO: 25) или 
GTSTEPSEGSAP (SEQ ID NO: 26). Вставку получают с помощью ренатурации следующих пар фосфори-
лированных синтетических олигонуклеотидных пар: 

 
Также ренатурируют фосфорилированный олигонуклеотид 3KpnIstopperFor: AGGTTCGTCTTCAC-
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TCGAGGGTAC (SEQ ID NO: 1626) и нефосфорилированный олигонуклеотид pr_3KpnIstopperRev: 
CCTCGAGTGAAGACGA (SEQ ID NO: 1627). Лигируют ренатурированные олигонуклеотидные пары, 
что приводит к смеси продуктов с различной длиной, которые представляют различное количество по-
вторений из 12 аминокислот, лигированных с сегментом BbsI/KpnI. Из смеси выделяют продукты, соот-
ветствующие длине в 36 аминокислот, с помощью препаративного электрофореза в агарозном геле и ли-
гируют в спейсерный вектор pCW0359, расщепляемый BsaI/KpnI. Большинство клонов в полученной 
библиотеке, обозначенные LCW0402, после индуцирования демонстрируют зеленую флуоресценцию, 
что иллюстрирует тот факт, что последовательность XTEN_AE36 была лигирована во фрейме с геном 
GFP и большая часть последовательностей XTEN_AE36 демонстрирует хорошую экспрессию. Проверя-
ют 96 изолятов из библиотеки LCW0402 на высокий уровень флуоресценции штамповкой их на агаро-
вую пластинку, которая содержит IPTG. Подобные изоляты оценивают с помощью PCR и определяют 48 
изолятов, которые содержат сегменты с 36 аминокислотами, а также сильную флуоресценцию. Эти изо-
ляты секвенируют и определяют 37 клонов, которые содержат правильные сегменты XTEN_AE36. Име-
на файлов нуклеотидных и аминокислотных конструкций и последовательностей этих сегментов приве-
дены в табл. 14. 

Таблица 14 
DNA и аминокислотные последовательности 36-мерных мотивов AE (SEQ ID NOS 279-352, соответст-

венно, в порядке появления) 
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Пример 3. Построение сегментов XTEN_AF36. 
Строят библиотеку кодонов, кодирующих последовательности длиной в 36 аминокислот, последо-

вательности обозначают XTEN_AF36. Их сегменты имеют аминокислотную последовательность [X]3, 
где X представляет собой пептид из 12 аминокислот с последовательностью: GSTSESPSGTAP (SEQ ID 
NO: 27), GTSTPESGSASP (SEQ ID NO: 28), GTSPSGESSTAP (SEQ ID NO: 29) или GSTSSTAESPGP 
(SEQ ID NO: 30). Вставку получают с помощью ренатурации следующих пар фосфорилированных син-
тетических олигонуклеотидных пар: 
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Также ренатурируют фосфорилированный олигонуклеотид 3KpnIstopperFor: AGGTTCGTCTTCAC-

TCGAGGGTAC (SEQ ID NO: 1626) и нефосфорилированный олигонуклеотид pr_3KpnIstopperRev: 
CCTCGAGTGAAGACGA (SEQ ID NO: 1627). Лигируют ренатурированные олигонуклеотидные пары, 
что приводит к смеси продуктов с различной длиной, что представляет различное количество повторе-
ний из 12 аминокислот, лигированных с сегментом BbsI/KpnI. С помощью препаративного электрофоре-
за в агарозном геле из смеси выделяют продукты, соответствующие длине в 36 аминокислот, и лигируют 
в спейсерный вектор pCW0359, расщепляемый BsaI/KpnI. Большинство клонов в полученной библиоте-
ке, обозначенные LCW0403, после индуцирования демонстрируют зеленую флуоресценцию, что иллю-
стрирует тот факт, что последовательность XTEN_AF36 была лигирована во фрейме с геном GFP и 
большая часть последовательностей XTEN_AF36 демонстрирует хорошую экспрессию. Проверяют 96 
изолятов из библиотеки LCW0403 на высокий уровень флуоресценции штамповкой их на агаровую пла-
стинку, которая содержит IPTG. подобные изоляты оценивают с помощью PCR и определяют 48 изоля-
тов, которые содержат сегменты с 36 аминокислотами, а также сильную флуоресценцию. Эти изоляты 
секвенируют и определяют 44 клона, которые содержат правильные XTEN_AF36 сегменты. Имена фай-
лов нуклеотидных и аминокислотных конструкций и последовательностей этих сегментов приведены в 
табл. 15. 

Таблица 15 
DNA и аминокислотные последовательности 36-мерных мотивов AF 

SEQ ID NOS 353-440, соответственно, в порядке появления) 
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Пример 4. Построение сегментов XTEN_AG36. 
Строят библиотеку кодонов, кодирующих последовательности длиной в 36 аминокислот. Последо-

вательности обозначают XTEN_AG36. Их сегменты имеют аминокислотную последовательность [X]3, 
где X представляет собой пептид из 12 аминокислот с последовательностью: GTPGSGTASSSP (SEQ ID 
NO: 31), GSSTPSGATGSP (SEQ ID NO: 32), GSSPSASTGTGP (SEQ ID NO: 33) или GASPGTSSTGSP 
(SEQ ID NO: 34). Вставку получают с помощью ренатурации следующих пар фосфорилированных син-
тетических олигонуклеотидных пар: 
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Также ренатурируют фосфорилированный олигонуклеотид 3KpnIstopperFor: AGGTTCGTCTTCAC-

TCGAGGGTAC (SEQ ID NO: 1626) и нефосфорилированный олигонуклеотид pr_3KpnIstopperRev: 
CCTCGAGTGAAGACGA (SEQ ID NO: 1627). Лигируют ренатурированные олигонуклеотидные пары, 
что приводит к смеси продуктов с различной длиной, что представляет различное количество повторе-
ний из 12 аминокислот, лигированных с сегментом BbsI/KpnI. С помощью препаративного электрофоре-
за в агарозном геле из смеси выделяют продукты, соответствующие длине в 36 аминокислот, и лигируют 
в спейсерный вектор pCW0359, расщепляемый BsaI/KpnI. Большинство клонов в полученной библиоте-
ке, обозначенные LCW0404, после индуцирования демонстрируют зеленую флуоресценцию, что иллю-
стрирует тот факт, что последовательность XTEN_AG36 была лигирована во фрейме с геном GFP и 
большая часть последовательностей XTEN_AG36 демонстрируют хорошую экспрессию. Проверяют 96 
изолятов из библиотеки LCW0404 на высокий уровень флуоресценции штамповкой их на агаровую пла-
стинку, которая содержит IPTG. Подобные изоляты оценивают с помощью PCR и определяют 48 изоля-
тов, которые содержат сегменты с 36 аминокислотами, а также сильную флуоресценцию. Эти изоляты 
секвенируют и определяют 44 клона, которые содержат правильные XTEN_AG36 сегменты. Имена фай-
лов нуклеотидных и аминокислотных конструкций и последовательностей этих сегментов приведены в 
табл. 16. 

Таблица 16 
DNA и аминокислотные последовательности 36-мерных мотивов AG (SEQ ID NOS 441-528, соответст-

венно, в порядке появления) 

 



041874 

- 159 - 

 



041874 

- 160 - 

 



041874 

- 161 - 

 

 
Пример 5. Построение XTEN_AE864. 
XTEN_AE864 строят с помощью серийной димеризации XTEN_AE36 с AE72, 144, 288, 576 и 864. 

Коллекцию сегментов XTEN_AE72 строят из 37 различных сегментов XTEN_AE36. Культуры E. coli, 
которые несут все 37 различных 36-аминокислотных сегментов, смешивают и изолируют плазмиду. Этот 
плазмидный пул расщепляют BsaI/NcoI для того, чтобы получить небольшой фрагмент в качестве встав-
ки. Аналогичный плазмидный пул расщепляют BbsI/NcoI для того, чтобы получить большие фрагмент в 
качестве вектора. Фрагменты вставки и вектора лигируют, что приводит к удвоению длины и трансфор-
мируют смесь для лигирования в клетки BL21Gold(DE3) для получения колоний XTEN_AE72. 

Эту библиотеку сегментов XTEN_AE72 обозначают LCW0406. Все клоны из LCW0406 комбини-
руют и снова димеризуют с использованием такого же способа, как описано выше, с получением биб-
лиотеки LCW0410 XTEN_AE144. Все клоны из LCW0410 комбинируют и димеризуют снова с использо-
ванием такого же способа, как описано выше, с получением библиотеки LCW0414 of XTEN_AE288. Два 
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изолята LCW0414.001 и LCW0414.002 выбирают случайным образом из библиотеки и секвенируют для 
проверки идентичностей. Все клоны из LCW0414 комбинируют и димеризуют снова с использованием 
такого же способа, как описано выше, с получением библиотеки LCW0418 of XTEN_AE576. Проверяют 
96 изолятов из библиотеки LCW0418 на высокий уровень флуоресценции GFP. 8 изоляты с нужными 
размерами вставок с помощью PCR и сильной флуоресценцией секвенируют и 2 изолята (LCW0418.018 и 
LCW0418.052) выбирают для дальнейшего использования, основываясь на данных секвенирования и 
экспрессии. 

Специфический клон pCW0432 XTEN_AE864 строят с помощью комбинирования LCW0418.018 
XTEN_AE576 и LCW0414.002 XTEN_AE288 с использованием такого же способа димеризации, как опи-
сано выше. 

Пример 6. Построение XTEN_AM144. 
Коллекцию сегментов XTEN_AM144 строят начиная с 37 различных сегментов XTEN_AE36, 44 

сегментов XTEN_AF36 и 44 сегментов XTEN_AG36. 
Культуры E. coli, которые несут все 125 различные 36-аминокислотные сегменты смешивают и изо-

лируют плазмиду. Этот плазмидный пул расщепляют BsaI/NcoI для того, чтобы получить небольшой 
фрагмент в качестве вставки. Этот же плазмидный пул расщепляют BbsI/NcoI для того, чтобы получить 
большие фрагмент в качестве вектора. Фрагменты вставки и вектора лигируют, что приводит к удвоению 
длины, а смесь для лигирования трансформируют в клетки BL21Gold(DE3) для получения колоний 
XTEN_AM72. 

Эту библиотеку сегментов XTEN_AM72 обозначают LCW0461. Все клоны из LCW0461 комбини-
руют и димеризуют снова с использованием такого же способа, как описано выше, с получением биб-
лиотеки LCW0462. 1512 Изоляты из библиотеки LCW0462 обследуют на экспрессию протеина. Отдель-
ные колонии транспортируют в 96-луночные планшеты и культивируют в течение ночи в качестве стар-
товых культур. Эти стартовые культуры разбавляют в свежей самоиндуцируемой среде и культивируют 
в течение 20-30ч. Экспрессию измеряют с использованием спектрофотометра для чтения планшетов с 
помощью флуоресценции с возбуждением при 395 нм и эмиссией при 510 нм. 192 изолятов демонстри-
руют высокий уровень экспрессии и подвергают секвенированию DNA. Большинство клонов в библио-
теке LCW0462 демонстрируют хорошую экспрессию и схожие физико-химические свойства, предпола-
гающие, что большинство комбинаций сегментов XTEN_AM36 дают применимые последовательности 
XTEN. В качестве предпочтительной коллекции сегментов XTEN_AM144 в случае построения мульти-
функциональных протеинов, которые содержат несколько сегментов XTEN выбирают тридцать изолятов 
из LCW0462. Имена файлов нуклеотидных и аминокислотных конструкций и последовательностей этих 
сегментов приведены в табл. 17. 
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Таблица 17 
DNA и аминокислотные последовательности сегментов AM144  

(SEQ ID NOS 529-594, соответственно, в порядке появления) 
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Пример 7. Построение XTEN_AM288. 
Всю библиотеку LCW0462 димеризуют, как описано в примере 6, что приводит к библиотеке кло-

нов XTEN_AM288, обозначенной LCW0463. 1512 изолятов из библиотеки LCW0463 обследуют с ис-
пользованием протокола, описанного в примере 6. 176 высоко экспрессированных клонов секвенируют и 
выбирают 40 предпочтительных сегментов XTEN_AM288 для построения мультифункциональных про-
теинов, которые содержат несколько сегментов XTEN с 288 аминокислотными остатками. 

Пример 8. Построение XTEN_AM432. 
Получают библиотеку сегментов XTEN_AM432 с помощью сегментов рекомбинирования из биб-

лиотеки LCW0462 сегментов XTEN_AM144 и сегменты из библиотеки LCW0463 сегментов 
XTEN_AM288. Эту новую библиотеку сегментов XTEN_AM432 обозначают LCW0464. Плазмиды выде-
ляют из культур E. coli, которые несут LCW0462 и LCW0463 соответственно. 1512 изолятов из библио-
теки LCW0464 обследуют с использованием протокола, описанного в примере 6. 176 высоко экспресси-
рованных клонов секвенируют и выбирают 39 предпочтительных сегментов XTEN_AM432 для построе-
ния более длинного XTEN и для построения мультифункциональных протеинов, которые содержат не-
сколько сегментов XTEN с 432 аминокислотных остатков. 

Одновременно с этим строят библиотеку LMS0100 сегментов XTEN_AM432 с использованием 
предпочтительных сегментов XTEN_AM144 и XTEN_AM288. Тестирование этой библиотеки дает 4 изо-
лята, которые выбирают для дополнительного конструирования. 

Пример 9. Построение XTEN_AM875. 
Спейсерный вектор pCW0359 расщепляют BsaI и KpnI для удаления спейсерного сегмента, а полу-

чаемый фрагмент вектора выделяют с помощью очистки на агарозном геле. 
Ренатурируют фосфорилированный олигонуклеотид BsaI-AscI-KpnIforP: 

 и нефос-
форилированный олигонуклеотид BsaI-AscI-KpnIrev: 

  для введения островка 
для секвенирования A (SI-A), который кодирует аминокислоты GASASGAPSTG (SEQ ID NO: 1654) и 
имеет внутри рестрикционный фермент AscI распознавания нуклеотидной последовательности 
GGCGCGCC. Лигируют ренатурированные олигонуклеотидные пары BsaI и KpnI расщепляемым спей-
серным вектором pCW0359, полученным выше для получения pCW0466, который содержит SI-A. Затем 
получают библиотеку сегментов XTEN_AM443 с помощью рекомбинирования 43 предпочтительных 
сегментов XTEN_AM432 в примере 8 и сегментов SI-A из pCW0466 на C-конце с использованием такого 
же способа димеризации, описанного в примере 5. Эту новую библиотеку сегментов XTEN_AM443 обо-
значают LCW0479. Получают библиотека сегментов XTEN_AM875 с помощью сегментов рекомбиниро-
вания из библиотеки LCW0479 сегментов XTEN_AM443 и 43 предпочтительных сегментов 
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XTEN_AM432 из примера 8 с использованием такого же способа димеризации, описанного в примере 5. 
Эту новую библиотеку сегментов XTEN_AM875 обозначают LCW0481. 

Пример 10. Построение XTEN_AM1318. 
Ренатурируют фосфорилированный олигонуклеотид BsaI-FseI-KpnIforP: 

 и нефос-
форилированный олигонуклеотид BsaI-FseI-KpnIrev: 

 для введения островка 
для секвенирования B (SI-B), который кодирует аминокислоты GPEPTGPAPSG (SEQ ID NO: 1657) и 
имеет рестрикционный фермент FseI распознавания нуклеотидной последовательности GGCCGGCC 
внутри. Лигируют ренатурированные олигонуклеотидные пары BsaI и KpnI, расщепляемыми спейсер-
ным вектором pCW0359, как используют в примере 9 для получения pCW0467, который содержит SI-B. 
Затем получают библиотеку сегментов XTEN_AM443 с помощью рекомбинирования 43 предпочтитель-
ных сегментов XTEN_AM432 из примера 8 и сегментов SI-B из pCW0467 на C-конце, с использованием 
такого же способа димеризации, описанного в примере 5. Эту новую библиотеку сегментов 
XTEN_AM443 обозначают LCW0480. 

Получают библиотеку сегментов XTEN_AM1318 с помощью сегментов рекомбинирования из биб-
лиотеки LCW0480 сегментов XTEN_AM443 и сегменты из библиотеки LCW0481 сегментов 
XTEN_AM875 с использованием такого же способа димеризации, как в примере 5. Эту новую библиоте-
ку сегмента XTEN_AM1318 обозначают LCW0487. 

Пример 11. Построение XTEN_AD864. 
С использованием нескольких последовательных циклов димеризации, собирают коллекцию после-

довательностей XTEN_AD864, начиная с сегментов XTEN_AD36, приведенных в примере 1. Эти после-
довательности собирают как описано в примере 5. Некоторые изоляты XTEN_AD864 оценивают и опре-
деляют, чтобы продемонстрировать хорошую экспрессию и превосходную растворимость при физиоло-
гических условиях. Секвенируют промежуточную конструкцию XTEN_AD576. Этот клон оценивают в 
эксперименте PK на яванских макаках и измеряют время полужизни около 20 ч. 

Пример 12. Построение XTEN_AF864. 
С использованием нескольких последовательных циклов димеризации, собирают коллекцию после-

довательностей XTEN_AF864, начиная с сегментов XTEN_AF36, приведенных в примере 3. Эти после-
довательности собирают, как описано в примере 5. Некоторые изоляты XTEN_AF864 оценивают и опре-
деляют, чтобы продемонстрировать хорошую экспрессию и превосходную растворимость при физиоло-
гических условиях. Промежуточную конструкцию XTEN_AF540 секвенируют. Этот клон оценивают в 
эксперименте PK на яванских макаках и измеряют время полужизни около 20ч. Полноразмерный клон 
XTEN_AF864 имеет превосходную растворимость и демонстрирует время полужизни, которое в случае 
яванских макак превышает 60ч. Собирают второй набор последовательностей XTEN_AF, который со-
держит островок для секвенирования, как описано в примере 9. 

Пример 13. Построение XTEN_AG864. 
С использованием нескольких последовательных циклов димеризации, собирают коллекцию после-

довательностей XTEN_AG864, начиная с сегментов XTEN_AD36, приведенных в примере 1. Эти после-
довательности собирают, как описано в примере 5. Некоторые изоляты XTEN_AG864 оценивают и опре-
деляют, чтобы продемонстрировать хорошую экспрессию и превосходную растворимость при физиоло-
гических условиях. Полноразмерный клон XTEN_AG864 имеет превосходную растворимость и демонст-
рирует время полужизни, которое в случае яванских макак превышает 60ч. 

Пример 14. Способы получения и оценки CFXTEN с внутренним и концевым XTEN. 
Создание, построение и оценка CFXTEN, который содержит FVIII и один или несколько XTEN, 

осуществляют с использованием систематического подхода. Области, подходящие для инсерционных 
сайтов XTEN содержат, но без ограничения ими, области в, или близкие к, известным границам домена 
FVIII, границам экзона, известным наружным петлям, областям с низкой степенью порядка и гидро-
фильными областями. С помощью анализа вышеуказанного, различные области по всей последователь-
ности последовательности FVIII без домена B (BDD) идентифицируют в качестве инсерционных сайтов 
XTEN, Неограничивающие примеры которых приводят в табл. 5-8, и схематически иллюстрируют на 
фиг. 8 и 9. Сначала, создают отдельные конструкции (с использованием способов, описанных ниже) в 
которых DNA кодирует уникальный XTEN или фрагмент XTEN с длиной, изменяющейся в диапазоне от 
6 до 2004 аминокислотных остатков, вводят в последовательность FVIII, соответствующую, или близкую 
(например, в пределах 6 аминокислот) каждому из уникальных инсерционных сайтов, которые определе-
ны в табл. 5, табл. 6, табл. 7, табл. 8 и табл. 9, а получаемые конструкции, которые экспрессируют и вос-
станавливают протеин, затем оценивают на их влияние на сохранение использования прокоагулянтной 
активности, например, один из in vitro анализов из табл. 49. Например, с использованием способов, опи-
санных ниже, создают конструкции, в которые последовательность XTEN вводят в пределах последова-
тельностей доменов FVIII A1, A2, B, A3, C1 и C2, а также связанных с C-концом, а получаемые экспрес-
сируют гибридные белки оценивают с помощью хромогенного анализа из табл. 49, по сравнению с FVIII, 
не связанным с XTEN. Гибридные белки CFXTEN могут быть дополнительно разделены, действуя в со-
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ответствии с высокой, средней и низкой категориями, основанными на действиях, которое они проявля-
ют. В тех случаях, когда CFXTEN проявляет активность, что сопоставимо или незначительно ниже, по 
сравнению с FVIII, инсерционный сайт считается подходящим. В тех случаях, когда активность является 
промежуточной, инсерционный сайт может быть изменен на 1-6 аминокислот по направлению к N- или 
C-концу инсерционного сайта и/или могут быть изменены длина или суммарный заряд XTEN, а полу-
ченную конструкцию(и) оценивают повторно, чтобы определить, улучшается ли активность. Кроме того, 
XTEN вводят в конструкцию с фланкирующими сайтами расщепления; предпочтительно, сайты, которые 
являются восприимчивыми к расщеплению с помощью протеаз, обеспечивают в анализах коагулирую-
щей активности, так что XTEN высвобождают во время активации компонента FVIII, тем самым обеспе-
чивая дополнительную информацию о пригодности инсерционного сайта XTEN в гибридном белке. 

Как только оценивают все отдельные инсерционные сайты и определяют благоприятные инсерци-
онные сайты, создают библиотеки конструкций с двумя, тремя, четырьмя, пятью или более XTEN, вво-
димыми в пермутации благоприятных сайтов. Длина и суммарный заряд XTEN (например, XTEN семей-
ство AE в зависимости от AG) изменяют для того, чтобы определить влияния этих переменных на актив-
ность FVIII и физико-химические свойства гибридного белка. Конструкции CFXTEN, которые сохраня-
ют нужную степень прокоагулянтной активности FVIII in vitro затем оценивают in vivo с использованием 
мышиной и/или собачьей модели гемофилии A, как описано в примерах ниже, или других моделях, из-
вестных в данной области техники. Кроме того, конструкции анализируют в присутствии ингибиторов 
FVIII и других анти-FVIII антител, для определения конструкций, которые сохраняют активность. Кроме 
того, создают конструкции CFXTEN, которые встраивают расщепленные последовательности в, или 
около, область(и) соединения FVIII и XTEN (например, последовательностей из табл. 8), разработанную 
для секретирование XTEN, и оценивают на повышение активности FVIII и влияния на конечное время 
полужизни. С помощью циклического способа получения конструкций, комбинирующих различные ин-
серционные сайты, различных длин и качеств и оценки композиции XTEN (например, различные семей-
ства XTEN), специалист получает, с помощью вышеуказанных способов, CFXTEN с нужными свойства-
ми, такими как, но без ограничения ими, прокоагулянтная активность FVIII, сниженное связывание с 
ингибиторами FVIII, улучшенные фармакокинетические свойства, способность вводить субъекту раз-
личными путями и/или улучшенные фармацевтические свойства. 

Пример 15. Способы получения и оценки CFXTEN, который содержит FVIII и AE_XTEN. 
Общая схема получения и оценки композиций CFXTEN проиллюстрированы на фиг. 15, и форми-

рует основу для общего описания данного Примера. Использование раскрытых способов и те, которые 
известны любому специалисту в данной области техники, вместе с указаниями, обеспечиваемыми в ил-
люстративных Примерах, квалифицированный специалист в данной области техники может создавать и 
оценивать гибридные белки CFXTEN, которые содержат XTEN и FVIII, или варианты FVIII, известные в 
данной области техники. Пример, таким образом, должен быть истолкован в качестве исключительно 
иллюстративных, а не ограничивающих способов в любой форме; многочисленные вариации будут оче-
видны специалисту в данной области. В этом Примере, создают CFXTEN фактора VIII BDD, связанный с 
XTEN семейством AE мотивов. 

Общая схема получения полинуклеотидов, кодирующих XTEN, проиллюстрирована на фиг. 11 и 
12. Фиг. 14 представляет собой принципиальную блок-схему репрезентативных этапов сборки полинук-
леотидной конструкции XTEN в отдельных вариантах осуществления настоящего изобретения. Отдель-
ные олигонуклеотиды 501 ренатурируют в мотивы последовательности 502, такие как 12-
аминокислотный мотив ("12-мер"), который лигируют дополнительными мотивами последовательности 
из библиотеки, которые могут мультимеризовать для создания пула, который охватывает нужную длину 
XTEN 504, а также лигируют более малой концентрацией олигосодержащих сайтов рестрикции BbsI и 
KpnI 503. Библиотеки мотивов содержат специфическую последовательность семейства XTEN; напри-
мер, последовательности AD, AE, AF, AG, AM или AQ из табл. 3., как проиллюстрировано на фиг. 14, 
длина XTEN, в данном случае, составляет 36 аминокислотных остатков, но большие длины достигают с 
помощью этого общего способа. Например, мультимеризацию осуществляют с помощью лигирования, 
PCR с перекрывающимися праймерами, PCR-сборкой или схожими способами клонирования, известны-
ми в данной области техники, которые, в данном случае, приводят к конструкции с 288 аминокислотны-
ми остатками. Получаемый пул продуктов лигирования очищают на геле и обрезают бэнд с нужной дли-
ной XTEN, что приводит к изолированному гену XTEN с последовательностью-стоппером 505. Ген 
XTEN может быть клонирован в спейсерный вектор. В данном случае, вектор кодирует дополнительную 
последовательность CBD 506 и ген GFP 508. Затем осуществляют расщепление с BbsI/HindIII для удале-
ния 507 и 508 и размещения стоп-кодона. Затем получаемые продукт клонируют в расщепляемый вектор 
BsaI/HindIII, который содержит ген, кодирующий FVIII, что приводит к гену 500, кодирующему гибрид-
ный белок CFXTEN с 288 аминокислотным XTEN, связанному с C-концом фактора VIII. Как должно 
быть очевидно любому специалисту в данной области техники, способы используют для создания конст-
рукций в альтернативных конформациях, с различными длинами XTEN или в нескольких локализациях. 

Последовательности DNA, кодирующие FVIII, обычно получают с помощью стандартных спосо-
бов, известных в данной области техники, из библиотеки cDNA, полученной из соответствующего кле-
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точного источника, из геномной библиотеки, или может быть создана синтетически (например, автома-
тизированный нуклеотидный синтез) с использованием последовательности DNA, полученной из обще-
доступных баз данных, патентов, или литературных источников. В настоящем примере, получают вари-
ант FVIII без домена B (BDD), как описано в примере 17. Ген или полинуклеотид, кодирующий часть 
протеина FVIII или его комплемент затем клонируют в конструкции, такой как описана в данном доку-
менте, которая может быть плазмидой или другим вектором под контролем соответствующих последова-
тельностей транскрипции и трансляции на высоком уровне экспрессии протеина в биологической систе-
ме. Второй ген или полинуклеотид, кодирующий часть XTEN или его комплемент, генетически сливают 
с нуклеиновыми кислотами, кодирующими конец гена FVIII с помощью клонирования его в конструк-
цию по соседству и во фрейме с геном, кодирующим CF, через этап лигирования или мультимеризации. 
Таким образом, в пределах конструкции получают слитую молекулу DNA, кодирующую (или компле-
ментарную к) гибридный белок CFXTEN., необязательно, ген, кодирующий второй XTEN вводят и лиги-
руют внутри рамки считывания, внутренней по отношению к нуклеиновым кислотам, кодирующим 
FVIII-кодирующую область. Конструкции создают в различных конформациях, чтобы кодировать раз-
личные инсерционные сайты XTEN в последовательностях FVIII, которые содержит таковые из табл. 5, 
табл. 6, табл. 7, табл. 8 и табл. 9 или те, которые проиллюстрированы на фиг. 8-9., необязательно, слитую 
молекулу DNA транспортируют или клонируют в другую конструкцию, которая представляет собой бо-
лее соответствующий экспрессирующий вектор; например, вектор, соответствующий клетке-хозяину 
млекопитающего, такой как CHO, BHK и подобные. В этот момент, клетку-хозяина, способную к экс-
прессированию слитой молекулы DNA, трансформируют со слитой молекулой DNA, описаной более 
полно ниже, или с помощью хорошо известных способов, в зависимости от типа клетки-хозяина, как 
описано выше. 

Клетки-хозяева, которые содержат XTEN-FVIII, экспрессирующие вектор, культивируют в обыч-
ных питательных средах, измененных таким образом, чтобы соответствовать активизации промотора. 
Условия культивирования, такие как температура, pH и подобное, которые, ранее использовали в клетке-
хозяине, выбранной для экспрессии, и будут очевидны специалисту в данной области. После экспрессии 
гибридного белка, культуральный бульон собирают и отделяют от клеточной массы и получают неочи-
щенный экстракт, сохраненный для очистки гибридного белка. 

Экспрессию гена измеряют непосредственно в образце, например, с помощью обычного саузерн-
блоттинга, нозерн-блоттинга для количественной оценки транскрипции mRNA [Thomas, Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA, 77:5201-5205 (1980)], дот-блоттинга (анализа DNA), или in situ гибридизации, с использовани-
ем соответственно меченого зонда, основываясь на последовательности, обеспечиваемой в данном доку-
менте. Кроме того, экспрессию гена измеряют с помощью иммунологических флуоресцентных способов, 
таких как иммуногистохимическое окрашивание клеток для непосредственной количественной оценки 
продукт экспрессии гена. Антитела, применимые для иммуногистохимического окрашивания и/или ана-
лиза пробных жидкостей, могут быть либо моноклональными, либо поликлональными, и может быть 
получены для любого млекопитающего. В целях удобства, могут быть получены антитела против поли-
пептида последовательности FVIII с использованием синтетического пептида, основываясь на последо-
вательностях, которые обеспечивают в данном документе, или против экзогенной последовательности, 
слитой с FVIII, и кодирующей специфический эпитоп антитела. Примеры селектируемых маркеров хо-
рошо известны специалистам в данной области техники и содержат репортеры, такие как улучшенный 

зеленый флуоресцентный белок (EGFP), бета-галактозидаза (β-gal) или хлорамфеникол-
ацетилтрансфераза (CAT). 

Полипептидный продукт CFXTEN очищают с помощью способов, известных в данной области тех-
ники. Способы, такие как гель-хроматография, аффинная очистка, фракционирование солями, ионооб-
менная хроматография, гель-проникающая хроматография, адсорбционная хроматография на гидроксиа-
патите, хроматография с гидрофобным взаимодействием или гель-электрофорез представляют собой все 
способы, которые могут использоваться в очистке. Специфические способы очистки описаны в Robert K. 
Scopes, Protein Purification: Principles and Practice, Charles R. Castor, ed., Springer-Verlag 1994, и Sambrook, 
et al., выше. Многоэтапные очищающие разделения также описаны у Baron, et al., Crit. Rev. Biotechnol. 
10:179-90 (1990) и Below, et al., J. Chromatogr. A. 679:67-83 (1994). 

Как проиллюстрировано на фиг. 15, изолированные гибридные белки CFXTEN характеризуются их 
химическими свойствами и свойствами активности. Изолированный гибридный белок характеризуется, 
например, последовательностью, чистотой, средней молекулярной массой, растворимостью и стабиль-
ным использованием стандартных способов, известных в данной области техники. Гибридный белок, 
удовлетворяющий предполагаемым стандартам, оценивают на активность, которая может быть измерена 
in vitro или in vivo с помощью измерения одного из связанных с фактором VIII параметров, описанных в 
данном документе, с использованием одного или нескольких анализов, раскрытых в данном документе, 
или с использованием анализов из примеров или табл. 49. 

Кроме того, гибридный белок FVIII CFXTEN вводят с одним или несколькими животными видами 
для определения стандартных фармакокинетических параметров и фармакодинамических свойств, как 
описано в примерах 25 и 26. 
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С помощью циклического способа получения, экспрессии и извлечения конструкций CFXTEN, с 
последующей их характеристикой с использованием способов, раскрытых в данном документе или дру-
гих известных в данной области техники, композиции CFXTEN, которые содержат CF, и XTEN получа-
ют и оценивают для подтверждения ожидаемых свойств, таких как улучшенная растворимость, улуч-
шенная стабильность, улучшенные фармакокинетические свойства и сниженная иммуногенность, кото-
рые ведут к, в целом, улучшенной терапевтической активности, по сравнению с соответствующим не-
слитым FVIII. Для этих слитых белков, не обладающих требуемыми свойствами, конструируют различ-
ную последовательность или конформацию, экспрессируют, изолируют и оценивают с помощью этих 
способов, для того, чтобы получить композиции с подобными свойствами. 

Пример 16. Построение экспрессирующих плазмидов BDD FVIII. 
I. Построение экспрессирующих векторов FVIII без домена B (BDD FVIII). 
Экспрессирующий вектор, который кодирует BDD FVIII, создают с помощью клонирования откры-

той рамки считывания FVIII BDD в вектор pcDNA4 (Invitrogen, CA), который содержит polyA для обес-
печения оптимальной экспрессии гена FVIII млекопитающего, что приводит к конструкции, обозначен-
ной pBC0100. Некоторые природный сайты определяют в пределах этой конструкция для использования 
при клонировании, которая содержит BsiWI 48, AflII 381, PshAI 1098, KpnI 1873, BamHI 1931, PflMI 
3094, ApaI 3574, XbaI 4325, NotI 4437, XhoI 4444, BstEII 4449, AgeI 4500, PmeI 4527. Для облегчения про-
ведения анализа, нуклеиновые кислоты, кодирующие Myc и гистидиновую метки, вводят в открытую 
рамку считывания FVIII. pBC0100 амплифицируют способом PCR с использованием следующих прай-
меров: 1) F8-BsiWI-F: tattccCGTACGgccgccaccATGCAAATAGAGCTCTCCACCT (SEQ ID NO: 1658); 2) 
F8-nostop-XhoI-R1: GGTGACCTCGAGcgtagaggtcctgtgcctcg (SEQ ID NO: 1659) для введения BsiWI и XhoI 
в соответствующие локализации. Продукт PCR расщепляют BsiWI и XhoI. PcDNA4-Myc-His/C расщеп-
ляют Acc65I и XhoI, из которого получают два продукта 5003 и 68 bps. 5003bps продукт лигируют рас-
щепляемым фрагментом FVIII, который подвергают PCR, и используют для трансформации DH5alpha. 
Энзимы Acc65I и BsiWI создают совместимые концы, но это лигирование подавляет сайт в случае даль-
нейшего расщепления. Получаемую конструкцию обозначают pBC0102 (pcDNA4-FVIII_3-Myc-His). Для 
облегчения разработки и осуществления будущих стратегий клонирования, особенно тех, которые со-
держат создание экспрессирующих конструкций BDD FVIII, содержащих несколько вставок XTEN, вы-
бирают дополнительные уникальные сайты рестрикционных ферментов для включения, которые содер-
жат BsiWI 908, NheI 1829 и ClaI 3281. Введение этих сайтов осуществляют посредством способа Quik-
Change (Agilent, CA) индивидуально. Получаемую конструкцию обозначают pBC0112 (pcDNA4-FVIII_4-
Myc-His). Чтобы избежать проблем, которые могут возникать с линкерными пептидами, которые соеди-
няют между Myc/His и FVIII/Myc, и для удаления сайтов рестрикционных ферментов, которые являются 
предпочтительными для дальнейшей вставки XTEN, подвергают мутации последовательности, коди-
рующие пептидные последовательности от ARGHPF (SEQ ID NO: 1660) до GAGSPGAETA (SEQ ID NO: 
178) (между FVIII и Myc), от NMHTG (SEQ ID NO: 1661) до SPATG (SEQ ID NO: 1662) (между Myc и 
His) посредством способа QuikChange. Конструкцию обозначают pBC0114 (pcDNA4-FVIII_4-
GAGSPGAETA-Myc-SPATG-His (GAGSPGAETA и SPATG, раскрытые как SEQ ID NOS 178 и 1662, со-
ответственно)) (последовательность в табл. 21), которые используют в качестве основного вектора для 
построения и создания других экспрессирующих векторов, инкорпорированных в последовательности 
XTEN. Данные экспрессии и активности FVIII для этой конструкции представлены. 

II. Построение экспрессирующих векторов FVIII без домена B (BDD FVIII). 
Ген, кодирующий BDD FVIII, синтезируют с помощью GeneArts (Регенсбург, Германия) в векторе 

клонирования pMK (pMK-BDD FVIII). Протеины FVIII BDD содержат 1457 аминокислот с общей моле-
кулярной массой 167539,66. В пределах протеина FVIII дикого типа находятся 6 доменов, домены A1, 
A2, B, A3, C1 и C2. В протеине FVIII BDD, большую часть домена B удаляют, так как было показано, что 
неструктурированный домен и удаление домена не изменяют критические функции этого протеина. Век-
тор pMK, используемый GeneArts, не содержит промотор, и не может использоваться в качестве экспрес-
сирующего вектора. Сайты рестрикционных ферментов NheI на 5' конце и SfiI, SalI и XhoI на 3' конце 
вводят для облегчения субклонирования последовательности DNA, кодирующей BDD FVIII в таких экс-
прессирующих векторах, как CET1019-HS (Millipore). Некоторые уникальный сайты рестрикционных 
ферментов также вводят в последовательность FVIII, для того, чтобы позволить дальнейшую манипуля-
цию (например, вставку, мутагенез) последовательностей DNA. Уникальный сайты, приведенные с ме-
стом их разреза содержат, но без ограничения ими: SacI 391, AfiII 700, SpeI 966, PshAI 1417, Acc65I 2192, 
KpnI 2192, BamHI 2250, HindIII 2658, PfoI 2960, PflMI 3413, ApaI 3893, Bsp1201 3893, SwaI 4265, OliI 
4626, XbaI 4644 и BstBI 4673. Сайт HindIII располагается на самом конце домена A2 и потенциально мо-
жет быть использован для модификации домена B. Синтезированный pMK-BDD FVIII от GeneArts не 
содержит стоп-кодон. Стоп-кодон вводят с помощью амплификации фрагмента 127 bp FVIII с использо-
ванием следующих праймеров: 5'-GTGAACTCTCTAGACCCACCG-3' (SEQ ID NO: 1663); 5'-
CTCCTCGAGGTCGACTCAGTAGAGGTCCTGTGCCTCG-3' (SEQ ID NO: 1664). Фрагмент расщепляют 
XbaI и SalI, и лигируют XbaI/SalI, расщепляемым pMK-BDD FVIII. Лигированную смесь DNA исполь-
зуют для трансформирования бактериальных клеток DH5a. Трансформанты подвергают скринингу с по-



041874 

- 176 - 

мощью минипрепаративной DNA, а нужные конструкции подтверждают с помощью секвенирования 
DNA. Конструкция, которую называют pBC0027 (pMK-BDD FVIII-STOP), содержит кодирующие после-
довательности, которые кодируют протеин FVIII BDD. Конструкцию pBC0027 затем расщепляют NheI 
/SalI, и лигируют NheI/SalI, расщепляемым вектор CET1019-HS (Millipore). Вектор CET1019-HS содер-
жит промотор CMV человека и последовательность UCOE для облегчения экспрессии гена. Лигирован-
ную смесь DNA используют для трансформирования бактериальных клеток DH5a. Трансформанты под-
вергают скринингу с помощью минипрепаративной DNA и желаемые конструкции подтверждают с по-
мощью секвенирования DNA. Конечную конструкцию, которая кодирует протеин FVIII BDD под кон-
тролем промотора CMV человека, обозначают pBC0025 (CET1019-HS-BDD FVIII-STOP). Введение кон-
струкции pBC0025 в клетки млекопитающих, как ожидается, для того, чтобы достигнуть экспрессию 
протеина FVIII BDD с прокоагулянтной активностью. 

Пример 17. Построение плазмиды экспрессии в случае XTEN, содержащего BDD FVIII. 
1. Вставка AE42 домена B. 
Две реакции PCR осуществляют одновременно для того, чтобы вставить XTEN_AE42 в оставшуюся 

область домена B конструкций FVIII BDD. Реакции PCR содержат следующие праймеры: 

 
Продукты PCR затем служат в качестве матриц, а вторую PCR осуществляют для введения 

XTEN_AE42 в FVIII, кодирующий нуклеотидные последовательности, окруженные по бокам BamHI и 
ClaI. Этот продукт PCR расщепляют BamHI и ClaI в то же самое время с расщеплением PBC0114 с теми 
же двумя энзимами. Продукт PCR лигируют расщепляемым вектором. Эту конструкцию обозначают 
pBC0135 (pcDNA4-FVIII_4XTEN_AE42-GAGSPGAETA-Myc-SPATG-His) (GAGSPGAETA и SPATG, 
раскрытые в качестве SEQ ID NOS 178 и 1662, соответственно), и кодирует FVIII BDD с AE42 XTEN, 
встроенный в пределах остаточного В-домена. 

2. Вставка AE42 и мутация R1648A. 
Способ QuikChange (Agilent, CA) успользуют для введения мутации R1648A в PBC0135. Эту конст-

рукцию обозначают pBC0149 (pcDNA4-FVIII_4XTEN_AE42-GAGSPGAETA-Myc-SPATG-His_R1648A) 
(GAGSPGAETA и SPATG, раскрытые в виде SEQ ID NOS 178 и 1662, соответственно), что исключает 
этот сайт процессинга FVIII. 

3. Вставка AE288 домена B. 
XTEN_AE288 амплифицируют способом PCR с использованием следующих праймеров: tctcaaaac-

GGCGCGCCAggtacctcagagtctgctacc (SEQ ID NO: 1669) и tggtggGCTCGAGGCtggcgcactgccttc (SEQ ID NO: 
1670). PBC0075 используют в качестве матрицы для этой реакции PCR. Продукт PCR расщепляют AscI и 
XhoI, и PBC0135 расщепляют такие же энзимы. Продукт PCR лигируют фрагментом PBC0135. Эту кон-
струкцию обозначают pBC0136 (pcDNA4-FVIII_4XTEN_AE288-GAGSPGAETA-Myc-SPATG-His) 
(GAGSPGAETA и SPATG, раскрытые как SEQ ID NOS 178 и 1662, соответственно) и кодируют FVIII 
BDD с AE288 XTEN, встроенным в пределах остаточного В-домена. 

4. Вставка AE288 и мутация R1648A. 
XTEN_AE288 амплифицируют способом PCR, с использованием следующих праймеров: tctcaaaac-

GGCGCGCCAggtacctcagagtctgctacc (SEQ ID NO: 1671) и tggtggGCTCGAGGCtggcgcactgccttc (SEQ ID NO: 
1672). Конструкцию pBC0075 используют в качестве матрицы для этой реакции PCR. Продукт PCR рас-
щепляют AscI и XhoI, a pBC0149 расщепляют такие же энзимы. Продукт PCR лигируют фрагментом 
pBC0149. Эту конструкцию обозначают pBC0137 (pcDNA4-FVIII_4XTEN_AE288-GAGSPGAETA-Myc-
SPATG-His R1648A) (GAGSPGAETA и SPATG, раскрытые как SEQ ID NOS 178 и 1662, соответственно) 
и содержит последовательность AE288 XTEN, внутреннюю по отношению к домену В, с мутацией 
R1648A, что исключает этот сайт процессинга FVIII. 

3. Вставки AE144, AG144, AG288 домена B с и без мутациями R1648A. 
Выбранные фрагменты XTEN амплифицируют способом PCR для введения сайтов AscI и XhoI в 5' 

и 3' конец соответственно. Продукт PCR расщепляют AscI и XhoI, и pBC0135 (в случае R1648) или 
pBC0149 (в случае A1648) расщепляют такими же энзимами. Продукт PCR лигируют вектором pBC0135 
или pBC0149. Эти конструкции обозначают pSD0005, 6, 7, 8, 17 и 18. 

Построение плазмид экспрессии в случае FVIII BDD со вставкой XTEN на С-конце. 
1. C концевая вставка AE288. 
XTEN_AE288 амплифицируют способом PCR с использованием следующих праймеров: 

ggggccgaaacggccggtacctcagagtctgctacc (SEQ ID NO: 1673) и tgttcggccgtttcggcccctggcgcactgccttc (SEQ ID 
NO: 1674). Конструкцию pBC0075 используют в качестве матрицы для этой реакции PCR. Продукт PCR 
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расщепляют SfiI, и pBC0114 расщепляют таким же энзимом. Продукт PCR лигируют расщепляемым 
фрагментом pBC0114. Эту конструкцию обозначают pBC0145 (pcDNA4-FVIII_4-XTEN_AE288- GAG-
SPGAETA-Myc-SPATG-His) (GAGSPGAETA и SPATG, раскрытые как SEQ ID NOS 178 и 1662, соответ-
ственно), и кодируют последовательность AE288 на C-конце BDD FVIII. 

2. C концевая вставка AG288. 
XTEN_AG288 создают и синтезируют с помощью DNA2.0 (Менло Парк, CA). Синтезированный 

ген амплифицируют способом PCR с использованием следующих праймеров: ggggccgaaacggccccgg-
gagcgtcacc (SEQ ID NO: 1675) и tgttcggccgtttcggcccctgacccggttgcccc (SEQ ID NO: 1676). Продукт PCR 
расщепляют SfiI, и вектор на основе PBC0114 расщепляют таким же энзимом. Продукт PCR лигируют 
расщепляемым фрагментом PBC0114. Эту конструкцию обозначают pBC0146 (pcDNA4-FVIII_4-
XTEN_AG288-GAGSPGAETA-Myc-SPATG-His) (GAGSPGAETA и SPATG, раскрытые как SEQ ID NOS 
178 и 1662, соответственно), и кодируют последовательность AG288 на C-конце BDD FVIII. 

3. C концевые вставки AE/AG144, 288, 864. 
Сайты AscI и XhoI вводят в вектор на основе PBC0114 посредством способов QuikChange с исполь-

зованием праймеров: 5O37-PBC0114-AscI-XhoI-F: 
CAGGACCTCTACGGCGCgccagcctcgaGCGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGG (SEQ ID NO: 

1677); 5O38-PBC0114-AscI-XhoI-R: 
CCTCTTCTGAGATGAGTTTTTGTTCGCtcgaggctggcGCGCCGTAGAGGTCCTG (SEQ ID NO: 1678). 

Различные фрагменты XTEN амплифицируют способом PCR с AscI и XhoI, введенными в 5' и 3' конец 
соответственно. Продукт PCR лигируют расщепляемым вектором PBC0114. Эти конструкции обознача-
ют pSD0013, pSD0014, pSD0015, pSD0016, pSD0019 и pSD0020. 

Построение плазмид экспрессии в случае FVIII BDD с между- и внутри-доменными вставками 
XTEN 1. Вставки AE7, AE42 и AE144. 

Для вставка AE42 в обозначенный сайты используют четыре различные стратегии (например, при-
родные или введенные сайты рестрикции BsiWI 48, AflII 381, PshAI 1098, KpnI 1873, BamHI 1931, PflMI 
3094, ApaI 3574, XbaI 4325, NotI 4437, XhoI 4444, BstEII 4449, AgeI 4500, PmeI 4527, BsiWI 908, NheI 
1829 и ClaI 3281) в пределах FVIII BDD кодирующей каждую последовательность, участвующую в соз-
дании некоторых конструкций. В соответствии с проектом, эти вставки AE42 создают сайты AscI и XhoI, 
по обе стороны вставки, позволяют вводить/заменять более длинный XTEN, а также XTEN с различными 
последовательностями или встроенные расщепленные последовательности, по мере необходимости. В 
частности, конструкции, которые содержат вставки XTEN_144, приведены в табл. 21. Эти вставки соз-
дают с помощью замены либо AE7, либо AE42 на фрагмент PCRed XTEN_144, окруженный по бокам 
сайтами AscI и XhoI. 

2. Способ, опосредованный двойной PCR. 
Две реакции PCR осуществляют одновременно с этим для того, чтобы вставить XTEN_AE42 в обо-

значенный сайт. Две реакции PCR вводят XTEN в либо 3', либо 5' конец посредством использования 
длинного праймера, который содержит частичный XTEN. Продукты PCR затем служат в качестве мат-
риц, а вторую PCR осуществляют для введения XTEN_AE42 в FVIII, кодирующий нуклеотидные после-
довательности, окруженные по бокам выбранными сайтами рестрикционных ферментов. Этот продукт 
PCR расщепляют соответствующими энзимами в то же самое время с расщеплением PBC0114 с исполь-
зованием таких же двух энзимов. Продукт PCR лигируют расщепляемым вектором. С использованием 
этого способа, создают конструкции, обозначенные pBC0126, pBC0127, pBC0128 и pBC0129, что приво-
дит к вставкам AE42 в локализациях R3, R3, P130, L216 соответственно. Последовательности приведены 
в табл. 21. Выбранные последовательности XTEN_144 затем могут подвергать PCR для введения сайтов 
AscI и XhoI в какой-либо конец фрагмента, и лигируют для расщепления конструкции FVIII-
XTEN_AE42. Например, pSD0053 создают с помощью замены AE42 pBC0129 на XTEN_AE144. Другие 
конструкции XTEN_144 были созданы посредством такой же стратегии и приведены в табл. 21. 

3. OuikChange-опосредрванный двухэтапный способ клонирования. 
Способ QuikChange используют для введения XTEN_AE7 кодирующих последовательностей, кото-

рые являются окруженными по бокам AscI и XhoI в обозначенных сайтах. Получаемую промежуточную 
конструкцию затем расщепляют AscI и XhoI. XTEN_AE42 или XTEN_AE144 амплифицируют способом 
PCR для введения двух сайтов и расщепляют соответственно. Вектор и вставку затем лигируют для соз-
дания конечных конструкций. Последовательности приведены в табл. 21. 

4. Способ лигирования тремя PCR II типа, опосредованный рестрикционным ферментом. 
Три реакции PCR осуществляют для создания двух частей FVIII кодирующих фрагментов, окру-

женных по бокам одним рестрикционным ферментом I типа, который коррелирует с уникальным сайтом 
в пределах гена FVIII4 и одного энзима II типа (например, BsaI, BbsI, BfuAI), третья реакция PCR создает 
XTEN_AE42, окруженный по бокам двумя сайтами рестрикционных ферментов II типа. Три фрагмента 
PCR расщепляют соответствующими энзимами и лигируют в одну линейную часть, которая содержит 
вставку XTEN_AE42 в пределах фрагмента FVIII кодирующих последовательностей. Этот продукт затем 
расщепляют соответствующими уникальными энзимами в пределах FVIII кодирующих последователь-
ностей и лигируют конструкцией PBC0114, расщепляемый такими же энзимами, и приводят к конструк-
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циям, обозначенным pBC0130 (со вставкой XTEN на остатке P333), pBC0132 (со вставкой XTEN на ос-
татке D403), pBC0133 (со вставкой XTEN на остатке R490). Последовательности приведены в табл. 21. 
Выбранные последовательности XTEN_144 затем могут подвергать PCR для введения сайтов AscI и 
XhoI в какой-либо конец фрагмента, и лигируют для расщепления конструкции FVIII-XTEN_AE42. На-
пример, pSD0001 и pSD0003 создают с помощью замены AE42 pBC0132 на XTEN_AE144 и 
XTEN_AG144 соответственно. Другие конструкции XTEN_144, приведенные в табл. 21, создают посред-
ством такой же стратегии. 

5. Оригинальный синтез гена. 
Оригинальный синтез гена осуществляют с помощью GeneArt (Регенсбург, Германия). Гены созда-

ют таким образом, что они содержат нуклеиновые кислоты, кодирующие XTEN_AE42, вводимые в обо-
значенный сайт(ы) и гены окружают по бокам двумя уникальными сайтами рестрикционных ферментов, 
выбранными в пределах гена FVIII_4. Синтезированные гены и PBC0114 расщепляют соответствующи-
ми энзимами и лигируют для создания конечного продукта с FVIII BDD, инкорпорирующем 
XTEN_AE42 между сайтами рестрикции. Выбранные последовательности XTEN_144 затем могут под-
вергать PCR для введения сайтов AscI и XhoI в какой-либо конец фрагмента, и лигируют для расщепле-
ния конструкции FVIII-XTEN_AE42. 

Построение плазмиды экспрессии с двойными вставками XTEN в домене B и на C конце. 
Конструкция pBC0136, которая кодирует FVIII BDD с AE288 XTEN, встроенным в пределах оста-

точного В-домена, расщепляют BamHI и ClaI, а получаемый от этого расщепления фрагмент 1372bps 
вставляют. Конструкцию pBC0146 расщепляют BamHI и ClaI, и часть 9791bps от этого расщепления 
представляет собой вектор. Вектор и вставку лигируют вместе для создания pBC0209, который содержит 
вставку AE288 в домене B и AG288 на C-конце. Такую же стратегию используют для создания конструк-
ции, которая содержит две вставки AE288 в домене B и на C-конце, соответственно, с использованием 
PBC0145 в качестве вектора. 

Построение плазмиды экспрессии с несколькоими вставками XTEN. 
Конструкция pBC0127, которая кодирует AE42 XTEN в положении R3 FVIII, расщепляют BsiWI и 

AflII, а получаемый из этого расщепления фрагмент 468bps является вставкой. Конструкцию pBC0209 
расщепляют BsiWI и AflII, часть 10830bps от этого расщепления представляет собой вектор. Вектор и 
вставку лигируют вместе для создания конструкции, обозначенной pBC0210, которая содержит вставку 
AE42 в домене A1, дополнительные три аминокислоты ATR для восстановления сигнальной последова-
тельности расщепления, вставку AE288 XTEN в домене B и AG288 на C конце. Такую же методику ис-
пользуют для создания конструкций, кодирующих несколько XTEN в природных и введенных сайтах 
рестрикции; например, BsiWI 48, AflII 381, PshAI 1098, KpnI 1873, BamHI 1931, PflMI 3094, ApaI 3574, 
XbaI 4325, NotI 4437, XhoI 4444, BstEII 4449, AgeI 4500, PmeI 4527, BsiWI 908, NheI 1829 и ClaI 3281. 

Построение экспрессирующих векторов BDD FVIII-Internal-XTEN_AE288. 
Два сайта рестрикционных ферментов BsaI вводят в PBC0027 конструкции pMK-BDD FVIII между 

парами оснований 2673 и 2674 с использованием способа QuikChange в соответствии с протоколом про-
изводителя (Agilent Technologies, CA). Вводимые последовательности DNA представляют собой 
gggtctcccgcgccagggtctccc, а получаемую конструкцию обозначают pBC0205 (последовательность в табл. 
21). Последовательность DNA, кодирующую AE288 (или другие варианты и длины XTEN; например, 
AE42, AG42, AG288, AM288), затем подвергают PCR, с праймерами, которые вводят сайты BsaI и в 5', и 
в 3'. Вектор pBC0205 и вставку (XTEN288) затем расщепляют BsaI и лигируют для создания pBC0206, 
который кодирует ген FVIII со вставкой XTEN_AE288 в домене B (последовательность в табл. 21). Кон-
струкцию pBC0206 затем расщепляют NheI/SalI, и лигируют вектором CET1019-HS, расщепленным 
NheI/SalI (Millipore). Вектор CET1019-HS для облегчения экспрессии гена содержит промотор CMV че-
ловека и последовательность UCOE. Лигированную смесь DNA используют для трансформировании 
бактериальных клеток DH5a. Трансформанты подвергают скринингу с помощью минипрепаративной 
DNA, а нужные конструкции подтверждают с помощью секвенирования DNA. Конечную конструкцию, 
которая кодирует протеин FVIII BDD под контролем промотора CMV человека (последовательность в 
табл. 21), обозначают pBC0207 (CET1019-HS-BDD FVIII-STOP). Введение конструкции pBC0207 в клет-
ки млекопитающих, как ожидается, позволяет достигнуть экспрессии протеина FVIII BDD с внутренним 
XTEN_AE288. Такой же протокол используют для введения, трансформирования и экспрессирования 
конструкций, которые содержат другие варианты и длины XTEN; например, AE42, AG42, AG288, 
AM288, AE864, AG864 или другие XTEN из табл. 4. 

Построение экспрессирующих векторов FVIII-/-XTEN_AE864 BDD. 
Фрагмент FVIII BDD с NheI и SfiI, фланкирующими 5' и 3' конец, получают с помощью расщепле-

ния конструкции pBC0025. Расщепленный фрагмент затем лигируют NheI/SfiI, расщепляющим вектор 
pSecTag (pBC0048 pSecTag-FVIII-/-XTEN_AE864), который кодирует FVIII с последующей последова-
тельностью XTEN_AE864. Лигированную смесь DNA используют для трансформирования бактериаль-
ных клеток DH5a. Трансформанты подвергают скринингу с помощью минипрепаративной DNA, a нуж-
ные конструкции подтверждают с помощью секвенирования DNA. Конечная конструкция представляет 
собой pBC0060, который кодирует протеин BDD FVIII-/-XTEN_AE864 под контролем промотора CMV 
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человека. Введение конструкции pBC0060 в клетки млекопитающих предполагают для экспрессирования 
протеина FVIII с C концевымой слиянием XTEN (BDD FVIII-/-XTEN_AE864) с прокоагулянтной актив-
ностью. 

Построение экспрессирующих векторов FVIII-/FXI/-XTEN_AE864 BDD. 
Фрагмент FVIII BDD с NheI и SfiI, фланкирующими 5' и 3' конец, получают с помощью расщепле-

ния конструкция pBC0025. Расщепленный фрагмент затем лигируют вектором pSecTag, расщепленным 
NheI/SfiI (pBC0047 pSecTag-FVIII-/FXI/-XTEN_AE864), кодирующим FVIII с последующей последова-
тельностью расщепления (/FXI/) FXI и XTEN_AE864. Лигированную смесь DNA используют для транс-
формирования бактериальных клеток DH5a. Трансформанты подвергают скринингу с помощью мини-
препаративной DNA, а нужные конструкции подтверждают с помощью секвенирования DNA. Конечная 
конструкция представляет собой pBC0051, который кодирует протеин BDD FVIII-/FXI/-XTEN_AE864 
под контролем промотора CMV человека. Введение конструкции pBC0051 в клетки млекопитающих 
предполагают для экспрессирования протеина FVIII с C-концевым слиянием XTEN (BDD FVIII-/FXI/-
XTEN_AE864), который может быть впоследствии расщеплен FXI, таким образом высвобождая протеин 
FVIII BDD с прокоагулянтной активностью. 

Построение экспрессирующих векторов BDD FVIII-/FXI/-XTEN, которые содержат AE288 или 
AG288. 

Слитую последовательность AE864 XTEN в pBC0060 замещают с помощью расщепления последо-
вательности XTEN_AE288 и AG288 BsaI и HindIII. Следующий этап лигирования с использованием со-
ответствующего фрагмента XTEN AE288 или AG288 и pBC0051, расщепленного BsaI/HindIII, допускает 
замену последовательностей AE288 или AG288 в экспрессирующий вектор FVIII BDD. Получаемые ко-
нечные конструкции представляют собой pBC0061 в случае BDD FVIII-AE288, и pBC0062 в случае BDD 
FVIII-AG288. Введение конструкции pBC0061 в клетки млекопитающих предполагают для экспрессиро-
вания протеина FVIII с C-концевым слиянием AE288 XTEN (BDD FVIII-/-XTEN_AE288) с прокоагу-
лянтной активностью. Введение конструкции pBC0062 в клетки млекопитающих для экспрессирования 
предполагает протеин FVIII с C-концевым слиянием AG288 XTEN (BDD FVIII-/-XTEN_AG288) с про-
коагулянтной активностью. 

Построение экспрессирующих векторов BDD FVIII-/FXI/-XTEN с альтернативным XTEN. 
Слитую последовательность XTEN в pBC0051 замещают с помощью расщепления DNA, кодирую-

щей другие последовательности XTEN (например, другие варианты и длины XTEN; например, AE42, 
AG42, AG288, AM288) BsaI и HindIII. Лигирование с использованием фрагмента XTEN и BsaI/HindIII, 
расщепляющий pBC0051, допускает обмен различных XTEN-кодирующих последовательностей в экс-
прессирующем векторе FVIII BDD, обеспечение альтернативных конструкций. Введение альтернатив-
ных конструкций в клетки млекопитающих предполагают для экспрессирования протеина FVIII с C-
концевым XTEN (BDD FVIII-/FXI/-XTEN), который может быть впоследствии расщеплен FXI, высвобо-
ждает FVIII, что приводит к слиянию прокоагулирующего FVIII с прокоагулянтной активностью. 

Пример 18. Построение плазмиды экспрессии в случае FVIII сигнальная последовательность-
XTEN-/FXI/-BDD. 

Построение экспрессирующих векторов в случае FVIII сигнальная последовательность-
XTEN_AE864. 

Кодирующие последовательности в случае сигнальной последовательности FVIII получают с по-
мощью ренатурации двух следующих олигомеров:  

 

 
Ренатурированные олигомеры окружают по бокам сайты рестрикционных ферментов NheI и BsaI на 

каком-либо из концов, и лигируют вектором pCW0645, расщепленным NheI/BsaI, который кодирует 
FVII-XTEN_AE864. Лигированную смесь DNA используют для трансформирования бактериальных кле-
ток DH5a. Трансформанты подвергают скринингу с помощью минипрепаративной DNA, а нужные кон-
струкции подтверждают с помощью секвенирования DNA. Конечную конструкцию обозначают 
pBC0029, которая кодирует протеин сигнальная последовательность-XTEN_AE864 под контролем про-
мотора CMV человека. Эту конструкцию используют в качестве промежуточной конструкции для созда-
ния конструкции экспрессии с XTEN, слитым на N-конце протеина FVIII, и также может использоваться 
в качестве основной плазмиды для создания экспрессирующих конструкций, которые делают возмож-
ным слияние XTEN на N-конце секретируемого протеина. 

Построение экспрессирующих векторов FVIII сигнальная последовательность-XTEN_AE864-/FXI/-
BDD. 

Фрагмент 1800bp в пределах кодирующей области FVIII амплифицируют с использованием прай-
меров, которые вводят сайты NheI-BbsI-/FXI/-AgeI в 5' и эндогенный рестрикционный фермент KpnI на 
3' конце. Фрагмент FVIII, расщепленный NheI/KpnI, лигируют вектором pBC0027, расщепленным 
NheI/KpnI. Лигированную смесь DNA используют для трансформирования бактериальных клеток DH5a. 
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Трансформанты подвергают скринингу с помощью минипрепаративной DNA, а нужные конструкции 
подтверждают с помощью секвенирования DNA. Получаемую конструкцию, которая содержит последо-
вательности, кодирующие протеин /FXI/-FVIII без сигнальной последовательности FVIII, обозначают 
pBC0052. Эту конструкцию используют в качестве промежуточной конструкции для создания конструк-
ции экспрессии с XTEN, слитым на N-конце протеин FVIII. 

Вектор pBC0052 расщепляют энзимами BbsI/XhoI, и используют для лигирования pBC0029, расще-
пленного Bbsi/XhoI. Лигированную смесь DNA используют для трансформирования бактериальных кле-
ток DH5a. Трансформанты подвергают скринингу с помощью минипрепаративной DNA, а нужные кон-
струкции подтверждают с помощью секвенирования DNA. Конечную конструкцию, которая кодирует 
протеин FVIII сигнальная последовательность-XTEN_AE864-/FXI/-BDD под контролем промотора CMV 
человека, обозначают pBC0053. Введение конструкции pBC0053 в клетки млекопитающих предполагают 
для экспрессирования протеина FVIII с N-концевым слиянием XTEN (сигнальная последовательность-
XTEN_AE864-/FXI/-BDD FVIII), который может быть впоследствии расщеплен FXI, таким образом вы-
свобождая протеин FVIII BDD. 

Построение экспрессирующих векторов FVIII сигнальная последовательность-XTEN-/FXI/-BDD. 
Слитая последовательность XTEN в pBC0053 может быть замещена с помощью расщепления дру-

гих фрагментов XTEN (например, AM, AF, AG) BsaI и BbsI. Лигирование с использованием фрагмент 
XTEN и pBC0053, расщепленного BsaI/BbsI, допускает обмен различных частей XTEN (например, AM, 
AF, AG) в экспрессирующем векторе FVIII BDD. Различные слияния XTEN могут повысить периоды 
полужизни этих протеинов по-разному, позволяет модифицировать свойства (например, эффективность, 
специфическая активность) этих протеинов. Введение любой этих слитых конструкций в клетки млеко-
питающих предполагают для экспрессирования протеина FVIII с N-концевым XTEN слиянием (FVIII 
сигнальная последовательность-XTEN-/FXI/-BDD), в котором слитый пептид XTEN может быть впо-
следствии расщеплен FXI, генерируя протеин FVIII BDD. 

Пример 19. Построение FVIII BDD с междоменной вставкой XTEN. 
Построение экспрессирующих векторов FVIII BDD со вставкой XTEN в границах домена A2-B. 
Конструкция pBC0027 (pMK-BDD FVIII-STOP) представляет собой вектор клонирования, разрабо-

танный для того, чтобы содержать последовательности, кодирующие протеин FVIII BDD, а не промотор, 
расположенный для того, чтобы инициировать экспрессию BDD FVIII. Эту конструкцию используют для 
манипуляции кодирующих последовательностей FVIII BDD в качестве остова вектора, который содер-
жит очень мало сайтов рестрикционных ферментов, что таким образом делает возможным легкие страте-
гии клонирования. Протеины BDD FVIII содержат 1457 аминокислот с общей молекулярной массой 
167539,66. В пределах протеина FVIII дикого типа находится 6 доменов, домены A1, A2, В, A3, C1 и C2. 
В протеине FVIII BDD большую часть домена B удаляют, поскольку, как полагают, неструктурирован-
ный домен и удаление домена не изменяют критические функции этого протеина. Несмотря на это, гра-
ницы домена B представляются отличными положениями для создания слияний XTEN, для того чтобы 
достигнуть расширение периодов полужизни протеина. 

В пределах конструкции pBC0027, находится уникальный сайт HindIII рестрикционного фермента 
на границе области соединения A2-B. XTEN (например, последовательности из табл. 4, или 13-17) ам-
плифицируют с использованием праймеров, которые вводят HindIII, и расщепленного сайта FXI на лю-
бом из концов последовательности, кодирующей XTEN. Слитая последовательность XTEN может быть 
изменена с помощью амплификации различных фрагментов XTEN. Различные слияния XTEN могут по-
вышать периоды полужизни этих протеинов по-разному, делая возможной модификацию свойств (на-
пример, эффективности, специфической активности) этих протеинов. Фрагмент HindIII-/FXI/-XTEN-
/FXI/-HindIII расщепляют HindIII и лигируют pBC0027, расщепляемым HindIII. Лигированную смесь 
DNA используют для трансформирования бактериальных клеток DH5a. Трансформанты подвергают 
скринингу с помощью минипрепаративной DNA, а нужные конструкции подтверждают с помощью сек-
венирования DNA. Конечную конструкцию, которая кодирует протеин FVIII BDD с междоменным слия-
нием XTEN (FVIII(A1-A2)-/FXI/-XTEN-/FXI/-FVIII(C1-C2)), а не промотором для инициирования экс-
прессии гена, обозначают pBC0054. 

Конструкцию pBC0054 расщепляют NheI/SalI, и лигируют вектором CET1019-HS, расщепляемым 
NheI/SalI (Millipore). Вектор CET1019-HS для облегчения экспрессии гена содержит промотор CMV че-
ловека и последовательность UCOE. Лигированную смесь DNA используют для трансформирования 
бактериальных клеток DH5a. Трансформанты подвергают скринингу с помощью минипрепаративной 
DNA, а нужные конструкции подтверждают с помощью секвенирования DNA. Конечную конструкцию, 
которая кодирует протеин FVIII BDD с междоменным (между доменами A2/B) слиянием XTEN 
(FVIII(A1-A2)-/FXI/-XTEN-/FXI/-FVIII(C1-C2)) под контролем промотора CMV человека, обозначают 
pBC0055 (CET1019-HS- FVIII(A1-A2)-/FXI/-XTEN-/FXI/-FVIII(C1-C2)). Введение конструкции pBC0055 
в клетки млекопитающих предполагают для экспрессирования протеина FVIII BDD с междоменным сли-
янием XTEN (FVIII(A1-A2)-/FXI/-XTEN-/FXI/-FVIII(C1-C2)), который может быть впоследствии расще-
плен FXI, таким образом высвобождая протеин FVIII BDD. 

Построение экспрессирующих векторов FVIII BDD со вставкой XTEN на границах доменов A1-A2. 
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Конструкцию pBC0027 строят в качестве матрицы в случае двух реакций PCR с использованием 
следующих четырех праймеров: 

 
Получаемые продукты PCR представляют собой 150 bps и 800 bps соответственно. Продукт 800 bp 

используют в качестве матрицы для следующего этапа реакции PCR с продуктом 150 bp в качестве одно-
го праймера и 5'-TATTCTCTGTGAGGTACCAGC-3' (SEQ ID NO: 1685) в качестве другого. Продукт для 
второго этапа PCR представляет собой 930 bps и расщепляют рестрикционными ферментами PshAI и 
ACC65I. Этот PshAI/Acc65I, окружающий фрагмент DNA, лигируют pBC0027, расщепляемым 
PshAI/Acc65I. Лигированную смесь DNA используют для трансформирования бактериальных клеток 
DH5a. Трансформанты подвергают скринингу с помощью минипрепаративной DNA, а нужные конст-
рукции подтверждают с помощью секвенирования DNA. Конечную конструкцию, которая кодирует про-
теин FVIII BDD с междоменным (между доменами A1/A2) слиянием XTEN после остатка D345, обозна-
чают pBC0058 (pMK-BDD FVIII-D345-XTENY36). 

Конструкцию pBC0058 расщепляют NheI /SalI, и лигируют вектором CET1019-HS, расщепляемым 
NheI/SalI (Millipore). Вектор CET1019-HS содержит промотор CMV человека и последовательность 
UCOE для облегчения экспрессии гена. Лигированную смесь DNA используют для трансформирования 
бактериальных клеток DH5a. Трансформанты подвергают скринингу с помощью минипрепаративной 
DNA, а нужные конструкции подтверждают с помощью секвенирования DNA. Конечную конструкцию, 
которая кодирует протеин FVIII BDD с междоменным (между доменами A1/A2) слиянием XTEN после 
остатка D345 под контролем промотора CMV человека, обозначают pBC0059 (CET1019-HS-BDD FVIII 
D345-XTENY36). Введение конструкции pBC0059 в клетки млекопитающих предполагают для экспрес-
сирования протеина FVIII BDD с междоменным слиянием XTEN (BDD FVIII D345-XTEN_Y36). 

Пример 20. Построение FVIII с внутридоменной вставкой XTEN. 
Построение экспрессирующих векторов FVIII BDD со вставкой XTEN после P598 (в домене A2). 
Кодирующие последовательности в случае XTEN_Y36 амплифицируют с использованием способов 

PCR со следующими праймерами: 

 
 

Продукт 184 bp PCR окружают по бокам сайтами рестрикционных ферментов KpnI и BamHI на ка-
ком-либо из концов, и лигируют вектором pBC0027, расщепляемым KpnII/BamHI, который кодирует ген 
BDD FVIII. Лигированную смесь DNA используют для трансформирования бактериальных клеток DH5a. 
Трансформанты подвергают скринингу с помощью минипрепаративной DNA, а нужные конструкции 
подтверждают с помощью секвенирования DNA. Конечную конструкцию, которая содержит последова-
тельности DNA, кодирующие протеин FVIII со слиянием XTEN_Y36 после остатка P598, обозначают 
pBC0056. Эту стратегию клонирования используют для введения различных форм XTEN в протеин FVIII 
BDD с помощью изменения матрицы для реакции PCR и изменения праймеров соответственно. 

Конструкцию pBC0056 расщепляют NheI /SalI, и лигируют вектором CET1019-HS, расщепляемым 
NheI/SalI (Millipore). Вектор CET1019-HS содержит промотор CMV человека и последовательность 
UCOE для облегчения экспрессии гена. Лигированную смесь DNA используют для трансформирования 
бактериальных клеток DH5a. Трансформанты подвергают скринингу с помощью минипрепаративной 
DNA, а нужные конструкции подтверждают с помощью секвенирования DNA. Конечную конструкцию, 
которая кодирует протеин FVIII BDD с внутридоменным (в домене A2) слиянием XTEN под контролем 
промотора CMV человека, обозначают pBC0057 (CET1019-HS- FVIII P598-XTEN_Y32). Введение конст-
рукции pBC0057 в клетки млекопитающих предполагают для экспрессирования протеина FVIII BDD с 
внутридоменным слиянием XTEN (FVIII P598-XTENY32). 

Построение экспрессирующих векторов FVIII BDD с другими внутридоменными вставками XTEN. 
Для введения различных сегментов XTEN в другие внутридоменные сайты в пределах FVIII BDD 

(например, XTEN из табл. 4 или 13-17), создают праймеры, которые расширяют XTEN с липким концом, 
которые могут соединяться с BDD FVIII. Кодирующую последовательность FVIII (pMK-BDD FVIII) 
строят с различными уникальными сайтами рестрикционных ферментов, для того, чтобы достигнуть эти 
специфические вставки. Уникальные рестрикционные ферменты приведены ниже с их усеченным сай-
том: NheI 376, SacI 391, AfiII 700, SpeI 966, PshAI 1417, Acc6512192, KpnI 2192, BamHI 2250, HindIII 
2658, PfoI 2960, PflMI 3413, ApaI 3893, Bspl201 3893, SwaI 4265, OliI 4626, XbaI 4644, BstBI 4673, 
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SalI4756 и XhoI 4762. Сайты NheI и SalI на любом из концов кодирующей последовательности исполь-
зуют для того, чтобы вставить фрагмент DNA в промоторный вектор CMV человека, CET1019-HS (Milli-
pore) для экспрессии в клетках млекопитающих. Эти конструкции экспрессируют протеин FVIII BDD со 
слиянием XTEN с последовательностями, приведенными в табл. 21. 

Пример 21. Построение FVIII со вставками XTEN. 
CFXTEN с двумя XTEN. 
Для получения CFXTEN с двумя вставками XTEN в различных областях (от N-конца до C-конца: 

A1-R1, A1-R2, A2-R1, A2-R2, домен B, a3, A3-R1, A3-R2, C-конец), используют конструкции, которые 
экспрессируют слияния с одно-XTEN вставками, сохраняющими активность FVIII. Кодирующую после-
довательность FVIII (pBC0114 pcDNA4-FVIII_4-X10-Myc-SPATG-His extra RE) ('SPATG', раскрытый как 
SEQ ID NO: 1662) создают с различными уникальными сайтами рестрикционных ферментов, для того, 
стобы достигнуть эти специфические комбинации. Уникальные рестрикционные ферменты приведены в 
табл. 18 ниже с их относительными сайтами между различными областями: BsiWI (между N-концами и 
A1-R1), AflII (между A1-R1 и A1-R2), NheI (между A1-R2 и A2-R1), KpnI (между A2-R1 и A2-R2), BamHI 
(между A2-R2 и домен B), ClaI (между a3 и A3-R1), PflMI (между A3-R1 и A3-R2), XbaI (между A3-R2 и 
C-конец), AgeI (между C-концами FVIII и стоп-кодоном). Выбирают строительные блоки и рестрикци-
онные ферменты для клонирования библиотек, как приведено в табл. ниже. Выбранные компоненты в 
каждой области смешивают при молярном соотношении 1:1, и два набора смесей DNA расщепляют уни-
кальными рестрикционными ферментами. Фрагменты DNA отделяют на 1% агарозный гель и очищают с 
помощью набора для экстракции на основе геля Qiagen. DNA со вставкой XTEN в первой нужной облас-
ти расценивают в качестве вставки (меньший фрагмент DNA в агарозном геле), в то время как DNA со 
вставкой XTEN во второй нужной области расценивают в качестве вектора (больший фрагмент DNA в 
агарозном геле). Вставку и вектор лигируют для того, чтобы ресуспендировать плазмиду. Лигированную 

смесь DNA используют для трансформирования компетентных клеток-хозяев DH5α E. coli. Трансфор-
манты обследуют с помощью амплификации по типу катящегося кольца (RCA) и секвенирования по 
Сенгеру, для того, чтобы охватить потенциальный размер библиотеки приблизительно 3-4 раза. Уни-
кальные клоны определяют и минипрепарируют. Затем, для дополнительного подтверждения целостно-
сти XTEN, в каждой области используют два различных расщепления рестрикции. Аминокислота и по-
следовательности, кодирующие DNA, в случае получаемых гибридных белков CFXTEN приведены в 
табл. 21. 

CFXTEN с одной или двумя вставками XTEN в пределах домена B/a3 и C конца. 
В/домен a3 и C-конец FVIII представляют собой неструктурированные области, которые хорошо 

переносят вставки XTEN. Домен B/a3 дополнительно содействует взаимодействию с другими кофакто-
рами, которые содержат фактор Виллебранда. Для исследования оптимальных вставок XTEN в домен 
B/a3, выбранные делеции и мутации области осуществляют посредством способов мутагенеза на основе 
PCR. Выбранные реакции PCR и векторы расщепляют уникальные рестрикционные ферменты, которые 
приведены в табл. 18. Фрагменты DNA отделяют с помощью 1% агарозного геля и очищают с помощью 
набора для экстракции на основе геля Qiagen. DNA со вставкой XTEN в первой нужной области расце-
нивают в качестве вставки (меньший фрагмент DNA в агарозном геле), в то время как DNA со вставкой 
XTEN во второй нужной области расценивают в качестве вектора (больший фрагмент DNA в агарозном 
геле). Вставку и вектор лигируют для того, чтобы ресуспендировать плазмид. Лигированную смесь DNA 

используют для трансформирования компетентных клеток-хозяев DH5α E. coli. Трансформанты обсле-
дуют с помощью способа молекулярных колоний и секвенирования по Сенгеру, чтобы охватить прибли-
зительно восьмикратный потенциальный размер библиотеки. Уникальные клоны определяют и мини-
препарируют. Для дополнительного подтверждения целостности XTEN в каждой области затем исполь-
зуют расщепление рестрикцией с помощью трех энзимов. Аминокислота и последовательности, коди-
рующие DNA, получаемых гибридных белков CFXTEN приведены в табл. 21. 

Таблица 18 
План клонирование в случае библиотек FVIII с двумя вставками XTEN 
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Пример 22. Построение экспрессирующих векторов FVIII BDD с 3-5 вставками XTEN в пределах 

сайтов 18/26, 403, 745/1656, 1720, 1900 или 2332. 
Слитые с FVIII конструкции со вставками XTEN в пределах сайтов 18/26, 403, 745/1656, 1720, 1900 

или 2332 выбирают для рекомбинации и генерирования конструкций с 3, 4, 5 или 6 вставками XTEN. 
Построение экспрессирующих векторов FVIII BDD с 3-5 вставками XTEN в пределах сайтов 26, 

403, 1656, 1720 или 1900. 
Выбранные конструкции с уникальным XTEN в нужных сайтах представляют собой: pSD0050, 

pSD0001, pSD0039, pSD0010 и pSD0062. Конструкции с двойным XTEN в нужных сайтах содержат 
LSD0005.002, LSD0038.001, LSD0040.002, LSD0042.013, LSD0039.010, LSD0041.008, LSD0043.008, 
LSD0045.002, LSD0046.002 и LSD0044.002. Были выбраны строительные блоки и рестрикционные фер-
менты для клонирования конструкций, которые приведены в табл. 19 ниже. Выбранные компоненты 
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расщепляют уникальными рестрикционными ферментами. DNA вставок и векторов отделяют с помощью 
1% агарозного геля и очищают с помощью набора для экстракции на основе геля Qiagen. Вставку и век-

тор лигируют, а затем трансформируют в DH5α. E. coli компетентных клеток-хозяев. Четыре колонии 
для каждой конструкции анализируют с помощью RCA и секвенирования DNA. Клоны с нужными 
вставками XTEN минипрепарируют. Рестрикционные расщепления затем используют для дополнитель-
ного подтверждения целостности XTEN в каждой области. Аминокислота и последовательности, коди-
рующие DNA, получаемых гибридных белков CFXTEN приведены в табл. 21. Получаемые конструкции 
нумеруют от pSD0077 до pSD0092. 

Построение экспрессирующих векторов FVIII BDD с 4-6 вставками XTEN в пределах сайтов 18, 
403, 1656, 1720, 1900 или 2332. 

Конструкции от pSD0077 до pSD0092 служат в качестве строительных блоков, для того, чтобы по-
лучить конструкции с от 4- до 6- XTEN со вставками в 18, 403, 1656, 1720, 1900 и 2332. Были выбраны 
конструкции строительного блока и рестрикционные ферменты для клонирования конструкций, которые 
приведены в табл. 19 ниже. Выбранные компоненты расщепляют уникальными рестрикционными фер-
ментами. DNA вставок и векторов отделяют с помощью 1% агарозного геля и очищают с помощью на-
бора для экстракции на основе геля Qiagen. Вставку и вектор лигируют, а затем трансформируют в 

DH5α. E. coli компетентных клеток-хозяев. Восемь колоний для каждой из конструкций анализируют с 
помощью способа молекулярных колоний и секвенирования DNA. Клоны с нужными вставками XTEN 
минипрепарируют. Рестрикционные расщепления затем используют для дополнительного подтвержде-
ния целостности XTEN в каждой области. Аминокислота и последовательности, кодирующие DNA, для 
получаемых гибридных белков CFXTEN, приведены в табл. 21. Получаемые конструкции нумеруют от 
pBC0247 до pBC0257, pNL0022, 23, 24, 25 и 30. 

Построение экспрессирующих векторов FVIII BDD с 4-6 вставками XTEN в пределах сайтов 18, 
403, 745, 1720, 1900 или 2332. 

Конструкции от pBC0247 до pBC0252, pBC0255, от pNL0022 до pNL0025 служат в качестве строи-
тельных блоков, для того, чтобы получить конструкции с от 4- до 6-XTEN со вставками в 18, 403, 745, 
1720, 1900 и 2332. Были выбраны конструкции строительного блока и рестрикционные ферменты для 
клонирования конструкций, которые приведены в табл. 19 ниже. Выбранные компоненты расщепляют 
уникальными рестрикционными ферментами. DNA вставок и векторов отделяют с помощью 1% агароз-
ного геля и очищают с помощью набора для экстракции на основе геля Qiagen. Вставку и вектор лиги-

руют, а затем трансформируют в DH5α. E. coli компетентные клетки-хозяева. Восемь колоний для каж-
дой из конструкций анализируют с помощью способа молекулярных колоний и секвенирования DNA. 
Клоны с нужными вставками XTEN минипрепарируют. Рестрикционные расщепления затем используют 
для дополнительного подтверждения целостности XTEN в каждой области. Аминокислота и последова-
тельности, кодирующие DNA, для получаемых гибридных белков CFXTEN, приведены в табл. 21. Полу-
чаемые конструкции нумеруют от pBC0258 до pBC0268. 
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Таблица 19 
План клонирование в случае библиотек FVIII с 3-5 вставками XTEN 

в пределах сайтов 26, 403, 1656, 1720 или 1900 
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Пример 23. Построение экспрессирующих векторов CFXTEN с тремя или четырьмя XTEN: первый 

XTEN в домене B, второй XTEN на C-конце, а третью или четвертая вставка XTEN в пределах доменов 
A1 или A2 или A3. 

Библиотеки гибридных белков CFXTEN строят с тремя вставками XTEN с помощью комбинирова-
ния коагулиционноактивных клонов со вставками XTEN в доменах A1, A2 или A3 и клонов с XTEN, 
вводимых в домене B и на C-конце. Дополнительные библиотеки строят с четвертым XTEN, добавлен-
ным в домены A1, A2 или A3, для того, чтобы выбрать членов 3 библиотек XTEN. Строение схемы кло-
нирования суммируют в табл. ниже. DNA получают в случае вставок и векторов с помощью расщепле-
ния рестрикционным ферментом и очистка на агарозном геле. После лигирования вставки с соответст-
вующими векторами, лигированную смесь DNA используют для трансформирования DH5a компетент-
ных клеток-хозяев Е. coli. Трансформанты обследуют с помощью RCA и секвенирования, чтобы охва-
тить приблизительно 3-4 потенциальных размера библиотеки. Уникальные клоны определяют и мини-
препарируют. Затем, для дополнительного подтверждения целостности каждого XTEN, используют три 
различные рестрикционные расщепления. Аминокислота и последовательности, кодирующие DNA, по-
лучаемых гибридных белков CFXTEN приведены в табл. 21. 
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Таблица 20 
План клонирование в случае библиотек FVIII с 3 вставками XTEN в 

пределах сайтов домена B, C-конца и домена A1/A2/a3 
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Таблица 21 
Конструкции DNA и аминокислотных последовательностей FVIII-XTEN 
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Пример 24. Трансфекция клеток млекопитающих, экспрессия FVIII-XTEN и оценка активности 

FVIII. 
Клетки млекопитающих, которые содержат, но без ограничения ими, CHO, BHK, COS, и HEK293, 

подходят для трансформации с векторами из примеров, приведенными выше, для того, чтобы экспресси-
ровать и восстановливать гибридный белок FVIII-XTEN. Ниже приведены детали способов, используе-
мых для экспрессирования FVIII BDD и конструкций pBC0114, pBC0135, pBC0136, pBC0137, pBC0145, 
pBC0146, и pBC0149 гибридного белка FVIII-XTEN с помощью временной трансфекции, которая содер-
жит электропорацию и способы химической (PEI) трансфекции. 

Адгезивные клетки HEK293, приобретенные от ATCC, восстанавливают в среде по рекомендации 
производителя и пересевают несколько поколений перед тем, как несколько пробирок замораживают в 
среде с 5% DMSO. Одну пробирку восстанавливают и пересевают еще раз перед трансфекцией. Клетки 

HEK293 высевают за 1-2 дня перед трансфекцией при плотности приблизительно 7×105 на мл в T175 за 
трансфекцию, с использованием 35 мл среды. В день трансфекции клетки обрабатывают трипсином, раз-
деляют и пересчитывают, затем промывают в среде до тех пор, пока не достигнут суспензии клеток. 
Клетки пересчитывают и соответствующий объем клеток (на основе количества клеток выше) транспор-
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тируют в 50 мл пробирку для центрифуги, так что они составляют приблизительно 4×106 клеток на 
трансфекцию. Клетки центрифугируют в течение 5 мин при 500 RCF, супернатант удаляют, а клетки ре-
суспендируют в 10 мл D-PBS. 

Электропорация: В случае электропорации, соответствующий объем буфера для ресуспензии до-

бавляют с использованием микропипетки (обеспечиваемый в Neon Transfection System 100µl Kit), так 
что 110 мкл буфера на трансфекцию являются доступными. Разделяют объемы по 110 мкл клеточной 
суспензии, добавляют к каждой пробирке Eppendorf, которая содержит 11 мкл плазмидной DNA в случае 
каждой из отдельных конструкций FVIII-XTEN в общей сложности 6 мкг (объем DNA может быть 

меньше, количества до 11 мкл со стерильной H2O). Для трансфекции используют Neon Transfection 
Device. Программу устанавливают для электропорации при 1100 вольт при длительности импульса 20 

мс, в общей сложности двумя импульсами. Neon Tube (обеспечиваемую в Neon Transfection System 

100 µL Kit) размещают в Neon Pipette Station. Объем 3 мл Electrolytic Buffer E2 (обеспечиваемый в 

Neon Transfection System 100 µL Kit) добавляют в Neon Tube. Neon Pipettes и 100 µL Neon Tips 

используют для электропорации 100 мкл смеси клетки-плазмиды DNA с использованием Neon Pipette 

Station. Выполняют электропорацию, а после завершения, Neon Pipettes удаляют из Station и пипетку с 
трансфицированными клетками используют для транспортирования клеток, с круговым движением, в 

чашку Петри 100 мм×20 мм, которая содержит 10 мл Opti-MEM I Reduced-Serum Medium (IX, Invitrogen), 
так что трансфицированные клетки равномерно распределяют в чашке. Для экспрессии клетки в случае 
каждой трансфекции инкубируют при 37°C. На 3-й день после трансфекции, к каждой культуре клеток 
добавляют 10% объема солевого раствора из 10 мМ Hepes, 5 мМ CaCl2 и 4M NaCl и аккуратно переме-
шивают в течение 30 минут. Каждую культуру клеток транспортируют в 50 мл коническую пробирку для 
центрифуги и центрифугируют при 3000 об./мин в течение 10 минут при 4°C. Супернатанты каждой 

культуры помещают в новую 50 мл коническую пробирку и затем разделяют на аликвоты по 5×1 мл в 

Eppendorf и 2×15 мл конические пробирки для анализа или быстро замораживают перед проверкой на 
экспрессию FVIII-XTEN в ELISA и свойства в анализе активности FVIII, как описано в данном докумен-
те. 

Химическая трансфекция: Химическую трансфекцию могут осуществлять с использованием стан-
дартных способов, известных в данной области техники. В настоящем примере используют PEI, как опи-
сано. 

Суспензию клеток 293 высевают за день перед трансфекцией при 7×105 клеток/мл в достаточной 
среде Freestyle 293 (Invitrogen) для обеспечения по меньшей мере 30 мл рабочего объема и инкубируют 
при 37°C. В день трансфекции аликвоту в 1,5 мл среды для трансфекции выдерживают при комнатной 
температуре, к которой добавляют 90 мкл 1 мг/мл PEI и недолго перемешивают вихревым способом. 
Объем 30 мкл DNA, кодирующей конструкцию FVIII-XTEN_AE288, (с концентрацией 1 мг/мл) добав-
ляют к раствору PEI, который перемешивают вихревым способом в течение 30 сек. Смесь выдерживают 
при комнатной температуре в течение 5-15 мин. Смесь DNA/PEI добавляют к клеткам HEK293 и суспен-
зию инкубируют при 37°C с использованием заранее установленных условий встряхиваемой колбы. 

Около 4 ч после добавления смеси DNA/PEI, добавляют 1× объем выдержанной среды и инкубируют 
клетки при 37°C в течение 5 дней. В день сбора, к культуре клеток добавляют 10% объем солевого рас-
твора 10mM Hepes, 5mM CaCl2 и 4М NaCl и аккуратно перемешивают в течение 30 минут. Культуру кле-
ток транспортируют в 50 мл коническую пробирку для центрифуги и центрифугируют при 4000 об./мин 
в течение 10 минут при 4°C. Супернатант помещают в новую 50 мл коническую пробирку и затем разде-

ляют на аликвоты 5×1 мл в Eppendorf и 2×15 мл в конические пробирки для анализа или быстро замора-
живают перед проверкой на экспрессию FVIII-XTEN в ELISA и/или свойства в анализе активности FVIII, 
как описано в данном документе. 

Генерирование стабильных пулов и клеточных линий, которые получают FVIII-XTEN. 
Стабильные пулы получают с помощью культивирования трансфицированных клеток в течение 3-5 

недель в среде, которая содержит выбор антибиотиков, таких как пиромицин, со сменой среды каждые 2-
3 дня. Стабильные клетки могут использоваться для либо получения, либо генерирования стабильных 
клонов. В случае выбора стабильной клеточной линии во время первичного тестирования, клетки из ста-
бильных пулов, либо из осуществляемого пассирования, либо восстановленные из замороженных проби-
рок, высевают в 96-луночные планшеты при целевой плотности 0,5 клеток/лунку. Около 1 недели после 
высевания использованную среду из лунок с одинаковым кластером клеток, как наблюдают под микро-
скопом, проверяют на экспрессию FVIII с помощью анализа активности или измерения антигена. 

В случае дополнительных циклов тестирования, нормализованные количества клеток высевают в 
мульти-луночных планшетах. Использованную среду собирают и проверяют концентрацию FVIII с по-
мощью ELISA и анализа активности FVIII. Клетки также могут быть собраны с планшетов и пересчита-
ны с использованием Vi-Cell. Клоны упорядочивают по (1) титрам FVIII в соответствии с ELISA и ак-
тивностью; (2) отношениям титр/количество клеток ELISA и титр активности/количество клеток; и (3) 
целостность и гомогенность продуктов, полученных с помощью клонов, как измерено с помощью Вес-
терн-блоттинга. Количество клонов в случае каждой из конструкций выбирают из первичного тестиро-
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вания в случае дополнительных циклов тестирования. 
Для второго цикла тестирования, клетки в 96-луночные планшеты для лучших клонов, выбранных 

из первичного тестирования сначала развивают в колбах T25, а затем высевают в одинаковых 24-
луночных планшетах. Использованную среду собирают с планшетов для количественной оценки актив-
ности FVIII и антиген, а клетки собирают и пересчитывают с помощью Vi-Cell. Клоны упорядочивают, а 
затем, выбранные в соответствии с титрами с помощью ELISA и анализа активности, отношения 
титр/клетка и титр активности/количество клеток в анализе ELISA. Замороженные пробирки получают в 
случае по меньшей мере 5-10 клонов и снова эти клоны обследуют и сортируют в соответствии с титра-
ми в случае ELISA и анализа активности, и отношения титр/количество клеток и титр активно-
сти/количество клеток анализа ELISA, и целостность продукта и гомогенность с помощью вестерн-
блоттинга, и 2-3 клона выбирают для оценки продуктивности во встряхиваемых колбах. 

Полученные клоны выбирают, основываясь на специфической продуктивности и качестве продук-
та. Получение FVIII-XTEN, секретируемые в культуральной клеточной среде с помощью суспензионных 
стабильных клонов 293. 

Стабильные клеточные клоны HEK293, выбранные с помощью вышеуказанных способов, высевают 

во встряхиваемые колбы при 1-2 × 105 клеток/мл в экспрессирующей среде. Количество клеток, жизне-
способность клеток, активность FVIII и титры экспрессии антигена контролируют ежедневно. В день, 
когда активность FVIII, титры антигена и качество продукции являются оптимальными, культуру соби-
рают либо центрифугированием/стерилизующим фильтрованием, либо глубинным фильтровани-
ем/стерилизующим фильтрованием. Фильтрат используют либо непосредственно для обработки с помо-
щью тангенциальной поточной фильтрации (TFF) и очистки, либо хранят в морозильной камере при -
80°C для обработки TFF и очистки позже. 

Пример 25. Очистка и определение характеристик конструкций CFXTEN. 
Иллюстративные способы очистки и определения характеристик конструкций CFXTEN с одним 

или несколькими XTEN приведены далее. 
Очистка FVII-XTEN_AE864 с помощью аффинной хроматографии FVIII. 
CFXTEN, который содержит супернатант, фильтруют с использованием фильтра Cuno ZetaPlus Bio-

cap и капсулы Cuno BioAssure и впоследствии концентрируют с помощью тангенциальной поточной 
фильтрации с использованием картриджа Millipore Pellicon 2 Mini с 30000 Да MWCO. Используя такой 
же картридж для тангенциальной поточной фильтрации, образец подвергают диафильтрации в 10 мМ 
гистидина, 20 мМ хлорида кальция, 300 мМ хлорида натрия и 0,02% Tween 80 при pH 7,0. FVIII-
селективная смола (GE 17-5450-01) избирательно связывает FVIII или FVIII без домена B с использова-
нием лиганда рекомбинантного протеина 13 кДа в сочетании со смолой для хроматографии. Смолу урав-
новешивают 10 мМ гистидина, 20 мМ хлорида кальция, 300 мМ хлорида натрия и 0,02% Tween 80 при 
pH 7,0 и загружают супернатант. Колонку промывают 20 мМ гистидина, 20 мМ хлорида кальция, 300 мМ 
хлорида натрия и 0,02% Tween 80 при pH 7,0, затем промывают 20 мМ гистидина, 20 мМ хлорида каль-
ция, 1,0 М хлорид натрия и 0,02% Tween 80 при pH 7,0, и элюируют 20 мМ гистидина, 20 мМ хлорида 
кальция, 1,5 М хлорида натрия и 0,02% Tween 80, растворенными в 50% этиленгликоле при pH 7,0. 

Концентрация и замена буфера с помощью тангенциальной поточной фильтрации и диафильтра-
ции. 

Серии супернатантов общим объемом по меньшей мере 10 л, от стабильных клеточных линий CHO, 
экспрессирующих CFXTEN фильтруют с использованием фильтра Cuno ZetaPlus Biocap и капсул Cuno 
BioAssure. Их впоследствии концентрируют приблизительно в 20 раз с помощью тангенциальной поточ-
ной фильтрации с использованием картриджа Millipore Pellicon 2 Mini с 30000 Да MWCO. С использова-
нием такого же картриджа тангенциальной поточной фильтрации, образец подвергают диафильтрации с 
10 мМ гистидина, 20 мМ хлорида кальция, 300 мМ хлорида натрия и 0,02% Tween 80 при pH 7,0 10 мМ 
трис pH 7,5, 1 мМ EDTA с 5 объемами полной замены буфера. Образцы разделяют на 50 мл аликвоты и 
замораживают при -80°C. 

Очистка CFXTEN с помощью анионообменной хроматографии. 
С использованием системы Akta FPLC образец очищают с использованием колонки SuperQ-650M. 

Колонку уравновешивают в буфере (0,02 моль/л имидазола, 0,02 моль/л гидрохлорид этилового эфира 
глицина, 0,1 5 моль/л, NaCl, 2,5% глицерина, pH 6,9) и загружают образец, образец разбавляют с исполь-
зованием буфера В (5 ммоль/л гистидина HCl (His/HCI), 1,15 моль/л NaCl, pH 7,0). Хроматограмму 215 
нмоль используют для того, чтобы контролировать профиль элюции. Элюированные фракции анализи-
руют на FVIII с помощью ELISA, SDS-PAGE или анализа активности. Пиковые фракции собирают и 
хранят или непосредственно подвергают активации тромбина (O'Brien et al., Blood (1990) 75:1664-1672). 
Фракции анализируют на активность FVIII с использованием анализа фактора на основе aPTT. Способ 
Бредфорда осуществляют для определения общего количества протеина во фракциях загрузки и элюата. 

Очистка CFXTEN с помощью хроматографии с гидрофобным взаимодействием. 
Образцы CFXTEN в буфере A (50 ммоль/л гистидина, 1 ммоль/л CaCl 2, 1 М NaCl и 0,2 г/л Tween 

80, pH 7,0) загружают в эфирную смолу toyopearl 650М уравновешенную в буфере A. Колонку промы-
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вают буфером A 10-кратным объемом колонки для удаления DNA, неправильно свернутых форм и FVIII, 
и других загрязняющих белков. CFXTEN элюируют буфером В (25 ммоль/л гистидина, 0,5 ммоль/л CaCl 
2 и 0,4 моль/л NaCl, pH 7,0) в качестве отдельного этапа элюирования (патент США 6005082). Фракции 
анализируют на активность FVIII с использованием анализа фактора на основе aPTT. Способ Бредфорда 
осуществляют для определения общего количества протеина во фракциях загрузки и элюата. 

Удаление агрегированного белка из мономерного CFXTEN анионообменной хроматографией. 
С использованием системы Akta FPLC образец очищают с использованием колонки macrocap Q. 

Колонку уравновешивают в буфере (20 мМ MES, 1 мМ CaCl2, pH 7,0) и загружают образец. Образец раз-
бавляют с использованием линейного градиент от 30% до 80% буфера В (20 мМ MES, 1 мМ CaCl2, pH 
7,0 + 500 мМ NaCl) за 20 объемов колонки. Хроматограмму 215 нм используют для того, чтобы контро-
лировать профиль элюции. Фракции, соответствующие начальной части элюции, содержат, в первую 
очередь, мономерный белок, в то время как в последней части элюции содержатся, в первую очередь, 
агрегированные виды. Фракции из колонки macrocapQ анализируют посредством гель-проникающей 
хроматографии с колонкой 60 см BioSep G4000 для определения, который из пулов создает неагрегиро-
ванный образец. 

Активация FVIII с помощью тромбина. 
Очищенный FVIII в 5 ммоль/л гистидина HCl (His/HCI), 1,15 моль/л NaCl, pH 7,0 обрабатывают 

тромбином при отношении 1:4 единиц тромбина человека к единицам FVIII, и образец инкубируют при 
37°C в течение до 2 ч. Для того, чтобы контролировать способ активации, затем отбирают аликвоты это-
го образца, а ацетон осаждают с помощью добавления 4,5 объемов очень холодного ацетона. Образец 
инкубируют на льду в течение 10 минут, и осадок собирают с помощью центрифугирования при 13000 g 
в микроцентрифуге в течение 3 минут. Ацетон удаляют, и осадок ресуспендируют в 30 мкл SDS-PAGE, 
уменьшая буфер для образца, и кипятят в течение 2 минут. Образцы затем анализируют с помощью SDS-
PAGE или вестерн-блоттинга. Превращение FVIII в FVIIIa проверяют путем поиска превращения тяже-
лой цепи во фрагменты с 40 и 50 кДа и превращения легкой цепи во фрагмент 70 кДа (O'Brien et al., 
Blood (1990) 75:1664-1672). 

SEC анализ CFXTEN. 
FVII-XTEN, очищенный с помощью аффинной и анионообменной хроматографии, анализируют с 

помощью гель-проникающей хроматографии с колонкой 60 см BioSep G4000. Монодисперсная популя-
ция с гидродинамическим радиусом ~10 нмоль/кажущаяся ММ ~1,7 МДа (слитый XTEN-288) или ~12 
нмоль/кажущаяся ММ 5,3 МДа (слитый XTEN-864) является свидетельством образца без агрегации. 
Предполагают, что CFXTEN имеет коэффициент средней молекулярной массы до или около 8 (в случае 
слияния XTEN-288 с FVIII) или до или около ~15 (в случае слияния XTEN-864 с FVIII). 

Определение концентрации CFXTEN на основе ELISA. 
Количественное определение концентраций фактора VIII/антигена CFXTEN с использованием эн-

зима, связанного с иммуносорбентным способом исследования двойных антител (ELISA), осуществляют 

с использованием апробированных связываний антител (набор антигенов FVIII от VisuLize, Affinity 
Biologicals, Онтарио, Канада). Полосообразные лунки предварительно покрывают поликлональным ан-
тителом овцы к FVIII человека. Образцы плазмы разбавляют и используют в лунках. Присутствующий 
антиген FVIII связан с нанесенным антителом. После вымывания несвязанного материала, меченое пе-
роксидазой идентифицирующее овцу антитело используют и позволяют связываться с захваченным 
FVIII. Лунки снова промывают и используют раствор TMB (пероксидазо-специфический тетраметилбен-
зидин) и позволяют реагировать в течение фиксированного периода времени. Развивается синий цвет, 
который изменяется на желтый при гашении реакции кислотой. Образованный цвет измеряют спектро-
фотометрически в планшете-ридере при 450 нм. Поглощение при 450 нм непосредственно пропорцио-
нально количеству антигена FVII,I захваченным в лунке. Анализ калибруют с использованием либо ка-
либратора плазмы, входящего в комплект, либо путем замены стандартного CFXTEN в соответствующей 
матрице. 

Оценка активность CFXTEN посредством тестирования с помощью хромогенного субстрата, свя-
занного с FXa. 

С использованием Chromogenix Coamatic Factor VIII (Chromogenix, cat# 82258563) активность FVIII 
или CFXTEN, который содержит FVIII, оценивают следующим образом. В присутствии ионов кальция и 
фосфолипидов, фактор X активируют до фактора Xa с помощью фактора IXa. Эту активацию значитель-
но стимулируют с помощью фактора VIII, который оказывает действие в качестве кофактора в этой ре-
акции. С помощью использования оптимального количества Ca2+, фосфолипида, фактора IXa и избытка 
фактора X, скорость активации фактора X линейно связана с количеством фактора VIII. Фактор Xa гид-
ролизует хромогенный субстрат S-2765, таким образом высвобождая хромофорную группу, pNA. Цвет 
затем считывают спектрофотометрически при 405 нм. Получают фактор Xa и, таким образом, интенсив-
ность цвета является пропорциональной активности фактора VIII в образце. Гидролиз S-2765 под дейст-
вием образованного тромбина предотвращают добавлением синтетического ингибитора тромбина I-2581 
вместе с субстратом. Активность неизвестного образца определяют с помощью сравнения окончательно-
го A405 этого образца со стандартной кривой, построенной из известных количеств фактора FVIII. Также 
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по определению количества антигена FVIII, присутствующего в образцах (посредством A280 или 
ELISA), определяют специфическую активность образца, чтобы понять специфическую активность кон-
кретного получения FVIII. Это позволяет оценить на активность и классифицировать относительную 
эффективность различных стратегий выделения или структур конструкций слияний CFXTEN. 

Анализы на основе aPTT для определения активности CFXTEN. 
CFXTEN действует для замены FVIII во внутреннем или контактном пути активации свертывания 

крови. Активность этого пути свертывания оценивают с использованием анализа активированного час-
тичного тромбопластинового времени (aPTT). Активность FVIII, в частности, измеряют следующим об-
разом: стандартную кривую получают с помощью разбавления нормального контроля плазмы (Pacific 
Hemostasis cat# 100595) в два раза плазмой с дефицитом FVIII (cat# 100800), а затем проведения 6, 4-
кратных серийных разбавлений снова плазмой с дефицитом фактора VIII. Это создает стандартную кри-
вую с точками в 500, 130, 31, 7,8, 2,0, 0,5 и 0,1 МЕ/мл активности, где одна единица активности опреде-
ляется как количество активности FVIIIC в 1 мл нормальной человеческой плазмы. Для определения фо-
нового уровня активности в исходной плазме охватывают также FVIII-дефицитную плазму. Образец по-
лучают с помощью добавления CFXTEN к плазме с дефицитом FVIII в отношении 1:10 по объему. Об-
разцы проверяют с использованием анализа aPTT следующим образом. Образцы инкубируют при 37 С в 
спектрофотометре для прочтения планшетов Molecular Devices в течение 2 минут, в точке, в которой до-
бавляют эквивалентный объем реагента aPTT (Pacific Hemostasis cat# 100402) и осуществляют 3 минуты 
дополнительного инкубирования при 37°C. После инкубирования анализ активируют с помощью добав-
ления одного объема хлорида кальция (Pacific Hemostasis cat# 100304). Мутность измеряют при 450 нм в 
течение 5 минут для создания профилей реакции. Время aPTT или время для начала активности сверты-
вания определяют в качестве первого времени, где OD405 нм увеличена на 0,06, по сравнению с исход-
ным. Log - линейную стандартную кривую создают с log активности, линейно связанной со временем 
aPTT. Из этого определяют активность образца в лунке планшета, а затем активность в образце опреде-
ляют с помощью умножения на 11 для учета разбавления в плазме с дефицитом FVIII. Также с помощью 
определения количества антигена FVIII, присутствующего в образцах (посредством A280 или ELISA), 
специфическая активность образца может быть определена для понимания относительной специфиче-
ской активности конкретного получения FVIII. Это делает возможным классификацию относительной 
эффективности различных стратегий выделения или конструкций структуры в случае слияний CFXTEN. 

Вестерн-блоттинг анализ экспрессированных протеинов FVIII/FVIII-XTEN. 
Образцы помещают на 8% гомогенный гель SDS и впоследствии транспортируют на мембрану 

PVDF. Образцы на дорожках 1-15 представляют собой: стандарты ММ, FVIII(42,5 нг), pBC0100B, 
pBC0114A, pBC0100, pBC0114, pBC0126, pBC0127 (8/5/11; #9), pBC0128, pBC0135, pBC0136, pBC0137, 
pBC0145, pBC0149 и pBC0146 соответственно. Мембрану сначала блокируют 5% молоком, затем метят 
анти-FVIII моноклональным антителом, GMA-012, специфическим к домену A2 тяжелой цепи (Ansong 
C, Miles SM, Fay PJ.J Thromb Haemost. 2006 Apr;4(4):842-7). Вставку XTEN288 в В-домен наблюдают в 
случае pBC0136 (дорожка 8, фиг. 22) и pBC0137 (дорожка 9, фиг. 22), в то время как вставку XTEN288 на 
C-конце наблюдают в случае pBC0146 (дорожка 12, фиг. 22). Все проанализированные протеины FVIII-
XTEN демонстрируют присутствие одноцепочечного протеина с молекулярной массой на по меньшей 
мере 21 кДа больше, чем в случае основной конструкции pBC0114 или стандарта FVIII. Кроме того, 
вставку AE42 наблюдают в случае pBC0135 (дорожка 7, фиг. 22) и pBC0149 (дорожка 11, фиг. 22) с од-
ной цепочкой имеет на ~5 кДа больше, чем в случае основного протеина pBC0114 и тяжелая цепь имеет 
на ~5 кДа больше, чем 90 кДа бэнд основного протеина. 

Анализ экспрессированного FVIII с помощью ELISA. 
Для проверки и количественной оценки экспрессии гибридных белков FVIII-XTEN конструкции с 

помощью культуры клеток осуществляют анализ ELISA. Иммобилизованные антитела, либо SAF8C-AP 
(Affinity Biologicals), либо GMA-8002 (Green Mountain Antibodies), либо антитела GMA011 (Green Moun-
tain Antibodies) в случае FVIII-LC ELISA), либо с помощью антитела GMA016 иммобилизируют в лунках 

планшета ELISA. Лунки затем инкубируют с блокирующим буфером (1× PBS/3% BSA) для предотвра-
щения неспецифического связывания других протеинов с анти-FVIII антителом. Разбавления стандарта 
FVIII (диапазон ~50 нг-0,024 нг), контроли качества и образцы среды для культивирования клеток затем 
инкубируют в течение 1,5 ч в лунках, для того, чтобы позволить связывание экспрессированного протеи-
на FVIII с нанесенным антителом. Лунки затем тщательно промывают, а связанный протеин инкубируют 
с анти-FVIII идентифицирующим антителом, SAF8C-Biotinylated (Affinity Biologicals). Затем стрептави-
дин-HRP, который связывает биотин, конъюгированный с FVIII-идентифицирующим антителом, добав-
ляют в лунку и инкубируют в течение 1 ч. Наконец, субстрат OPD добавляют в лунки и его гидролиз с 
помощью энзима HRP контролируют планшет-ридером при длине волны 490 нм. Концентрации образ-
цов, содержащих FVIII, затем рассчитывают с помощью сравнения колориметрического ответа на каж-
дое разведение культуры со стандартной кривой. Результаты в табл. 22 ниже демонстрируют, что раз-
личные конструкции FVIII-XTEN экспрессируют при 0,4 - 1 мкг/мл в среде для выращивания культур 
клеток. Результаты, полученные с помощью ELISA, и данные активности указывают, что гибридные 
белки FVIII-XTEN были очень хорошо экспрессированы с использованием описанных способов транс-
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фекции. Кроме того, в условиях эксперимента, результаты демонстрируют, что значения специфической 
активности протеинов FVIII-XTEN являются аналогичными или выше, чем в случае основной конструк-
ции pBC0114 (экспрессирование BDD FVIII) и поддержки, которую приводит вставка XTEN в C-конец 
или В-домен FVIII в сохранение функции протеина FVIII. 

Хромогенный анализ активности гибридного белка CFXTEN. 
BDD FVIII и конструкции pBC0114, pBC0135, pBC0136, pBC0137, pBC0145, pBC0146 и pBC0149 

гибридного белка CFXTEN в различных конформациях, которые содержат XTEN AE288 и AG288, вво-
димые на C-конце последовательности FVIII BDD и гибридные белки FVIII-XTEN с AE42 и AE288, вво-
димыми после остатка 745 (или остатком 743) и перед остатком 1640 (или остатком 1638) В-домена (ко-
торый содержит конструкции с сайтом процессинга P1648, мутировавшим в аланин), экспрессируют во 
временно трансфицированные клетки Freestyle 293, как описано выше, и проверяют на прокоагулянтную 
активность. Прокоагулянтная активность каждого из протеинов FVIII-XTEN, представленных в среде 
для выращивания культур клеток оценивают с использованием анализа фактора VIII Chromogenix Coa-

matic, анализа, в котором активация фактора X линейно связана с количеством фактора VIII в образце. 
Анализ осуществляют в соответствии с инструкциями производителя, используя способ конечных пунк-
тов, которые определяют спектрофотометрически при OD405 нм. Стандартную кривую создают с ис-
пользованием очищенного протеина FVIII при концентрациях 250, 200, 150, 100, 75, 50, 37,5, 25, 12,5, 
6,25, 3,125 и 1,56 мЕд./мл. Разбавления стандарта фактора VIII, контроли качества и образцы получают с 
буфером анализа и среды для культивирования PEI для учета влияния среды при выполнении анализа. 
Положительные контроли состоят из очищенного протеина фактора VIII в концентрациях 20, 40 и 80 
мЕд./мл и среды для выращивания культур клеток основной конструкции pBC0114 FVIII, испытываю-
щей недостаток вставок XTEN. Отрицательные контроли состоят отдельно из буфера анализа или среды 
для культивирования PEL Среда для выращивания культур клеток конструкций FVIII-XTEN получают 
как описано выше и проверяют в повторах при разбавлении 1:50, 1:150 и 1:450 и активность каждого 
рассчитывают в ед./мл. Каждая конструкция FVIII-XTEN демонстрирует прокоагулянтную активность, 
которая по меньшей мере аналогична, а в отдельных случаях выше, чем в случае положительного кон-
троля основной конструкции, и поддержку, которая в условиях экспериментов, связывания XTEN, кото-
рый содержит AE288 или AG288, на C-конце FVIII, или вставку XTEN, которая содержит AE42 или 
AE288 в пределах В-домена, приводит к сохранению или даже повышению прокоагулянтной активности 
FVIII. 

Таблица 22 
Результаты ELISA и хромогенных анализов активности FVIII 
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Анализ Coatest в случае анализа активности образца культуры клеток, который содержит гибрид-
ный белок CFXTEN. 

С использованием анализа Coatest, активность FVIII или CFXTEN, который содержит FVIII, оцени-
вают следующим образом. 

Анализ матрицы: все лунки в таком же планшете регулируют до такого же процента среды для кон-
троля за эффектами матрицы. Образцы для испытания разбавляют так, что показания при OD405 будет 
падать в пределах линейного диапазона стандарта. Диапазон концентраций в случае стандарта FVIII со-
ставляет от 100 мЕд./мл до 0,78 мЕд./мл, полученных с помощью четырехкратного серийного разбавле-
ния стандарта FVIII в 1X буфере Coatest (DiaPharma) плюс заранее определенный процент культуральной 
среды. 

Набор реагентов Coatest SP FVIII (DiaPharma) содержит 10× исходный раствор буфера Coatest, фак-

тор IXa + фактор X, фосфолипид, CaCl2 и субстрат. 1× раствор Coatest получают с помощью добавления 
9X объема холодной ddH2O к 1X объему смеси. Среду для выращивания культур клеток затем добавляют 
для получения 1X раствора при заранее определенном отношении для нормализации процента матрицы 
во всех тестовых лунках. Фактор IXa + фактор X, фосфолипид и субстрат перерастворяют в соответствии 
с рекомендациями производителя. 

Методика анализа Coatest. 
Анализ вещества получают и держат на льду, пока не понадобится. 25 мкл разбавленных образцов 

для испытания и стандарты добавляют в 96-луночный планшет в двух экземплярах. 50 мкл фосфолипи-
да/фактора IXa/фактора X добавляют к каждой лунке и смешивают, слегка нажав на сторону пластины. 
Планшеты инкубируют при 37°C в течение 5 мин на пластинчатом нагревателе 37°C. 25 мкл CaCl2 до-
бавляют к каждой лунка и смешивают. Планшеты инкубируют при 37°C в течение 5 мин в пластинчатом 
нагревателе. Затем к каждой лунке добавляют 50 мкл субстрата, смешивают, а планшеты инкубируют 
при 37°C в течение дополнительных 5-10 мин, пока верхнее значение стандарта при OD405 достигает 
показания около 1,5. Для остановки реакции к каждой лунке при перемешивании добавляют 25 мкл 20% 

уксусной кислоты, а лунки читают при OD405 с использованием спектрофотометра SpectraMAX plus 
(Molecular Devices). Анализ данных осуществляют с использованием программы SoftMax (версия 5.2). 
LLOQ в анализе изменяется, но в целом составляет 0,0039 МЕ/мл. 

Результаты. данные представлены в табл. 23-26. Табл. 23 представляет результаты для гибридных 
белков CFXTEN с XTEN, вводимым в уникальные сайты, подбираются на основании критериев, описан-
ных в данном документе, в том числе в примере 34. Положительный контроль pBC00114 FVIII демонст-
рирует хорошую экспрессию и активность FVIII. Из проанализированных 106 гибридных белков с одним 
XTEN, 68% сохраняют измеряемую активность FVIII, с 30%, которые в анализе коагулирующей актив-
ности демонстрируют активность от 3+ до 4+. Тридцать один процент анализированных слитых белков 
имеют результаты ниже пределов количественного определения (которое может быть из-за плохой экс-
прессии, отраженной в соответствующих результатах экспрессии ELISA). Все четыре конструкции 
вставки в В-домен демонстрируют хорошую активность, так же как и конструкции, связанные с C-
концом, указывают на то, что эти участки, вероятно, являются благоприятными инсерционными сайтами. 

Результаты данных отдельного инсерционного сайта служат причиной создания конструкций XTEN 
с 2 вставками XTEN, результаты которых представлены в табл. 24. В целом, процент положительных 
результатов анализа составляет 67%, с 31% гибридных белков, которые в анализе коагулирующей актив-
ности демонстрируют активность от 3+ до 4+. 

Результаты вышеприведенных данных служат причиной создания конструкций XTEN с 3 вставками 
XTEN, результаты которых представлены в табл. 25. В целом, 92% образцов имеют измеряемую актив-
ность FVIII, с полными 79%, которые в анализе коагулирующей активности демонстрируют активность 
от 3+ до 4+. 

Ограниченное количество конструкций с 4 XTEN, вводимыми в домены A1, A2 и A3, создают и 
анализируют, с 4 из 5, демонстрирующими активность FVIII (табл. 26), предполагая, что вставка не-
скольких XTEN не ставит под угрозу способность получаемых гибридные белки сохранять активность 
FVIII. 

Выводы: В условиях экспериментов результаты подтверждают, что критерии для выбора места 
вставки XTEN являются пригодными, что вставка одного или нескольких XTEN в выбранные сайты 
FVIII является более предпочтительной, чем для того, чтобы привести к сохранению прокоагулянтной 
активности получаемой молекулы CFXTEN, и что вставка трех XTEN, по-видимому, приводит к более 
высокой пропорции гибридных белков, сохраняя высокие уровни прокоагулянтной активности FVIII, по 
сравнению с конструкциями одинарных или двойных вставок XTEN. 
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Таблица 23 
Результаты анализов активности при свертывании в случае CFXTEN, 

который содержит один XTEN 
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* LLOQ: ниже пределов количественного определения. 
** pNL009 содержит делецию 745-1656. 



041874 

- 207 - 

Таблица 24 
Результаты анализов активности при свертывании в случае CFXTEN, 

который содержит два XTEN 
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Таблица 25 
Результаты анализов активности при свертывании в случае CFXTEN, 

который содержит три XTEN 
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* Конструкция с мутацией R1648A. 
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Таблица 26 
Результаты анализов активности при свертывании в случае CFXTEN, 

который содержит четыре XTEN 
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* Конструкция с мутацией R1648A. 

Пример 26. Определение радиусов XTEN и соответствующих параметров. 
Для того, чтобы количественно определить гидродинамические радиусы компонентов XTEN гиб-

ридных белков CFXTEN и как изменяется величина нескольких XTEN, в зависимости от уникального 
XTEN, создают ряд формул, основываясь на эмпирически-полученных данных из анализов гель-
проникающей хроматографии различных гибридных белков, которые содержат один или несколько 
XTEN. Считается, что включение нескольких XTEN в CFXTEN обеспечивает больший общий гидроди-
намический радиус компонента XTEN, по сравнению с CFXTEN с меньшим XTEN, который имеет при-
близительно такой же общее количество аминокислот XTEN. Максимальный радиус отдельного поли-
пептида XTEN рассчитывают (в дальнейшем "радиус XTEN") в соответствии с формулой, приведенной в 
уравнении II: 

 
Сумма максимальных радиусов XTEN всех сегментов XTEN в CFXTEN рассчитывают (в дальней-

шем "Сумма радиусов XTEN") в соответствии с формулой, приведенной в уравнении III: 

 
где n = количество сегментов XTEN и 
i представляет собой итератор. 
Отношение суммы радиусов XTEN CFXTEN, который содержит несколько XTEN, для которых 

рассчитывают радиус XTEN в случае уникального XTEN эквивалентной длины (в общем с CFXTEN ко-
личестве аминокислотных остатков) (в дальнейшем, "Отношение радиусов XTEN") в соответствии с 
формулой, приведенной в уравнении IV: 

 
где n = количество сегментов XTEN и 
i представляет собой итератор. 
Результаты. Уравнение II применяют к XTEN с длинами 144, 288, 576 и 864. Результаты представ-

лены в табл. 27. Уравнение IV применяют к различным гибридным белкам CFXTEN, описанным в дан-
ном документе, с двумя, тремя или четырьмя XTEN. Отношение радиусов XTEN имеет величину 1 для 
всех CFXTEN, которые содержат уникальный XTEN. Отношение радиусов XTEN представлено в табл. 
28. Отношение радиусов XTEN в случае pSD0092, который содержит 5 вставок XTEN, имеет величину 
3,31. В совокупности, результаты указывают на то, что включение нескольких XTEN увеличивает отно-
шение радиусов XTEN до значений выше 2, в случае четырех вставок это приводит к большим значени-
ям, чем в случае трех вставок. 
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Таблица 27 
Результаты расчетов радиусов в случае CFXTEN, который содержит XTEN 

 
Таблица 28 

Результаты расчетов радиусов в случае CFXTEN, который содержит XTEN 
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Пример 27. Связывание нарушения FVIII-XTEN с анти-FVIII антителом. 
Способность XTEN, вводимого в различных локализациях гибридных белков CFXTEN, влиять на 

связывание анти-FVIII антител определяют с помощью сендвич анализов ELISA. Два анти-FVIII антите-
ла; напр. GMA-8021 (Green Mountain Antibodies, Burlington, VT) и ESH8 (American Diagnostica Inc., Stam-
ford, CT), которые связываются с доменами A2 и C2, соответственно, используют в качестве иммобили-
зованных антител. Несодержащий XTEN протеин FVIII-His-Myc используют в качестве калибровочного 
стандарта и положительного контроля для всех ELISA. Создают десять гибридных белков CFXTEN с 
одиночными вставками XTEN в либо A1, A2, либо домене A3, которые дополнительно содержат аффин-
ные метки His и Myc. Концентрации протеина каждого образца для испытаний нормализуют к 100%, 
основываясь на использовании детектирования ELISA анти-His- иммобилизованного анти-Myc одновре-
менно на таком же планшете, как ELISA, для детектирования анти-FVIII антитела- иммобилизованного 
анти-Myc. 

Если коротко, соответствующие лунки в 96-луночном планшете покрывают GMA-8021, ESH8 или 
анти-His антителом в течение ночи при 4°C, затем промывают и блокируют BSA. Эквивалентные объемы 
соответствующего контроля или гибридных белков вводят в одинаковые лунки и позволяют взаимодей-
ствовать с нанесенным GMA-8021, ESH8 или анти-His антителом в течение 2 ч при комнатной темпера-
туре. После инкубирования, несвязанный материал вымывают и добавляют анти-Myc идентифицирую-
щее антитело кролика и инкубируют в течение дополнительного 1 ч при комнатной температуре. План-
шет затем промывают, вводят конъюгированное с пероксидазой антикроличье вторичное антитело осла и 
инкубируют в течение 1 ч при комнатной температуре. Планшет снова промывают, с последующим до-
бавлением субстрата TMB и дают реакции возможность протекать в течение 5-20 мин. Для остановки 
реакции вводят H2SO4 и поглощение читают с помощью спектрофотометра при 450 нм. 

Результаты. Результаты представлены в табл. 29. В совокупности эти результаты показывают, что 
два антитела против слитых белков CFXTEN с XTEN, вводимых в домен A2, демонстрируют сниженное 
связывание FVIII, по сравнению с CFXTEN с XTEN, вводимым в A1 или домен A3, если анти-FVIII им-
мобилизованное антитело представляет собой GMA-8021 (с аффинностью связывания к домену A2). В 
противоположность этому не было никакого заметного ингибирования или повышения связывания с по-
мощью любого CFXTEN, когда анти-FVIII иммобилизованное антитело представляет собой ESH8, с аф-
финностью связывания к домену C2. 
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Таблица 29 
Связывание нарушения FVIII-XTEN с анти-FVIII антителом 

 

 
aFVIII/Myc = заболевание с GMA-8021/Myc или ESH8/Myc антитела; 
aHis/Myc = заболевание анти-His/Myc антитела. 

Пример 28. Анализ активности гибридных белков CFXTEN в присутствии ингибиторов FVIII. 
Способ тестирования ингибитора титрованием. 
Выбранные антитела, ингибирующие прокоагулянтную активность FVIII приобретают из коммер-

ческих источников. Антитела нацеливаются на выбранные домены FVIII (например, A2, A3, C1, C2) и 
ингибируют FVIII-зависимую прокоагулянтную активность. Для того, чтобы установить оптимальную 
концентрацию ингибиторов FVIII для использования в анализе, первоначальный эксперимент титрова-
ния осуществляют с использованием различных количеств каждого ингибирующего антитела, инкубиро-
ванного при 37°C в течение 2 ч с основным вектором экспрессирования FVIII дикого типа с двойной 
меткой His/Myc, и второй образец с антителом и по меньшей мере одним гибридным белком CFXTEN. 
Образцы затем используют в анализе коагулирующей активности для определения активности FVIII. 
Активность измеряют с помощью методики количественного анализа Coatest, описанного в данном до-
кументе. Концентрацию, которая приводит к оптимальному ингибированию активности FVIII, опреде-
ляют для каждого антитела индивидуально. 

Способ тестирования ингибитора. 
Антитела ингибитора FVIII затем используют в их оптимальной концентрации для анализа образ-

цов для испытания. CFXTEN и образцы положительного контроля индивидуально инкубируют с каждым 
антителом при 37°C в течение 2 ч, образцы затем собирают и используют в анализе активности Coatest, 
наряду с необработанными аликвотами CFXTEN и положительным контролем. В отдельных случаях, 
конструкции CFXTEN с мутацией R1648A проверяют для определения влияния этой мутации, если тако-
вая имеется, на устойчивость к ингибиторам, как измерено с помощью сохранения активности FVIII. 

Результаты. 
Результаты эксперимента титрования проиллюстрированы на фиг. 26. Данные указывают на сдвиг 

вправо на порядок величин приблизительно 0,7 в количестве антитела, необходимого для ингибирования 
прокоагулянтной активности LSD0049.002 CFXTEN до уровня 50%, по сравнению с положительным 
контролем FVIII, указывающим на то, что CFXTEN с тремя вставками XTEN (в точках вставки, соответ-
ствующих аминокислотному остатку BDD-FVIII 18, 745 и 2332) имеет более низкое связывание с анти-
телом, по сравнению с FVIII, отраженное в сохранении активности свертывания. 

Результаты анализов Coatest представлены в табл. 30 и 31, в случае антител ингибитора FVIII 
GMA8008 и GMA8021 соответственно. Все необработанные проверенные конструкции гибридного белка 
CFXTEN демонстрируют прокоагулянтную активность, как и положительный контроль pBC00114 FVIII. 
Образец положительного контроля предварительно инкубируют с антителами ингибитора FVIII, что 
приводит к резкому снижению измеряемой активности свертывания до 0,05-0,15 (5-15%), по отношению 
к необработанному образцу, как и большая часть конструкций CFXTEN, обработанных антителом 
GMA8008 к домену C2. Несмотря на это, три гибридных белка CFXTEN сохраняют по меньшей мере 
удвоенную относительную оставшуюся активность, по сравнению с контролем FVIII; LSD0049.020, 
LSD0053.024 и LSD0056,025, каждый с тремя вставками XTEN. 

Образцы CFXTEN демонстрируют более низкую степень ингибирования антителом GMA8021 к 
домену A2, по сравнению с необработанными образцами, которая была дополнительно снижена с помо-
щью дополнительного количества вставок XTEN (табличные данные представлены в табл. 30). Фиг. 29 
иллюстрирует график средних значений отношения для контроля за сохраненной активностью, который 
демонстрирует линейную зависимость между количеством вводимых XTEN и сниженным ингибирова-
нием с антителом GMA8021 по отношению к ингибированием контроля FVIII. Аналогичным образом, 
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значения + C.O. по отношению к значениям контроля составляет 2,26+0,12 в случае 1 XTEN, 3,48+0,26 в 
случае 2 XTEN и 5,70+0,29 в случае 3 вставок XTEN. CFTXEN с по меньшей мере тремя вставками 
XTEN, обработанными антителом GMA8021 имеет по меньшей мере в от 4,5 до 9,2 раза более высокое 
сохранение активности FVIII, по сравнению с контролем FVIII. Кроме того, в тех CFXTEN с тремя 
вставками XTEN, конструкции с более высокой степенью разделения (количество аминокислотных ос-
татков) между любыми двумя вставками приводит к более высокой степени прокоагулянтной активности 
и, следовательно, меньшему связыванию антителом ингибитора FVIII, по сравнению со вставками, 
сгруппированными более плотно; например, на C-концевых сторонах В-домена. Результаты анализа кон-
струкций с мутацией R1648A оказались сопоставимыми с теми, которые без мутаций. 

Выводы: результаты обеспечивают то, что, в условиях экспериментов, вставка XTEN в FVIII при-
водит к защите от связывания ингибиторами FVIII, с сохранением прокоагулянтной активности, и к то-
му, что включение нескольких вставок XTEN увеличивает устойчивость к, в частности, антителу инги-
битора домена A2. Наконец, по-видимому, существует влияние, которое имеет пространственное разде-
ление между вставками XTEN. 

Таблица 30 
Результаты анализа коагулирующей активности с CFXTEN, 

обработанных антителом GMA8008 к домену C2 
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доля активности, оставшейся по отношению к соответствующему необра-
ботанному образцу; 
отношение относительной остаточной активности (по отношению к его 
собственному контролю), по сравнению с положительным контролем 
pBC0114 FVIII. 

Таблица 31 
Результаты анализа коагулирующей активности с CFXTEN, 

обработанным антителом GMA8021 к домену A2 
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доля активности, оставшейся по отношению к соответствующему необра-
ботанному образцу; 
отношение относительной остаточной активности (по отношению к его 
собственному контролю), по сравнению с положительным контролем 
pBC0114 FVIII. 

Пример 29. Очистка протеина гибридных белков pBC0145 и pBC0146 CFXTEN. 
Две конструкции CFXTEN с C-концевым XTEN используют для установления способа очистки. 

Для обоих pBC0145, с C-концевым XTEN из 288 аминокислот семейства AE (см. последовательность в 
табл. 21), и pBC0146 с C-концевым XTEN из 288 аминокислот семейства AG (см. последовательность в 
табл. 21), этап тангенциальной поточной фильтрации (TFF) используют для замены буфера осветленной 
кондиционированной среды из культуры клеток. Продукты затем получают с использованием сильной 
анионообменной смолы для хроматографии, а затем дополнительно очищают с использованием VIII-
селективной аффинной хроматографии (GE Healthcare). Дополнительно гель-проникающую хроматогра-
фию (GE Healthcare) применяют к FVIII-pBC0146 в качестве третьего этапа обработки для удаления ви-
дов с высокой молекулярной массой. Чистоту обоих гибридных белков признают приемлемой после 
HPLC-SEC и дополнительно подтверждают с помощью анализа SDS-PAGE двух конструкций CFXTEN, 
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которые демонстрируют продукты CFXTEN в ожидаемых размерах. Специфическая активность обоих 
молекул является аналогичной FVIII без В-доменов, что измерено с помощью анализа коагулирующей 
активности aPTT и определения концентрации FVIII с помощью ELISA. 

Пример 30. Фармакокинетические свойства гибридных белков CFXTEN pBC0145 и pBC0146 у мы-
шей HemA и FVIII/VWF DKO. 

Самцов FVIII нокаутных (HemA) мышей или дважды нокаутных (DKO) мышей FVIII/VWF, 8-12 
недель отроду, обрабатывают одним внутривенным введением либо рекомбинантного BDD-FVIII, 
pBC0145CFXTEN, либо слитых очищенных белков pBC0146 (из примера 23) при 200 МЕ/кг дозы 
(n=4/момент времени). В выбранные моменты времени, образцы крови собирают посредством забора из 
полой вены. У мышей HemA образцы крови собирают через 5 мин, 1, 4, 8, 16, 20, 24, 32 и 48 ч после вве-
дения дозы rBDD-FVIII, и через 5 мин, 8, 16, 24, 32, 48, 55 и 72 ч после введения дозы гибридных белков 
pBC0145 и pBC0146. У мышей FVIII/VWF DKO образцы крови собирают через 5 мин, 30 мин и 1 час 
после введения дозы rBDD-FVIII, и через 5 мин, 4, 8, 16 и 24 ч после введения дозы гибридных белков 
pBC0145 и pBC0146. Активность FVIII в плазме измеряют с помощью хромогенного анализа FVIII и 
профиль PK анализируют с помощью программы WinNonlin. 

Результаты. Как демонстрируют в табл. 32 и фиг. 24, CFXTEN со вставкой AE на C-конце XTEN 
(pBC0145) демонстрирует 1,6 и 14,1-кратное увеличение времени полужизни FVIII (T1/2), по сравнению 
с rBDD FVIII у мышей HemA и мышей FVIII/VWF DKO соответственно. CFXTEN со вставкой AG на C-
конце XTEN (pBC0146) имеет 1,4 и 14,4-кратное увеличение времени полужизни, по сравнению с rBDD-
FVIII у мышей HemA и мышей FVIII/VWF DKO соответственно. Масштаб увеличения времени полу-
жизни FVIII, обеспеченный с помощью вставки XTEN, является гораздо более выраженным у мышей 
FVIII/VWF DKO, по сравнению с мышами HemA, что продемонстрировано с помощью в 1,4 раза более 
продолжительного времени полужизни FVIII и FVIII-AE-XTEN, и FVIII-AG-XTEN, по сравнению с 
rBDD-FVIII. Кроме того, по сравнению с rBDD-FVIII, FVIII с C-концевой вставкой AE или AG-XTEN 
также имеют значительно улучшенное восстановление FVIII в 5 мин интервале, сниженное выведение, 
объем распределения и увеличенный AUC у мышей DKO. В условиях эксперимента, CFXTEN с C-
концевыми вставками XTEN демонстрирует большой потенциал в увеличении времени полужизни FVIII, 
и, в сочетании с другими внутридоменными вставками FVIII может потенциально дополнительно рас-
ширять время полужизни FVIII. 

Таблица 32 
Фармакокинетические параметры CFXTEN у мышей HemA и FVIII/VWF DKO 

 
по сравнению с rBDD-FVIII. 

Пример 31. Культура клеток и концентрация среды для выращивания культур клеток в случае гиб-
ридных белков CFXTEN pSD0050 и pSD0062. 

Варианты pSD0050 конструкции CFXTEN с внутридоменным AG XTEN из 144 аминокислот, вво-
димых после аминокислотного остатка 26 BDD FVIII, pSD0062 с внутридоменным AE XTEN из 144 ами-
нокислот, вводимых после остатка 1900 FVIII BDD (Примечание: аминокислоту нумеруют на основании 
всей длины FVIII), а также конструкцию, кодирующую rBDD-FVIII, трансфицируют в клетки HEK293F 
(Invitrogen, Карлсбад, CA) с использованием полиэтиленимина (PEI, Polysciences Inc. Warrington, PA). 
Временно трансфицированные клетки выращивают в среде 293 Free Style (Invitrogen, Карлсбад, CA) в 
течение 4 дней и 50-100 мл среды для выращивания культур клеток затем концентрируют в 10-20 раз с 
помощью Centricon Spin Column (пороговое значение MM 100 кДа) для того, чтобы достигнуть активно-
сти FVIII 10-30 МЕ/мл. Концентрированные материалы затем быстро замораживают и хранят при -80°C 
для дальнейшего in vitro анализа и in vivo фармакокинетических исследований. 

Пример 32. Фармакокинетические свойства гибридных белков pSD0050 и pSD0062 CFXTEN у мы-
шей HemA и FVIII/VWF DKO. 

Самцов HemA или FVIII/VWF дважды нокаутных (DKO) мышей, 8-12 недель отроду, обрабатыва-
ют однократным внутривенным введением концентратов культуры клеток из примера 31, которые со-
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держат либо рекомбинантный BDD-FVIII, CFXTEN pBD0050, либо pBD062 при 100-300 МЕ/кг 
(n=3/группа). В выбранные моменты времени, образцы крови собирают посредством отбора из ретроор-
битального синуса из такого же набора мышей. У мышей HemA, образцы крови собирают через 5 мин, 
24 ч и 48 ч после введения дозы, в то время как у мышей FVIII/VWF DKO образцы крови собирают через 
5 мин, 8 ч и 16 ч. Активность FVIII образцов плазмы и концентратов культуры клеток анализируют с 
помощью хромогенного анализа FVIII, профиля PK rBDD FVIII и варианты FVIII-XTEN анализируют с 
использованием программы WinNonlin. 

Результаты. профили PK двух вариантов внутридоменной вставки CFXTEN pSD0050 и pSD0062 и 
rBDD-FVIII у мышей HemA и мышей FVIII/VWF DKO проиллюстрированы на фиг. 25 и в табл. 33. У 
мышей HemA, аналогичное первоначальное восстановление в интервале 5 мин наблюдают для трех тес-
товых молекул FVIII. Оба гибридных белка CFXTEN демонстрируют в два раза более продолжительное 
время полужизни, по сравнению с BDD-FVIII дикого типа. У мышей FVIII-VWF DKO, ввиду потери за-
щиты VWF, rBDD-FVIII имеет только 15 мин времени полужизни в плазме. В случае двух CFXTEN, не-
смотря на это, время полужизни увеличивают до 3,15 ч и 3,83 ч, соответственно; значения, которые яв-
ляются аналогичными CFXTEN с 288 C-концевыми вставками XTEN (пример 24), предполагают, что 
дополнительное увеличение длины XTEN в данной точке вставки может быть не обязательным. В усло-
виях эксперимента, результаты исследования наглядно демонстрируют, что внутридоменная вставка 
XTEN с 144 аминокислотными остатками не только сохраняет активность FVIII, но также обеспечивает 
схожее преимущество времени полужизни FVIII, как и в случае вариантов C-концевой вставки 288 ами-
нокислот в XTEN, предполагая, что комбинирование внутридоменных и C-концевых вставок FVIII мо-
жет позволить дополнительное увеличение времени полужизни FVIII. 

Таблица 33 
Фармакокинетические параметры CFXTEN у мышей HemA и FVIII/VWF DKO 

 

 
по сравнению с rBDD-FVIII. 

Пример 33. Фармакокинетический анализ слитых полипептидов CFXTEN у крыс. 
Фармакокинетические свойства различных гибридных белков CFXTEN, по сравнению с отдельным 

FVIII, проверяют у крыс Sprague-Dawley. CFXTEN и FVIII вводят самкам крыс Sprague-Dawley (n=3) IV 
через катетер в яремную вену при 3-10 мкг/крыса. Образцы крови (0,2 мл) собирают в предварительно 
охлажденной гепаринизированные перед введением дозы пробирки в моменты времени 0,08, 0,5, 1, 2, 4, 
8, 24, 48, 72 ч и перерабатывают в плазме. Количественное определение тестируемых веществ осуществ-
ляют с помощью анализа ELISA с использованием анти-FVIII антитела и для иммобилизации, и для де-
тектирования. Некомпартментный анализ осуществляют в WinNonLin со всеми моментами времени, ко-
торые содержатся в наборе для определения параметров PK. Результаты, как ожидается, показывают 
увеличение конечного времени полужизни и площади под кривой, сниженный объем распределения в 
случае CFXEN, по сравнению с отдельным FVIII, а результаты используют в сочетании с результатами 
свертывания и фармакодинамических анализов, для того, чтобы выбрать конформации гибридного белка 
с нужными свойствами. 

Пример 34. Анализ FVIII на инсерционные сайты XTEN. 
Выбор инсерционных сайтов XTEN в пределах молекулы фактора VIII осуществляют с помощью 

прогнозирования локализаций пермиссивных сайтов в пределах петлеобразных структур или, в других 
случаях, конформационно-лабильной поверхности располагающихся структурных элементов. Для этих 
анализов используют атомные координаты двух независимо определенных кристаллографических струк-
тур FVIII, полученных с помощью рентгеноструктурного анализа (Shen BW, et al. The tertiary structure 
and domain organization of coagulation factor VIII. Blood. (2008) Feb 1; 111(3): 1240-1247; Ngo JC, et al. 
Crystal structure of human factor VIII: implications for the formation of the factor IXa-factor VIIIa complex. 
Structure (2008)16(4):597-606), а также фактор VIII и фактор VIIIa, полученные из симуляция молекуляр-
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ной динамики (MDS) (Venkateswarlu, D. Structural investigation of zymogenic and activated forms of human 
blood coagulation factor VIII: a computational molecular dynamics study. BMC Struct Biol. (2010) 10:7). 
Атомные координаты в формате Protein Data Bank (PDB) анализируют для идентификации областей 
FVIII/FVIIIa, предполагаемых для того, чтобы иметь площадь поверхности с высокой степенью доступ-
ности для растворителя с использованием алгоритмов ASAView (Ahmad S, et al. ASAView: database and 
tool for solvent accessibility representation in proteins. BMC Bioinformatics (2004) 5:51) и GetArea (Rychkov 
G, Petukhov M. Joint neighbors approximation of macromolecular solvent accessible surface area. J Comput 
Chem (2007) 28(12): 1974-1989). Получаемый набор сайтов затем дополнительно приоритезируют на ос-
новании высокой флуктуации прогнозируемых положений атомов, основываясь на базисе опубликован-
ных результатов исследования MDS. Сайты в пределах кислой пептидной области фланкируют домены 
A1, A2 и A3, а также деприоритизируют те, которые появились путем визуального осмотра, существую-
щие в других областях, а не на поверхности располагающихся петель. Получаемые набор потенциальных 
сайтов оценивают на основании консервативности межвидовой последовательности, с теми сайтами в 
областях с высокой консервативностью последовательности среди 20 видов позвоночных, которые зани-
мают более предпочтительное положение при оценке. Дополнительно, предполагаемые связывающие 
сайты рецептора выведения, сайты взаимодействия FVIII с другими молекулами (такими как vWF, FIX), 
домен и границы экзона также рассматривают в выборе сайта слияния. Наконец, сайты в непосредствен-
ной близости от мутаций причастны гемофилии A, приведенной в базе данных Haemophilia A Mutation, 
Search, Test and Resource Site (HAMSTeRS) устраняют (Kemball-Cook G, et al. The factor VIII Structure and 
Mutation Resource Site: HAMSTeRS version 4. Nucleic Acids Res. (1998) 26(1):216-219). Основываясь на 
этом критерии, в случае вставок XTEN предлагают построение 42 вариантов FVIII-XTEN. Из них три 
представляют вставки XTEN в пределах последовательности остаточного домена B, два представляют 
собой расширения молекулы фактора VIII на C-конце, и 37 представляют собой вставки XTEN в преде-
лах структурно определенных между- и внутридоменных структурных элементов; т.е. остатков 3, 18, 22, 
26, 40, 60, 116, 130, 188, 216, 230, 333, 375, 403, 442, 490, 518, 599, 713, 745, 1720, 1796, 1802, 1827, 1861, 
1896, 1900, 1904, 1937, 2019, 2068, 2111, 2120, 2171, 2188, 2227, 2277 и 2332. 

Пример 35. Функциональный анализ конструкций FVIII-XTEN. 
Два гибридных белка FVIII-XTEN, FVIII-AE288 (F8X-40) и FVIII-AG288 (F8X-41), содержат 

AE288_1 XTEN или AG288_1 XTEN, соответственно, слитый на C-конце домена C2 FVIII. Для опреде-
ления, сохраняется ли активность FVIII после слияния XTEN, клетки HEK293 трансфицируют по от-
дельности с этими двумя слитыми конструкциями FVIII-XTEN с помощью использования полиэтилени-
мина (PEI) в бессывороточной среде. Через 3 или 5 дней после трансфекции, супернатант культуры кле-
ток проверяют на активность FVIII с помощью двухэтапного хромогенного анализа. Очищенный реком-
бинантный FVIII, калиброванный против международного стандарта WHO, используют для создания 
стандартной кривой в хромогенном анализе. Продукты гибридного белка обоих конструкций, и F8X-40 и 
F8X-41, экспрессируют на уровнях, аналогичных таковым конструкций BDD-FVIII дикого типа (табл. 
34). 

Таблица 34 
Титр FVIII гибридных белков FVIII-XTEN в культуре клеток временной трансфекции 

 
a И FVIII 066, и pBC 0114 содержат FVIII без В-доменов без слияния XTEN. 
b Образец F8X-41 был из 3-дневной трансфекции, в то время как другие об-
разцы были из 5-дневной временной трансфекции. 

Пример 36. Функциональный анализ конструкций FVIII-XTEN: активность FVIII и свойства PK. 
Потенциал увеличения времени полужизни конструкций F8X-40 и F8X-41 оценивают у мышей с 

двумя нокаутированными генами, FVIII и фактора фон Виллебранда, с помощью гидродинамической 
плазмидной инъекции DNA, с конструкцией DNA FVIIIFc, служащей в качестве положительного кон-
троля. Мышей случайным образом разделяют на 3 группы с 4 мышами в группе. Плазмидная DNA коди-
рует гибридный белок BDD FVIIIFc, F8X-40 или F8X-41, все распространяет такой же остов вектора 
DNA, который вводят мышам в соответствующих группах. Приблизительно 100 микрограмм соответст-
вующей плазмидной DNA вводят каждой мыши посредством гидродинамической инъекции, а образцы 
плазмы крови собирают через 24 и 48 ч после инъекции. Активность FVIII в плазме измеряют с помо-
щью двухэтапного хромогенного анализа с использованием калиброванного рекомбинантного FVIII в 
качестве стандарта. Как показано на фиг. 23, образцы из групп F8X-40 и F8X-41 демонстрируют большие 
титры FVIII в плазме, чем те, которые из BDD FVIIIFc, предполагая, что слияние FVIII с XTEN продле-
вает время полужизни FVIII in vivo. Взятые вместе, эти данные обеспечивают вывод, что гибридные бел-
ки FVIII-XTEN сохраняют активность FVIII во временной трансфекции и в животной модели демонст-
рируют пролонгированное время полужизни в кровотоке. 

Пример 37. Фармакодинамическая оценка CFXTEN в животных моделях. 
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Фармакологическую активность гибридных белков CFXTEN in vivo оценивают с использованием 
ряда преклинических моделей кровотечения, которые содержат, но без ограничения ими, гемофилию, 
операцию, травму, тромбоцитопению/дисфункцию тромбоцита, кровотечение, вызванное клопидогре-
лем/гепарином и гидродинамическую инъекцию. Эти модели развивают у нескольких видов, которые 
содержат мышей, крыс, кроликов, и собак с использованием способов, эквивалентных используемым и 
опубликованных в случае других подходов FVIII. Композиции CFXTEN обеспечивают в водном буфере 
совместимые с in vivo введением (например: фосфатно-солевой буфер или ТРИС-буферизированный 
физиологический раствор). Композиции вводят при соответствующих дозах, частоте дозирования, режи-
ме дозирования и пути введения, которые оптимизируют для конкретной модели. Определения эффек-
тивности содержат измерение активности FVIII, одноэтапный анализ коагулирующей активности, хро-
могенный анализ FVIII, время образования и активности протромбина (aPTT), время кровотечения, вре-
мя свертывания цельной крови (WBCT), тромбоэластографию (TEG или ROTEM), среди прочих. 

В одном из примеров модель PD, CFXTEN и FVIII вводят генетически-дефицитным или экспери-
ментально-индуцированным мышам HemA. В различные моменты времени после введения, уровни FVIII 
и CFXTEN измеряют с помощью ELISA, активность FVIII и CFXTEN измеряют с помощью коммерче-
ски-доступных наборов активности FVIII и время свертывания измеряют с помощью анализа aPTTa. В 
целом, результаты могут указывать на то, что конструкции CFXTEN могут быть более эффективными 
при ингибировании кровотечения, по сравнению с FVIII и/или эквивалентными в специфической актив-
ности с аналогичной дозировкой FVIII с менее частыми или более удобными интервалами дозирования. 

В случае кровотечения у мыши CFXTEN модели PD и FVIII вводят генетически-дефицитным или 
экспериментально-индуцированным мышам HemA и измеряют влияние на гемостатическую проблему. 
Гемостатическая проблема может содержать проблему с усечением хвоста, проблему в случае гемартро-
за, суставное кровотечение или проблему с подкожной веной, среди прочих. В различные моменты вре-
мени после введения, уровни FVIII и CFXTEN измеряют с помощью ELISA, активность FVIII и CFXTEN 
измеряют с помощью коммерчески доступного набора активности FVIII, время кровотечения и время 
свертывания измеряют с помощью анализа aPTT. В целом, результаты, как ожидается, показывают, что 
конструкции CFXTEN являются более эффективными при ингибировании кровотечения, по сравнению с 
FVIII и/или эквивалентным в специфической активности при аналогичной дозировке FVIII с менее час-
тыми или более удобными интервалами дозирования, а результаты используют в сочетании с результа-
тами свертывания и другими анализами, для того, чтобы выбрать конформации гибридного белка с нуж-
ными свойствами. 

В собачей модели PD, CFXTEN и FVIII вводят генетически-дефицитным собакам с гемофилией. В 
различные моменты времени после введения, уровни FVIII и CFXTEN измеряют с помощью ELISA, ак-
тивность FVIII и CFXTEN измеряют с помощью коммерчески доступного набора активности FVIII и 
время свертывания измеряют с помощью анализа aPTT. В целом результаты обозначают, что конструк-
ции CFXTEN могут быть более эффективными при ингибировании кровотечения, по сравнению с FVIII 
и/или эквивалентными в специфической активности при аналогичной дозировке FVIII с менее частым 
или более удобным дозированием, а результаты используют в сочетании с результатами свертывания и 
другими анализами, для того, чтобы выбрать конформации гибридного белка с нужными свойствами. 

В случае кровотечения у собаки PD модель CFXTEN и FVIII вводят генетически дефицитным соба-
кам с гемофилией и измеряют влияние в гемостатической проблеме. Гемостатическая проблема содер-
жит, среди прочих, время кровотечения в кутикуле. В различные моменты времени после введения уров-
ни FVIII и CFXTEN измеряют с помощью ELISA, активность FVIII и CFXTEN измеряют с помощью 
коммерчески доступного набора активности FVIII, измеряют время кровотечения, а время свертывания 
измеряют с помощью анализа aPTT. В целом, результаты указывают, что конструкции CFXTEN могут 
быть более эффективными при ингибировании кровотечения, по сравнению с FVIII и/или эквивалентны-
ми в специфической активности при аналогичной дозировке FVIII с менее частыми или более удобными 
интервалами дозирования, и результаты используют в сочетании с результатами свертывания и другими 
анализами для того, чтобы выбрать конформации гибридного белка с нужными свойствами. 

Дополнительные преклинические модели кровотечения содержат, но без ограничения ими, гемофи-
лию, операцию, травму, тромбоцитопению/дисфункцию тромбоцитов, кровотечение, индуцированное 
клопидогрелем/гепарином и гидродинамическую инъекцию. Эти модели могут разрабатывать у несколь-
ких видов, которые содержат мышей, крыс, кроликов и собак с использованием способов, эквивалентных 
используемым и опубликованным в случае других подходов FVIII. В целом результаты указывают, что 
конструкции CFXTEN могут быть более эффективными при ингибировании кровотечения, по сравнению 
с FVIII и/или эквивалентными в специфической активности при аналогичной дозировке FVIII с менее 
частыми или более удобными интервалами дозирования, а результаты используют в сочетании с резуль-
татами свертывания и другими анализами для того, чтобы выбрать конформации гибридного белка с 
нужными свойствами. 

Пример 38. CFXTEN с расщепленными последовательностями. 
C-концевой XTEN, секретируемый FXIa. 
Гибридный белок CFXTEN, состоящий из протеина XTEN, слитого с C-концом FVIII, создают с по-
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следовательностью расщепления сайта секретирования XTEN, размещенной между FVIII и компонента-
ми XTEN, как проиллюстрировано на фиг. 12. Иллюстративные последовательности приведены в табл. 
51. В данном случае, последовательность расщепления сайта секретирования встраивают в CFXTEN, 
который содержит аминокислотную последовательность, которую распознают и расщепляют с помощью 
протеазы FXIa (EC 3.4.21.27, Uniprot P03951). В частности, аминокислотную последовательность 
KLTRAET (SEQ ID NO: 1688) обрезают после аргинина последовательности с помощью протеазы FXIa. 
FXI представляет собой прокоагулирующую протеазу, расположенную непосредственно перед FVIII во 
внутреннем или внутреннем пути активации свертывания крови. Активную FXIa получают из FXI с по-
мощью протеолитического расщепления зимогена с помощью FXIIa. Получение FXIa жестко контроли-
руется и происходит только при коагуляции, необходимой для правильного гемостаза. Таким образом, с 
помощью включения последовательности расщепления KLTRAET (SEQ ID NO: 1688), домен XTEN уда-
ляют только из FVIII, одновременно с активацией внутреннего пути свертывания и если свертывание 
является необходимым физиологически. Это создает ситуацию, когда гибридный белок CFXTEN обраба-
тывают дополнительным способом во время активации внутреннего пути. 

C-концевой XTEN, секретируемый с помощью FIIa (тромбин). 
Гибридный белок CFXTEN, состоящий из протеина XTEN, слитого с C-концом FVIII, создают с по-

следовательностью расщепления сайта секретирования XTEN, размещенной между FVIII и компонента-
ми XTEN, как проиллюстрировано на фиг. 12. В данном случае, сайт секретирования содержит амино-
кислотную последовательность, которую распознают и расщепляют с помощью протеазы FIIa (EC 
3.4.21.5, Uniprot P00734). В частности, последовательность LTPRSLLV (SEQ ID NO: 1618) [Rawlings 
N.D., et al. (2008) Nucleic Acids Res., 36: D320] обрезают после аргинина в положении 4 в последователь-
ности. Активный FIIa получают с помощью расщепления FII с помощью FXa в присутствии фосфолипи-
дов и кальция и далее в процессе от фактора IX в пути свертывания. После активации ее естественную 
роль заключается в коагуляции для расщепления фибриногена (фиг. 2), который затем, в свою очередь, 
начинает образование тромба. Активность FIIa жестко контролируют и происходит только при коагуля-
ции, необходимой для правильного гемостаза. Таким образом, с помощью включения последовательно-
сти LTPRSLLV (SEQ ID NO: 1618), домен XTEN удаляют только из FVIII, одновременно с активацией 
либо внешнего, либо внутреннего путей свертывания, и если свертывание является необходимым физио-
логически. Это создает ситуацию, когда слияние CFXTEN обрабатывают отдельным дополнительным 
путем во время активации свертывания. 

C-концевой XTEN, секретируемый с помощью эластазы-2. 
Гибридный белок CFXTEN, состоящий из протеина XTEN, слитого с C-концом FVIII, создают с по-

следовательностью расщепления сайта секретирования XTEN, размещенной между FVIII и компонента-
ми XTEN, как проиллюстрировано на фиг. 12. Иллюстративные последовательности обеспечивают в 
табл. 51. В данном случае сайт секретирования содержит аминокислотную последовательность, которую 
распознают и расщепляют с помощью эластазы-2, протеазы (EC 3.4.21.37, Uniprot P08246). В частности, 
последовательность LGPVSGVP (SEQ ID NO: 1689) [Rawlings N.D., et al. (2008) Nucleic Acids Res., 36: 
D320], обрезают после положения 4 в последовательности. Эластазу конститутивно экспрессируют с 
помощью нейтрофилов и она присутствует в кровообращении в любое время. Ее активность жестко кон-
тролируют с помощью серпинов и, следовательно, она минимально активна большую часть времени. 
Таким образом, пока циркулирует долгоживущий CFXTEN, его фракцию расщепляют, а создание пула 
короткоживущего FVIII будет использоваться в свертывании. В желательном признаке патентоспособ-
ной композиции, это создает циркулирующее депо пролекарственного препарата, которое постоянно вы-
свобождает профилактическое количество FVIII. 

C-концевой XTEN, секретируемый с помощью MMP-12. 
Гибридный белок CFXTEN, состоящий из протеина XTEN, слитого с C-концом FVIII, создают с по-

следовательностью расщепления сайта секретирования XTEN, размещенной между FVIII и компонента-
ми XTEN, как проиллюстрировано на фиг. 12. Иллюстративные последовательности обеспечивают в 
табл. 51. В данном случае, сайт секретирования содержит аминокислотную последовательность, которую 
распознают и расщепляют с помощью протеазы MMP-12 (EC 3.4.24.65, Uniprot P39900). В частности, 
последовательность GPAGLGGA (SEQ ID NO: 1690) [Rawlings N.D., et al. (2008) Nucleic Acids Res., 36: 
D320], обрезают после положения 4 последовательности. MMP-12 конститутивно экспрессируют в цель-
ную кровь. Таким образом, пока циркулирует долгоживущий CFXTEN, его фракцию расщепляют, а соз-
дание пула короткоживущего FVIII будет использоваться в свертывании. В желательном признаке патен-
тоспособной композиции, это создает циркулирующее депо пролекарственного препарата, которое по-
стоянно высвобождает профилактическое количество FVIII. 

C-концевой XTEN секретируемый с помощью MMP-13. 
Гибридный белок CFXTEN, состоящий из протеина XTEN, слитого с C-концом FVIII, создают с по-

следовательностью расщепления сайта секретирования XTEN, размещенной между FVIII и компонента-
ми XTEN, как проиллюстрировано на фиг. 12. Иллюстративные последовательности обеспечивают в 
табл. 51. В данном случае, сайт секретирования содержит аминокислотную последовательность, которую 
распознают и расщепляют с помощью протеазы MMP-13 (EC 3.4.24.-, Uniprot P45452). В частности, по-
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следовательность GPAGLRGA (SEQ ID NO: 1691) [Rawlings N.D., et al. (2008) Nucleic Acids Res., 36: 
D320], обрезают после положения 4. MMP-13 конститутивно экспрессируют в цельную кровь. Таким 
образом, пока циркулирует долгоживущий CFXTEN, его фракцию расщепляют, а создание пула корот-
коживущего FVIII будет использоваться в свертывании. В желательном признаке патентоспособной 
композиции, это создает циркулирующее депо пролекарственного препарата, которое постоянно высво-
бождает профилактическое количество FVIII. 

C-концевой XTEN, секретируемый с помощью MMP-17. 
Гибридный белок CFXTEN, состоящий из протеина XTEN, слитого с C-концом FVIII, создают с по-

следовательностью расщепления сайта секретирования XTEN, размещенной между FVIII и компонента-
ми XTEN, как проиллюстрировано на фиг. 12. Иллюстративные последовательности обеспечивают в 
табл. 51. В данном случае, сайт секретирования содержит аминокислотную последовательность, которую 
распознают и расщепляют с помощью протеазы MMP-20 (EC.3.4.24.-, Uniprot Q9ULZ9). В частности, 
последовательность APLGLRLR (SEQ ID NO: 1692) [Rawlings N.D., et al. (2008) Nucleic Acids Res., 36: 
D320], обрезают после положения 4 в последовательности. MMP-17 конститутивно экспрессируют в 
цельную кровь. Таким образом, пока циркулирует долгоживущий CFXTEN, его фракцию расщепляют, а 
создание пула короткоживущего FVIII будет использоваться в свертывании. В желательном признаке 
патентоспособной композиции, это создает циркулирующее депо пролекарственного препарата, которое 
постоянно высвобождает профилактическое количество FVIII. 

C-концевой XTEN, секретируемый с помощью MMP-20. 
Гибридный белок CFXTEN, состоящий из протеина XTEN, слитого с C-концом FVIII, создают с по-

следовательностью расщепления сайта секретирования XTEN, размещенной между FVIII и компонента-
ми XTEN, как проиллюстрировано на фиг. 12. Иллюстративные последовательности обеспечивают в 
табл. 51. В данном случае, сайт секретирования содержит аминокислотную последовательность, которую 
распознают и расщепляют с помощью протеазы MMP-20 (EC.3.4.24.-, Uniprot 060882). В частности, по-
следовательность PALPLVAQ (SEQ ID NO: 1693) [Rawlings N.D., et al. (2008) Nucleic Acids Res., 36: 
D320], обрезают после положения 4 (изображен стрелкой). MMP-20 конститутивно экспрессируют в 
цельную кровь. Таким образом, пока циркулирует долгоживущий CFXTEN, его фракцию расщепляют, 
создание пула короткоживущего FVIII будет использоваться в свертывании. В желательном признаке 
патентоспособной композиции, это создает циркулирующее депо пролекарственного препарата, которое 
постоянно высвобождает профилактическое количество FVIII. 

Оптимизирование скорости секретирования XTEN. 
Могут быть созданы варианты вышеуказанных примеров, в которых изменяют скорость секретиро-

вания XTEN, встроенного на C-конце, N-конце, или внутри XTEN. Так как скорость секретирования 
XTEN с помощью протеазы секретирования XTEN зависит от последовательности сайта секретирования 
XTEN, с помощью изменения аминокислотной последовательности в сайте секретирования XTEN можно 
контролировать скорость секретирования XTEN. Специфичность последовательности многих протеаз 
широко известна в данной области техники, и описана в некоторых базах данных. В данном случае, спе-
цифичность аминокислоты протеаз отображают с использованием комбинаторных библиотек субстратов 
[Harris, J. L., et al. (2000) Proc Natl Acad Sci USA, 97: 7754] или с помощью следующего расщепления 
смеси субстратов, как показано у [Schellenberger, V., et al. (1993) Biochemistry, 32: 4344]. Альтернативой 
является выявление оптимальных последовательностей для расщепления протеазой с помощью фагового 
отображения [Matthews, D., et al. (1993) Science, 260: 1113]. Конструкции создают с различными после-
довательностями и анализируют на секретирование XTEN с использованием стандартных анализов для 
детектирования полипептидов XTEN. 

Пример 39. Структуры клинических испытаний человека для оценки CFXTEN, который содержит 
FVIII. 

Kogenate FS представляет собой рекомбинантный фактор свертывания VIII человека, предназна-
ченный для промотирования гемостаза у субъектов с гемофилией A. Благодаря своему короткому време-
ни полужизни, Kogenate дозируют внутривенно через день в течение профилактики и 8 каждые 12 ч при 
лечении кровотечений до достижения гемостаза. Считается, что слияние одного или нескольких XTEN с 
FVIII улучшает время полужизни протеина, что позволяет снизить дозирование частоты использования 
таких композиций CFXTEN, содержащих гибридный белок. 

Клинические испытания создают так, что эффективность и преимущества CFXTEN, по отношению 
к Kogenate или другим коммерчески доступным составам FVIII, может быть проверена на людях. Подоб-
ные исследования содержат три этапа. Первый, Этап I исследования безопасности и фармакокинетиче-
ских свойств у взрослых пациентов проводят для определения максимальной переносимой дозы, фарма-
кокинетических свойств и фармакодинамических свойств у людей (либо нормальных субъектов, либо 
пациентов с гемофилией), а также для определения потенциальных токсических эффектов и побочных 
эффектов, которые необходимо отслеживать в дальнейших исследованиях. Проводят исследования Этапа 
I, в которых однократные возрастающие дозы композиций CFXTEN вводят путем (например, подкожно, 
внутримышечно или внутривенно) и биохимические, PK и клинические параметры измеряют в опреде-
ленных интервалах. Это позволяет определить минимальную действующую дозу, максимальную перено-
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симую дозу и установить пороговую и максимальную концентрации в дозировке и циркулирующее ле-
карственное средство, которое представляют собой терапевтическое окно для соответствующих компо-
нентов, а также биодоступность при введении внутримышечным или подкожным путем. Исходя из этой 
информации, получают дозу и режим дозирования, которые позволяют менее частое введение компози-
ций CFXTEN, при этом сохраняя фармакологический ответ. После этого, клинические испытания прово-
дят у пациентов с заболеванием, проверяя эффективность композиций CFXTEN в условиях дозы, которая 
может быть проведена, по сравнению с положительным контролем, таким как Kogenate, для установле-
ния улучшенных свойств композиций CFXTEN. 

Клинические испытания II и III этапа проводят у пациентов, страдающих от любого заболевания, в 
случае которого фактор VIII, как ожидается, может обеспечить клинический эффект. Например, CFX-
TEN используют в клинических испытаниях при лечении показаний, одобренных для использования 
фактора VIII; подобные показания содержат случаи кровотечения у пациентов с гемофилией A, пациен-
тов с ингибиторами фактора VIII, предупреждение кровотечения при хирургических вмешательствах или 
инвазивных способов у пациентов с гемофилией A с ингибиторами к фактору VIII, случаев лечения кро-
вотечений у пациентов с врожденным дефицитом фактора VIII, и предупреждения кровотечения при хи-
рургических вмешательствах или инвазивных способов у пациентов с врожденным дефицитом фактора 
VIII. CFXTEN также может быть указан для использования в дополнительных группах пациентов. Ис-
следование дозирования на этапе II проводят у пациентов с гемофилией, где фармакодинамическое свой-
ство, свертывание, кровотечение и другие параметры, физиологические, PK, безопасности и клиниче-
ские, и клинические результаты, подходящие для испытаний, оцениваются как функцию дозирования 
композиций гибридных белков, с получением информации об определении оптимальной дозы о дозах, 
которые являются подходящими для исследования на следующем этапе III, в дополнение к сбору данных 
о безопасности, связанных с побочными эффектами. Параметры PK коррелируют с данными о физиоло-
гических, клинических параметрах и параметрах безопасности, устанавливающих терапевтическое окно 
и терапевтический режим дозирования в случае композиции CFXTEN, что позволяет врачу установить 
соответствующие диапазоны доз для композиции. В отдельном исследовании, пациенты с гемофилией A 
с ингибиторами фактора VIII могут быть оценены для того, чтобы установить дозы и режим дозирования 
фармацевтической композиции CFXTEN, которые приводят к достижению и поддержанию гемостаза и 
профилактике или ослаблению случаев кровотечения. Наконец, проводят исследование эффективности 
на этапе III, при том, что пациентам вводят фармацевтическую композицию CFXTEN и вводят положи-
тельный контроль (такой как коммерчески-доступный Kogenate) с использованием режима дозирования, 
который будет считаться соответствующим данным фармакокинетическим и фармакодинамическим 
свойствам соответствующих композиций, основанных на полученных результатах Этапа II, со всеми 
средствами, вводимыми в течение соответствующего длительного периода времени для достижения 
ожидаемых результатов исследования. Параметры, которые являются контролируемыми, содержат ана-
лиз aPTT, одно- или двухэтапные анализы коагулирующей активности, контроль случаев кровотечения 
или возникновение спонтанных случаев кровотечения; параметры, которые отслеживают по отношению 
к плацебо или группам положительного контроля. Результаты эффективности определяют с использова-
нием стандартных статистических способов. Токсичность и маркеры неблагоприятных явлений также 
будут отслеживаться в этом исследовании, чтобы проверить, что соединение является безопасным при 
использовании по описанному способу. В дополнительном исследование Этапа III, пациенты с гемофи-
лией A с ингибиторами фактора VIII могут быть оценены для установления эффективности фармацевти-
ческих композиций CFXTEN в достижении и поддержании гемостаза и профилактике или ослаблении 
случаев кровотечения. 

Пример 40. Аналитическая гель-проникающая хроматография гибридных белков XTEN с различ-
ными полезными нагрузками. 

Анализы с помощью гель-проникающей хроматографии выполняют на гибридные белки, который 
содержат различные терапевтические протеины и неструктурированные рекомбинантные протеины уве-

личенной длины. Иллюстративный анализ использует колонку TSKGel-G4000 SWXL (7,8 мм×30 см), в 
которой 40 мкг гибридного белка очищенного глюкагона при концентрации 1 мг/мл отделяют при скоро-
сти потока 0,6 мл/мин в 20 мМ фосфата pH 6,8, 114 мМ NaCl. Профили хроматограммы контролируют с 
использованием OD214hm и OD280hm. Калибровку колонки для всех анализов осуществляют с исполь-
зованием эксклюзионного калибровочного стандарта от BioRad; маркеры содержат тироглобулин (670 
кДа), бычий гамма-глобулин (158 кДа), куриный овальбумин (44 кДа), конский миоглобулин (17 кДа) и 
витамин B12 (1,35 кДа). Репрезентативные хроматографические профили глюкагона-Y288, глюкагона-
Y144, глюкагона-Y72, глюкагона-Y36 проиллюстрированы в виде наложения на фиг. 21. Данные демон-
стрируют то, что кажущаяся молекулярная масса каждого соединения пропорциональна длине связанной 
последовательности XTEN. Несмотря на это, данные также демонстрируют то, что кажущаяся молеку-
лярная масса каждой конструкции значительно больше ожидаемой в случае глобулярного белка (как по-
казано в сравнении с использованием стандартных протеинов в том же анализе). Основываясь на анали-
зах SEC для всех оцененных конструкций, которые содержат композицию CFXTEN, средние молекуляр-
ные массы, коэффициент средней молекулярной массы (выраженной как отношение кажущейся молеку-
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лярной массы к расчетной молекулярной массе) и гидродинамический радиус (RH в нм) показаны в табл. 
35. Результаты указывают, что введение различных XTEN из 576 или более аминокислот придает кажу-
щуюся молекулярную масса, в случае гибридного белка, приблизительно от 339 до 760 кДа, и что XTEN 
из 864 или более аминокислот придает кажущуюся молекулярную массу выше приблизительно 800 кДа. 
Результаты пропорционального увеличения кажущейся молекулярной массы к фактической молекуляр-
ной массой соответствует гибридным белкам, созданным с XTEN из некоторых различных семейств мо-
тивов; т.е. AD, AE, AF, AG, и AM, с увеличением по меньшей мере в четыре раза и отношениями вплоть 
до около 17. Дополнительно, включение слитых партнеров XTEN с 576 или более аминокислотами в ги-
бридных белках с различными полезными нагрузками (и 288 остатков в случае глюкагона, слитого с 
Y288) приводит к гидродинамическому радиусу 7 нмоль или больше, далеко от размера клубочковых 
пор приблизительно в 3-5 нм. Соответственно, ожидается, что гибридные белки, которые содержат рост 
и XTEN, снижают почечный клиренс, что способствует увеличенному конечному времени полужизни и 
улучшению терапевтического или биологического эффекта по отношению к соответствующему несли-
тому протеину, несущему биологическую нагрузку. 

Таблица 35 
Анализ SEC различных полипептидов 

 
Пример 41. Фармакокинетические свойства расширенных полипептидов, слитых с GFP у яванских 

макак. 
Фармакокинетические свойства GFP-L288, GFP-L576, GFP-XTEN_AF576, GFP-XTEN_Y576 и 

XTEN_AD836-GFP проверяют на яванских макаках для определения влияния композиций и длины не-
структурированных полипептидов на параметры PK. Образцы крови анализируют в различные моменты 
времени после инъекции и концентрацию GFP в плазме измеряют с помощью ELISA с использованием 
поликлонального антитела против GFP для захвата и биотинилированного получения такого же поли-
клонального антитела для детектирования. Результаты проиллюстрированы на фиг. 19. Они демонстри-
руют неожиданное повышение времени полужизни с возрастанием длины последовательности XTEN. 
Например, время полужизни 10 ч определяют в случае GFP-XTEN_L288 (с 288 аминокислотными остат-
ками в XTEN). Удвоение длины неструктурированного полипептидного партнера слияния до 576 амино-
кислот увеличивает время полужизни до 20-22 ч в случае нескольких конструкций гибридного белка; т.е. 
GFP-XTEN_L576, GFP-XTEN_AF576, GFP-XTENY576. Дополнительные повышения длины неструкту-
рированного полипептидного партнера слияния до 836 остатков приводит ко времени полужизни 72-75 ч 
в случае XTEN_AD836-GFP. Таким образом, возрастание длины полимера на 288 остатка, от 288 до 576 
остатков, увеличивает in vivo время полужизни на около 10 ч. Несмотря на это, возрастание длины поли-
пептида на 260 остатков, от 576 остатков до 836 остатков, увеличивает время полужизни на более чем 50 
ч. Эти результаты демонстрируют, что существует неожиданный порог длины неструктурированного 
полипептида, что приводит к более значительному, чем пропорциональное увеличение времени полу-
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жизни in vivo. Таким образом, гибридные белки, которые содержат расширенные, неструктурированные 
полипептиды, как ожидается, обладают улучшенными фармакокинетическими свойствами, по сравне-
нию с полипептидами с более короткими длинами. 

Пример 42. Стабильность XTEN в сыворотке. 
Гибридный белок, который содержит XTEN_AE864, слитый с N-концом GFP, инкубируют в плазме 

обезьяны и лизате почек крыс в течение до 7 дней при 37°C. Образцы отбирают в момент времени 0, 
День 1 и День 7 и анализируют с помощью SDS PAGE с последующим детектированием с использовани-
ем Вестерн-блоттинга и детектирования антителами против GFP, как проиллюстрировано на фиг. 20. 
Последовательность XTEN_AE864 демонстрирует незначительные признаки деградации через 7 дней в 
плазме. Несмотря на это, XTEN_AE864 быстро деградирует в лизате почек крыс за 3 дня. In vivo ста-
бильность гибридного белка проверяют в образцах плазмы, при том, что GFPAE864 иммунопреципити-
руют и анализируют с помощью SDS PAGE, как описано выше. Образцы, которые берут до истечения 7 
дней после инъекции, демонстрируют очень мало признаков деградации. Результаты демонстрируют 
устойчивость CFXTEN к деградации из-за протеаз в сыворотке; фактор повышения фармакокинетиче-
ских свойств гибридного белка CFXTEN. 

Пример 43. Возрастание растворимости и стабильности полезной нагрузки пептида с помощью свя-
зывая с XTEN. 

Для того, чтобы оценить способность XTEN в повышении физико-химических свойств растворимо-
сти и стабильности, получают и оценивают гибридные белки глюкагона плюс XTEN более короткой 
длины. Испытуемые вещества получают в ТРИС-буферизированном физиологическом растворе при ней-
тральном pH и характеристику раствора Gcg-XTEN осуществляют с помощью обращенно-фазовой HPLC 
и гель-проникающей хроматографии для подтверждения того, что протеин был однородным и неагреги-
рованным в растворе. Данные представлены в табл. 36. С целью сравнения, предел растворимости немо-
дифицированного глюкагона в таком же буфере измеряют при 60 мкмоль (0,2 мг/мл), и результат пока-
зывает, что для всех длин добавляемого XTEN, достигают существенного повышения растворимости. 
Важно отметить, что в большинстве случаев глюкагон-гибридные белки XTEN получают для достиже-
ния целевых концентраций и не оценивают для определения максимальных пределов растворимости в 
случае данной конструкции. Несмотря на это, в случае глюкагона, связанного с AF-144 XTEN, опреде-
ляют предел растворимости, что в итоге достигают 60-кратного повышения растворимости, по сравне-
нию с глюкагоном, не связанным с XTEN. Кроме того, CFXTEN глюкагон-AF144 оценивают на стабиль-
ность, и было установлено, что является стабильной в жидкой композиции в течение по меньшей мере 6 
месяцев в условиях охлаждения и в течение приблизительно одного месяца при 37°C (данные не приве-
дены). 

Данные обеспечивают вывод, что связывание короткомерных полипептидов XTEN с биологически 
активным протеином, таким как глюкагон, могут заметно повышать свойства растворимости протеина с 
помощью получаемого гибридного белка, а также придавать стабильности при больших концентрациях 
протеина. 

Таблица 36 
Растворимость конструкций глюкагон-XTEN 

 

 
Пример 44. Анализ последовательностей на вторичные структуры с помощью алгоритмов прогно-

зирования. 
Аминокислотные последовательности могут оценивать на вторичную структуру посредством опре-

деленных компьютерных программ или алгоритмов, таких как широко известный алгоритм Chou-Fasman 
(Chou, P. Y., et al. (1974) Biochemistry, 13: 222-45) и Garnier-Osguthorpe-Robson, или способ "GOR" (Gam-
ier J, Gibrat JF, Robson B. (1996). GOR method for predicting protein secondary structure from amino acid se-
quence. Способы Enzymol 266:540-553). В случае данной последовательности, алгоритмы могут предска-
зать, существует ли или нет некоторая вторичная структура вообще, выраженная в целом и/или в про-
центе остатков последовательности, которые образуют, например, альфа-спирали или бета-листы, или 
процент остатков последовательности, который, как предполагают, приводит к образованию случайной 
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спирали. 
Некоторые репрезентативные последовательности из "семейства" XTEN могут быть оценены с ис-

пользованием двух способов на основе алгоритма в случае способов Chou-Fasman и GOR для оценки 
степени вторичной структуры в этих последовательностей. Способ Chou-Fasman обеспечен William R. 
Pearson и University of Virginia, на интернет-сайте "Biosupport", URL, расположенном в интернете на 
fasta.bioch.virginia.edu/fasta_www2/fasta_www.cgi?rm=misc1 по состоянию на 19 июня 2009. Способ GOR 
обеспечен Pole Informatique Lyonnais на интернет-сайте Network Protein Sequence Analysis, URL, распо-
ложенном в интернете на npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/secpred_gor4.pl, по состоянию на 19 июня 2008. 

В качестве первого этапа анализов, уникальную последовательность XTEN анализируют с помо-
щью двух алгоритмов. Композиция AE864 представляет собой XTEN с 864 аминокислотными остатками, 
созданными из нексольких копий четырех 12-аминокислотных мотивов последовательностей, состоящих 
из аминокислот G, S, T, E, P, и A. Мотивы последовательности характеризуются тем, что существует ог-
раниченная повторяемость в пределах мотивов, а в пределах последовательности вообще, тем, что по-
следовательность любых двух последовательных аминокислот не повторяется более двух раз в любом 
12-аминокислотном мотиве, и что три смежные аминокислоты непроцессированного XTEN не являются 
идентичными. Постепенно более длинные участки последовательности AF 864 с N-конца анализируют с 
помощью алгоритмов Chou-Fasman и GOR (последний требует минимальную длину 17 аминокислот). 
Последовательности анализируют с помощью введения последовательностей формата FASTA в инстру-
менты прогнозирования и выполняя анализ. Результаты анализа представлены в табл. 37. 

Результаты указывают, что, с помощью расчетов Chou-Fasman, короткий XTEN семейств AE и AG, 
до по меньшей мере 288 аминокислотных остатков, не имеет альфа-спиралей или бета-листов, но вели-
чины прогнозируемого процента случайной спирали по алгоритму GOR может изменяться от 78 до 99%. 
С возрастанием длин XTEN из от 504 до более 1300 остатков, XTEN, проанализированный с помощью 
алгоритма Chou-Fasman, имеет прогнозируемые проценты альфа-спиралей или бета-листов от 0 до около 
2%, в то время как расчетные проценты случайной спирали увеличены до от 94 до 99%. XTEN с альфа-
спиралями или бета-листами представляют собой последовательности с одним или несколькими случая-
ми трех смежных остатков серина, что приводит к прогнозируемому образованию бета-листа. Несмотря 
на это, даже эти последовательности все еще имеют приблизительно 99% образования случайной спира-
ли. 

Данные, которые обеспечивают в данном документе, предполагает, что 1) XTEN, созданный из не-
скольких мотивов последовательности G, S, T, E, P, и A, которые имеют ограниченную повторяемость, 
как в случае смежных аминокислот, которые, согласно прогнозам, имеют очень низкие количества аль-
фа-спиралей и бета-листов; 2) возрастание длины XTEN заметно не повышает вероятность образования 
альфа-спирали или бета-листа; и 3) постепенное возрастание длины последовательности XTEN с помо-
щью добавления неповторяющийся 12-меров, состоящих из аминокислот G, S, T, E, P и A, приводит к 
увеличенному проценту образования случайной спирали. Результаты дополнительно указывают, что по-
следовательности XTEN, определенные в данном документе (которые содержат например, XTEN, соз-
данный из мотивов последовательности G, S, T, E, P, и A) имеют ограниченную повторяемость (в том 
числе не более чем с двумя одинаковыми смежными аминокислотами в одном мотиве), как ожидается, 
имеют очень ограниченный вторичную структуру. Любой порядок или комбинация мотивов последова-
тельности из табл. 3 могут быть использованы для создания полипептида XTEN, что приведет к последо-
вательности XTEN, которая является по существу лишенной вторичной структуры, при том, что три 
смежных серины не являются предпочтительными. Неблагоприятное свойство трех смежных рядом, не-
смотря на это, может быть смягчено с помощью возрастания длины XTEN. Подобные последовательно-
сти, как предполагается, имеют характеристики, описанные в вариантах осуществления CFXTEN, рас-
крытых в данном документе. 
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Таблица 37 
Прогнозные расчеты последовательностей полипептида CHOU-FASMAN и GOR 
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H: альфа-спираль E: бета-лист. 

Пример 45. Анализ полипептидных последовательностей на повторяемость. 
В этом примере, различные полипептиды, которые содержат некоторые последовательности XTEN, 

оценивают на повторяемость в аминокислотной последовательности. Аминокислотные последовательно-
сти полипептида могут оценивать на повторяемость с помощью количественной оценки количества слу-
чаев, когда более короткая подпоследовательность встречается в пределах всего полипептида. Например, 
полипептид с длиной в 200 аминокислотных остатка имеет в общем 165 перекрывающихся 36-
аминокислотных "блоков" (или "36-меров") и 198 3-мерных "подпоследовательностей", но количество 
уникальных 3-мерных подпоследовательностей будет зависеть от количества повторяемостей в пределах 
последовательности. В случае анализов, различные полипептидные последовательности оценивают на 
повторяемость с помощью определения количества подпоследовательностей, полученных с применени-
ем следующего уравнения: 

 
где m = (длина полипептид в аминокислотах) - (длина подпоследовательности в аминокислотах) + 

1; и Кол-воi = совокупное количество совпадений каждой уникальной подпоследовательности в пределах 
последовательности. 

В анализах данного примера, количество подпоследовательностей в случае полипептидов из табл. 
38 определяют с использованием предыдущего уравнения в компьютерной программе с использованием 
алгоритма, проиллюстрированного на фиг. 27, при том, что длину подпоследовательностей устанавли-
вают в 3 аминокислоты. Получаемое количество подпоследовательностей представляет собой отражение 
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степени повторяемости в пределах полипептид. 
Результаты, представленные в табл. 38, указывают, что неструктурированные полипептиды, со-

стоящие из 2 или 3 типов аминокислот, имеют высокие результаты подпоследовательности, в то время 
как состоящие из 12-аминокислотных мотивов из шести аминокислот G, S, T, E, P, и A с низкой степе-
нью внутренней повторяемости, имеют результаты подпоследовательности менее 10, а в отдельных слу-
чаях, менее 5. Например, последовательность L288 имеет два типа аминокислот и имеет короткие, часто 
повторяющиеся последовательности, что приводит к количеству подпоследовательностей равному 50,0. 
Полипептид J288 имеет три типа аминокислот, но также имеет короткие, повторяющиеся последователь-
ности, что приводит к количеству подпоследовательностей равному 33,3. Y576 также имеет три типа 
аминокислот, но созданных не из внутренних повторений, отраженных в количестве подпоследователь-
ностей равном 15,7 для первых 200 аминокислот. W576 состоит из четырех типов аминокислот, но имеет 
большую степень внутренней повторяемости, например, "GGSG" (SEQ ID NO: 1694)", что приводит к 
количеству подпоследовательностей равному 23,4. AD576 состоит из четырех типов 12-аминокислотных 
мотивов, каждый из которых состоит из четырех типов аминокислот. Ввиду низкой степени внутренней 
повторяемости отдельных мотивов, в целом количество подпоследовательностей для первых 200 амино-
кислот составляет 13,6. В противоположность этому, XTEN состоит из четырех мотивов, содержащих 
шесть типов аминокислот, каждый из которых с низкой степенью внутренней повторяемости, имеет бо-
лее низкие результаты подпоследовательности; т.е. AE864 (6,1), AF864 (7,5) и AM875 (4,5), в то время 
как XTEN, состоящий из четырех мотивов, которые содержат пять типов аминокислот, является проме-
жуточным; т.е. AE864, с результатом 7,2. 

Выводы: результаты указывают, что комбинирование 12-аминокислотных подмотивов последова-
тельности, каждый из которых состоит из от четырех до шести типов аминокислот, которые являются 
неповторяющимися, в более длинном полипептиде XTEN, в целом, приводят к последовательности, ко-
торая является по существу неповторяющейся, как указывается общей оценкой результатов подпоследо-
вательности менее 10 и, во многих случаях, менее 5. Это не смотря на тот факт, что каждый мотив под-
последовательности могут использовать несколько раз по всей последовательности. В противополож-
ность этому, полимеры, созданные из более малых количеств типов аминокислот, приводят к большим 
результатам подпоследовательности, с полипептидами, которые состоят из двух типов аминокислот, 
имеют более высокие результаты, чем те, которые состоят из трех типов аминокислот. 

Таблица 38 
Расчеты результата подпоследовательностей полипептидных последовательностей 

 

 
Пример 46. Расчет результатов TEPITOPE. 
Результаты TEPITOPE для 9-мерной пептидной последовательности может быть рассчитан с помо-

щью сложения потенциалов кармана, как описано Sturniolo [Sturniolo, T., et al. (1999) Nat Biotechnol, 17: 
555]. В настоящем примере, отдельные результаты TEPITOPE рассчитывают для отдельных аллелей 
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HLA. Табл. 39 иллюстрирует в качестве примера потенциалов кармана в случае HLA0101B, который час-
то наблюдается у населения Кавказа. Для расчета результата TEPITOPE пептида с последовательностью 
P1-P2-P3-P4-P5-P6-P7-P8-P9, складывают соответствующие отдельные потенциалы кармана из табл. 39. 
Результат HLA0101B для 9-мерного пептида с последовательностью FDKLPRTSG (SEQ ID NO: 1695) 
представляет собой сумму 0, -1,3, 0, 0,9, 0, -1,8, 0,09, 0, 0. 

Для того, чтобы оценить результаты TEPITOPE в случае длинных пептидов, можно повторить спо-
соб для всех 9-мерных подпоследовательностей последовательностей. Этот способ может быть повторен 
для протеинов, кодируемых другими аллелями HLA. Табл. 40-43 дают потенциалы кармана в случае 
продуктов протеина аллелей HLA, которые часто наблюдается у населения Кавказа. 

Результаты TEPITOPE, рассчитанные с помощью этого способа изменяются в диапазоне от около  
-10 до +10. Несмотря на это, 9-мерные пептиды, которые не имеют гидрофобной аминокислоты 
(FKLMVWY (SEQ ID NO: 1696)) в положении P1 рассчитывают результаты TEPITOPE в пределах от  
-1009 до -989. Эта величина является биологически бессмысленной и отражает тот факт, что гидрофоб-
ная аминокислота служит в качестве якорного остатка для связывания HLA и пептиды испытывают не-
достаток гидрофобного остатка в P1, считаются не связующими с HLA. Поскольку большинство после-
довательностей XTEN не имеют гидрофобные остатки, все комбинации 9-мерных подпоследовательно-
стей будут иметь результаты TEPITOPE в диапазоне от -1009 до -989. Этот способ подтверждает, что 
полипептиды XTEN могут иметь немного или вообще не иметь прогнозируемые T-клеточные эпитопы. 

Таблица 39 
Потенциал кармана в случае аллели HLA0101B 
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Таблица 40 
Потенциал кармана в случае аллели HLA0301B 

 
Таблица 41 

Потенциал кармана в случае аллели HLA0401B 
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Таблица 42 
Потенциал кармана в случае аллели HLA0701B 

 
Таблица 43 

Потенциал кармана в случае аллели HLA1501B 

 

 
Пример 46. Оценка вставки XTEN в петлю, доступную для встраивания. 
Вставка AE42-4 XTEN. 
Построение и экспрессия FVIII со вставками AE42 XTEN описывают в примере 17 и 24. Таким об-

разом, когда остаток X обозначает сайт вставки, а остаток Z обозначает следующий остаток в природной 
полипептидной последовательности FVIII, полипептид, получаемый из вставки AE42 XTEN, может со-
держать последовательность: 

 
В случае вставки AE42 XTEN выбирают 16 различных сайтов в последовательностях FVIII, и они 

образуют Серию 1. Дополнительные 21 сайта, выбранные для вставки AE42 XTEN, образуют Серию 2. В 
совокупности, сайты Серии 1 и Серии 2 представляют 12 сайтов в домене A1, 7 сайтов в домене A2, 10 
сайтов в домене A3, 4 сайтов в домене C1 и 3 сайта в домене C2. Локализации сайтов Серии 1 и 2 в 3-D 
структуре FVIII иллюстрируют на фиг. 32. 

Расположение этих инсерционных сайтов серии 1 и серии 2 приводят к 37 конструкциям, обозна-
ченным pSD0001- pSD0004, pSD0009- pSD0012, pSD0023- pSD0032, pSD0034- pSD0063 [вышеизложен-
ные диапазоны также содержат все промежуточные номера], последовательности которого приведены в 
табл. 21 и сайты вставок, которые приведены в табл. 23. 
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Анализы in vitro. 
Для оценки переносимости FVIII к вставке AE42-4 XTEN, активность FVIII в образцах культураль-

ной среды из культур клеток FVIII-XTEN анализируют с использованием хромогенного анализа FVIII. 
Уровни экспрессии антигена анализируют с помощью ELISA FVIII-HC (тяжелая цепь FVIII) и FVIII-LC 
(легкая цепь FVIII). 

Измерение активности FVIII с помощью хромогенного анализа. 

Активность FVIII измеряют с использованием набор COATEST SP FVIII от DiaPharma (lot# 
N089019) и все инкубирования выполняют при 37°C в пластинчатом нагревателе при встряхивании. Сбо-
ры культуры клеток из среды временной трансфекции вариантов AE42-4 FVIII-XTEN из 6-луночных 

планшетов разбавляют до нужного диапазона активности FVIII с использованием буфера 1× FVIII 

COATEST. Стандарты FVIII получают в буфере 1× FVIII COATEST, который содержит мнимую сре-
ду трансфекции с соответствующей концентрацией культуральной среды в качестве испытуемого образ-
ца. Диапазон стандарта рекомбинантного фактора VIII (rFVIII) составляет от 100 мМЕ/мл до 0,78 
мМЕ/мл. Стандарты, разбавленные образцы культуры клеток и добавляют объединенный контроль для 

анализа плазмы нормального человека в 96-луночные планшеты Immulon 2HB в двух экземплярах (25 
мкл/лунка). 

Свежеприготовленная смесь IXa/FX/фосфолипид (50 мкл), 25 мкл 25 мМ CaCl2, и 50 мкл субстрата 
FXa добавляют последовательно к каждой лунке, с 5 минутами инкубирования между каждым добавле-
нием. После инкубирования с субстратом, 25 мкл 20% уксусной кислоты добавляют для остановки цвет-

ной реакции, а поглощение при 405 нм измеряют с помощью инструмента SpectraMAX plus (Molecular 
Devices). 

Анализ данных осуществляют с использованием программного обеспечения SoftMax Pro (вариант 
5.2). Lowest Level of Quantification (LLOQ) составляет 39 мМЕ/мл. Результаты представлены в табл. 22. 

Измерение экспрессии с помощью FVIII-HC и FVIII-LC ELISA. 
Экспрессию вариантов количественно оценивают с использованием ELISA. Уровни экспрессии ан-

тигена FVIII конструкций DNA, соответствующих вставкам XTEN в доменах A1 и A2 FVIII, анализиру-
ют с помощью ELISA FVIII-LC. Уровни экспрессии антигена FVIII конструкций DNA, соответствующих 
вставкам XTEN в доменах A3, C1 и C2 FVIII, анализируют с помощью ELISA FVIII-HC. Результаты 
представлены в табл. 22. 

Антигены FVIII-XTEN в среде для выращивания культур клеток после сбора захватывают с помо-
щью антител GMA011 (Green Mountain Antibodies) в случае FVIII-LC ELISA) или с помощью антител 

GMA016 (Green Mountain Antibodies) в случае FVIII-HC ELISA. 96-луночные планшеты Immulon 2HB 
покрывают 100 мкл/лунка анти-FVIII антитела (2 мкг/мл) с помощью инкубирование при 4°C в течение 
ночи. Планшеты затем промывают четыре раза физиологическим раствором Phosphate Buffer с Tween-20 
(PBST) и блокируют блокирующим буфером (PBST с 10% термоинактивированной лошадиной сыворот-
ки) в течение 1 ч при комнатной температуре. 

Сборы культуры клеток из среды временной трансфекции вариантов FVIII-XTEN из 6-луночного 

планшета разбавляют до нужного диапазона антигена FVIII с использованием 1× блокирующего буфера. 

Стандарты FVIII получают в блокирующем буфере 1× FVIII, который содержит мнимую среду для 
трансфекции с соответствующей концентрацией среды в качестве образцов для тестирования. Диапазон 
стандарта rFVIII составляет от 50 нг/мл до 0,39 нг/мл. 

Стандарты, разбавленные образцами культуры клеток, и объединенный контроль для анализа плаз-

мы нормального человека добавляют в 96-луночные планшеты Immulon 2HB в двух экземплярах (100 
мкл/лунка) и инкубируют при 37°C в течение 2 ч. Следующие четыре раза промывают с PBST, в каждую 
лунку и планшеты добавляют 100 мкл анти-hFVIII антитела HRP-овцы (Affinity Biologicals, F8C-EIC-D), 
инкубируют в течение 1 ч при 37°C. После еще четырех промываний PBST, к каждой лунке добавляют 
100 мкл TMB Super Sensitive Substrate (BioFX), после чего следует 5-10 мин формирования цвета. Для 
остановки цветной реакции, к каждой лунке добавляют 50 мкл H2SO4, а поглощение при 450 нмоль изме-
ряют прибором SpectraMAX plus (Molecular Devices). 

Анализ данных осуществляют с использованием программного обеспечения SoftMax Pro (вариант 
5.4). Lowest Level of Quantification(LLOQ) составляет 0,0039 мкг/мл. Результаты представлены в табл. 22. 

Пермиссивные сайты, в который последовательности XTEN вводят без устранение прокоагулянт-
ной активности рекомбинантного протеина или способности рекомбинантного протеина экспрессиро-
ваться в клетке-хозяине, кластеризуют в пределах петли в каждом из трех доменов FVIII. Фиг. 36 иллю-
стрирует расположение инсерционных сайтов в рекомбинантных протеинах FVIII, которые демонстри-
руют активность FVIII в доменах A1, A2 и A3. Фиг. 33 иллюстрирует структурное представление, изо-
бражающее расположение инсерционных сайтов в рекомбинантных протеинах FVIII, которые демонст-
рируют активность FVIII. 

Пермиссивный сайты сосредоточены в высоко конформационно-лабильных наружных петлях, под-
верженных действию растворитель (петля XTEN, доступная для встраивания). Петли домена A1 локали-
зованы в области, приблизительно соответствующей аминокислотным положениям от 15 до 45 и от 201 
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до 232, соответственно, в последовательностях FVIII зрелого человека (фиг. 30). Петли домена A2 лока-
лизованы в области, приблизительно соответствующей аминокислотным положениям от 395 до 421 и от 
577 до 635, соответственно, в последовательностях FVIII зрелого человека (фиг. 30). Петли домен A3 
локализованы в области, приблизительно соответствующей аминокислотным положениям от 1705 до 
1732 и от 1884 до 1917, соответственно, в последовательностях FVIII зрелого человека (фиг. 30). Фиг. 
37A и 37B иллюстрируют расположение в трехмерной структуре FVIII петель XTEN, доступных для 
встраивания, по отношению к элементам вторичной структуры. 

Пример 47. CFXTEN со вставками XTEN, которые имеют 144 аминокислот. 
Анализ предварительных данных, представленных выше (пример 46), предположил существование 

определенных регионов в пределах линейных полипептидных последовательностей и 3-D структур до-
менов A FVIII, где может разместиться вставка последовательности XTEN. Чтобы проверить эту гипоте-
зу и далее определить границы предполагаемых районов, где может разместиться вставка последова-
тельностей XTEN без потери активности FVIII, выбирают 23 дополнительные инсерционные сайты, не 
представленные в Серии либо 1, либо 2, и обозначают Серией 3. 

Конструкции Серии 3 получают с помощью вставки остатка 144 полипептида AE XTEN, который 
содержит аминокислотные остатки Gly (G), Ala (A), Pro (P), Ser (S), Thr (T) и Glu (E) или остатка 144 по-
липептида AG XTEN, который содержит аминокислотные остатки Gly (G), Ala (A), Pro (P), Ser (S) и Thr 
(T). Получают пять различных вариантов остатка 144 полипептида AE и обозначают XTEN-AE144-2A, 
XTEN-AE144-3B, XTEN-AE144-4A, XTEN-AE144-5A, XTEN-AE144-6B. Аминокислотные последова-
тельности являются такими, как указано в табл. 4. Получают пять различных вариантов остатка 144 по-
липептида и обозначают XTEN-AG144-1, XTEN-AG144-A, XTEN-AG144-B, XTEN-AG144-C, и XTEN-
AG144-F. Аминокислотные последовательности являются такими, как указано в табл. 4. 

Остаток 144 XTEN, кодирующего последовательность DNA, вводят с помощью химического синте-
за сегментов DNA (DNA 2.0, Редвуд Сити, CA) охватывающих ближайшие уникальные сайты рестрик-
ции внутри основного вектора по обе стороны от места вставки. 

Последовательности DNA, соответствующие 144 пептидам XTEN, вводят так, что получаемая кон-
струкция DNA будет кодировать протеин FVIII, в котором последовательность XTEN из 144 белков вво-
дят непосредственно после остатка, указанного в выборе сайта, и окруженного по бокам сайтами AscI и 
XhoI. 

В дополнение к этим сайтам, сайты из Серии 1 и 2, при том, что вставка полипептида AE42 XTEN 
не отменяет прокоагулянтную активность FVIII, изменяют с помощью вырезания полипептида AE42, 
кодирующего сегмент DNA с рестрикционными ферментами AscI и XhoI, и введения AE144 XTEN и 
AG144XTEN, кодирующих последовательности в таких же сайтах. Расположение этих Серии 1, Серии 2 
и Серии инсерционных сайтов суммируют в табл. III. Фиг. 34 представляет собой структурное представ-
ление FVIII, которое демонстрирует расположение инсерционных сайтов XTEN 144. 

Создают, в общей сложности, 48 конструкций со 144 вставками XTEN. Конструкции представляют 
собой последовательности pSD0001-pSD0004, pSD0009- pSD0012, pSD0023-63 [приведенные выше диа-
пазоны также содержат все промежуточные номера], которые приведены в табл. 21 и инсерционные сай-
ты которых детально описаны в табл. 22. 

Экспрессия 144 вариантов FVIII-XTEN. 
Варианты FVIII с 144 вставками XTEN трансфектируют в клетки HEK293F (Invitrogen, Карлсбад, 

CA) с использованием полиэтиленимина (PEI, Polysciences Inc. Уоррингтон, PA) или вещества для 
трансфекции Lipofectamine (Invitrogen, Карлсбад, CA). Временно трансфицированные клетки выращива-
ют в среде 293 Free Style или смеси сред 293 Free Style и CD Opti CHO (Invitrogen, Карлсбад, CA). Среду 
для выращивания культур клеток собирают через 3-5 дней после трансфекции и анализируют на экспрес-
сию FVIII с помощью хромогенного анализа активности FVIII и проводят ELISA FVIII, как описано в 
данном документе. 

Среда для выращивания культур клеток из временной трансфекции концентрируют в 10 раз в цен-

трифужной колонке Centricon (отсекают 100 кДа). Концентрированный материал затем быстро замо-
раживают и хранят при -80°C для дальнейшего анализа in vitro и in vivo исследований PK. 

Анализы in vitro. 
Для оценки переносимости FVIII к вставкам, активность FVIII в образцах культуральной среды из 

культур клеток анализируют с использованием хромогенного анализа FVIII. Уровни экспрессии антигена 
анализируют с помощью FVIII-HC (тяжелая цепь FVIII) и FVIII-LC (легкая цепь FVIII) ELISA. 

Измерение активности FVIII с помощью хромогенного анализа и измерения экспрессии с помощью 
FVIII-HC и FVIII-LC ELISA. 

Способы хромогенного анализа и анализ ELISA осуществляют как описано. Полученные результа-
ты приведены в табл. 23. 

Пермиссивные сайты, в которые последовательности XTEN вводят без устранения прокоагулянт-
ной активности рекомбинантного протеина или способности рекомбинантных протеинов экспрессиро-
ваться в клетке-хозяине, расположены в пределах петли в каждом из трех доменов FVIII. Такие же об-
ласти петли XTEN, доступной для встраивания, допускают более короткие последовательности XTEN, 
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при введении проявляют допущение вставки более продолжительных последовательностей XTEN. Фиг. 
38 иллюстрирует расположение инсерционных сайтов 144 XTEN в рекомбинантных протеинах FVIII, 
которые демонстрируют активность FVIII в доменах A1, A2 и A3. Фиг. 35 иллюстрирует структурное 
представление изображающее расположение инсерционных сайтов в рекомбинантных протеинах FVIII, 
которые демонстрируют активность FVIII. 

Эти наблюдения, указывают, что две области в пределах каждого из доменов FVIII в состоянии 
вместить вставку последовательностей XTEN без потери активности кофактора FVIII. Структурное изо-
бражение этих так называемых петель XTEN, доступных для встраивания, (фиг. 40 и 41) демонстрирует, 
что они занимают структурно аналогичные положения в каждом из доменов и показаны с одной стороны 
молекулы FVIII. Определенные петли XTEN, доступные для встраивания, соответствуют высоко кон-
формационно-лабильным петлям, расположенным между бета-тяжами в трехмерных структурах доменов 
A1, A2 и A3, как показано в фиг. 37A и 37B. 

In vivo оценку вставки 144 XTEN на увеличение времени полужизни FVIII, определенное с помо-
щью фармакокинетических свойств, описывают в примере 32. 

Пример 48. Облегчение или повышение экспрессии FVIII с помощью вставки последовательностей 
XTEN в пределах кислой пептидной области a3 FVIII. 

Адгезивные клетки HEK293 трансфицируют (как описано в примере 24) с конструкциями FVIII-
XTEN DNA, в которых кодирующая последовательность фактора VIII без В-доменов содержит от 2 до 4 
вставок XTEN из 144 аминокислотных остатков каждый, композиции и расположение вставок, как ука-
зано в табл. 44, ниже. Через 5 дней после трансфекции, супернатанты культуры клеток анализируют на 
активность FVIII с помощью хромогенного анализа (как описано в примере 25). Результаты показаны в 
табл. 44. 

Таблица 44 
Уровни экспрессии активности FVIII вариантами CFXTEN, которые содержат XTEN в положении 1720 и 

одной, двумя или тремя дополнительными вставками XTEN 

 

 
С целью сравнения, все конструкции FVIII-XTEN имеют вставку AG144 XTEN в положении ами-

нокислоты 1720 (нумерация относительно непроцессированного фактора VIII) в домене A3. Уровни экс-
прессии вариантов FVIII-XTEN определяют с помощью хромогенного анализа и выражают в единицах 
мМЕ/мл. Конструкции с уникальной дополнительной вставкой XTEN в либо положении 26 в домене A1 
(LSD0040.002), либо в положении 403 в домене A2 (LSD0041.008), дает уровни экспрессии 175 и 279 
мМЕ/мл соответственно. В противоположность этому, конструкция с уникальной дополнительной встав-
кой XTEN в положении 1656 в пределах кислого пептида a3 дает уровень экспрессии 2598 мМЕ/мл, де-
монстрируя повышение уровня экспрессии в случае конструкции вставки a3 XTEN по отношению к кон-
струкциям вставки A1 и A2. Кроме того, по сравнению с конструкцией FVIII-XTEN со вставками XTEN 
в положениях 26 в домене A1 и 1720 в домене A3 (LSD0040.002), конструкция с дополнительной встав-
кой XTEN в положении 1656 в пределах кислой пептидной области a3 (PSD080.002) дает значительно 
большую экспрессию (175 и 1081 мМЕ/мл, соответственно). В соответствии с этими результатами, кон-
струкция со вставками XTEN в положениях 403 в домене A2 и 1720 в домене A3 (LSD0041.008) дает 
уровень экспрессии 279 мМЕ/мл, в то время как дополнительная вставка XTEN в положении 1656 в пре-
делах кислой пептидной области a3 (PSD083.001) приводит к повышению уровня экспрессии до 789 
мМЕ/мл. Наконец, конструкция FVIII-XTEN со вставкой XTEN в положении 26 в домене A1 и двумя 
вставками XTEN в положениях 1720 и 1900 в домене A3 (PSD082.001) не дают активность выше нижне-
го предела количественного определения. Несмотря на это, конструкция FVIII-XTEN с дополнительной 
вставкой XTEN в пределах кислой пептидной области a3 (PSD090.003) приводит к обнаруживаемой ак-
тивности, демонстрируя то, что включение последовательностей XTEN в домене A3 может привести к 
восстановлению экспрессии (как измерено с помощью активность) в конструкциях FVIII-XTEN, которые 
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являются, в других случаях, экспрессируют на уровнях ниже нижнего предела количественного опреде-
ления. В условиях эксперимента, результаты обеспечивают вывод, что вставка XTEN в положении 1656 
и, с помощью увеличения, в пределах области a3, приводит к улучшенной экспрессии прокоагулирую-
щих композиций FVIII- XTEN. 

Пример 49. Влияние вставки XTEN на активность FVIII, измеренную с помощью aPTT. 
Одноэтапный анализ коагулирующей активности активированного частичного протромбина (aPTT) 

используют в дополнение к хромогенному анализу (как описано в примере 25), для определения актив-
ности FVIII различных гибридных белков FVIII- XTEN. 

Способ: активность aPTT FVIII-XTEN измеряют с использованием прибора Sysmex CA-1500 (Sie-
mens Healthcare Diagnostics Inc., Тарритаун, NY). Для создания стандартной кривой для анализа, стандарт 
WHO фактора VIII разбавляют с 2% мнимой средой для трансфекции до 100 мЕд./мл и затем осуществ-
ляют серии двукратного серийного разбавления, с последним стандартом, составляющим 0,78 мЕд./мл. 
Образцы культуры клеток FVIII-XTEN сначала разбавляют до 1:50 с буфером для анализа aPTT, допол-
нительные разбавления осуществляют 2% мнимой средой для трансфекции при необходимости. 

После разбавления, анализ aPTT осуществляют с использованием прибора Sysmex следующим об-
разом: 50 мкл разбавленных стандартов и образцов смешивают с 50 мкл плазмы человека с дефицитом 
FVIII, а затем с 50 мкл вещества aPTT. Смесь инкубируют при 37°C в течение 4 мин, и с дальнейшем 
инкубированием, к смеси добавляют 50 мкл CaCl2 и безотлагательно измеряют время свертывания. 

Для определения образцов для испытания активности FVIII, время свертывания стандартов строят с 
использованием полулогарифмической шкалы (время свертывания: линейная; стандартная концентра-
ция: Log) для экстраполирования выравнивания между временем свертывания и активностью FVIII, и 
активность FVIII-XTEN затем рассчитывают против стандартной кривой. Чувствительность анализа со-
ставляет 40 мЕд./мл фактора VIII. 

Результаты. Результаты проиллюстрированы на фиг. 44-46. Если уникальный XTEN из 144 или 288 
аминокислот вводят в FVIII, все гибридные белки FVIII-XTEN, которые демонстрируют активность в 
хромогенном анализе являются также активными в анализе aPTT. Активность aPTT с последующей тен-
денцией хромогенного анализа, например, молекулы, которые демонстрируют низкую активность FVIII 
в хромогенном анализе, также имеют низкие величины aPTT. Как правило, результаты aPTT в случае 
гибридных белков являются ниже, чем полученные с помощью хромогенного анализа, с отношением 
хромогенного анализа к aPTT как 1,1 к 2,2, как проиллюстрировано на фиг. 44, в случае уникальных 
вставок XTEN. Гибридные белки FVIII-XTEN с несколькими вставками XTEN, в общем, демонстрируют 
дополнительные снижения активности aPTT, по сравнению с хромогенным анализом. Анализы FVIII-
XTEN с двумя вставками XTEN демонстрируют активность со всеми конструкциями, но с отношениями 
хромогенный анализ/aPTT доходящими до 4, в некоторых случаях (фиг. 45). Анализы FVIII-XTEN с тре-
мя вставками XTEN также демонстрируют активность в обоих анализах, с отношениями хромогенный 
анализ/aPTT доходящими до 5, в некоторых случаях (фиг. 46), в то время как отношения в случае кон-
троль BDD-FVIII являются более схожими (правая часть FIG 46). Дополнительно, появившейся сайт 
вставки XTEN приводит к тому, что способствует видимым различиям между активностями в случае 
aPTT и хромогенного анализа. Например, в то время как некоторые молекулы с 2 вставками XTEN при-
водят к в 4 раза более низкой активности, чем значения в случае хромогенного анализа, активность aPTT 
других молекул FVIII с 2 XTEN являются довольно аналогичными активности в случае хромогенного 
анализа (фиг. 45). Некоторые молекулы с 3 вставками XTEN демонстрируют до 5-кратно более низких 
активностей, чем в случае хромогенного анализа, другие молекулы FVIII с 3 XTEN имеют активность 
aPTT менее чем в 2 раза более низкие, чем активность в случае хромогенного анализа (фиг. 45). В усло-
виях эксперимента, результаты обеспечивает вывод, что конструкции гибридного белка FVIII-XTEN со-
храняют прокоагулянтную активность, но что хромогенный анализ как правило обеспечивает большие 
уровни активности, чем таковые в случае системы анализ aPTT, используемой в исследовании. 

Пример 50. Оценки влияния инсерционного сайта XTEN на увеличение времени полужизни FVIII. 
Способы. Шесть гибридных белков FVIII-XTEN с уникальными вставками AG-144 XTEN в опреде-

ленных локализациях проверяют у мышей FVIII/VWF DKO (как описано в примере 32), чтобы оценить 
влияние инсерционного сайта XTEN на время полужизни FVIII. Шесть репрезентативных вариантов 
XTEN (приведенных в табл. 1) со вставкой XTEN либо в пределах A1, A2, a3, A3-область 1 (A3-R1), A3-
область 2 (A3-R2), либо на C-конце, выбирают для этого исследования, и BDD-FVIII, получаемый из ос-
новного вектора, используют в качестве контроля. Мышей FVIII/VWF DKO обрабатывают однократным 
внутривенным введением концентрата среды для выращивания культуры клеток для временной транс-
фекции из шести конструкций FVIII-XTEN (или среда положительного контроля) при 100-200 МЕ/кг, и 
образцы плазмы впоследствии собирают через 5 мин, 7 ч и 16 ч после введения дозы. Активность FVIII в 
плазме проверяют с использованием хромогенного анализа FVIII, а время полужизни FVIII-XTEN оце-
нивают с использованием программы WinNonlin. Данные из исследования приведены в табл. 45 и фиг. 
47. 

Результаты. Значительно более продолжительное время полужизни, наблюдаемое в случае всех ва-
риантов FVIII-XTEN, проверяют, по сравнению с контролем BDD-FVIII, но степень повышения времени 
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полужизни варьируется, с вариантом с XTEN в инсерционном сайте 403 обеспечивает меру увеличения 
времени полужизни в 10 раз (по сравнению с контролем), в то время как вариант вставка 1900 обеспечи-
вает наибольшее увеличение времени полужизни в 18 раз. Различия инсерционного сайта XTEN в увели-
чении времени полужизни FVIII могут отражать роли различных доменов FVIII в выведении FVIII in 
vivo. 

Таблица 45 
PK вариантов отдельной вставки AG-144 FVIII-XTEN у мышей FVIII/VWF DKO 

 
Пример 51. Оценки аддитивного эффекта вставок XTEN на увеличение времени полужизни FVIII. 
Способы. Для того, чтобы оценить влияния нескольких вставок XTEN на время полужизни гибрид-

ного белка FVIII-XTEN, времена полужизни вариантов FVIII-XTEN с 1-3 вставками XTEN определяют у 
мышей FVIII-XTEN DKO с использованием концентрата культуры клеток из пяти конструкций (как опи-
сано в примере 32). В исследовании проверяют пять вариантов FVIII-XTEN: pSD-062, со вставкой AE144 
в положение 1900 (нумерация относительно непроцессированного фактора VIII); pSD-0005 с AE144 в 
домене B FVIII (положение аминокислоты 745 в В-домене); pSD-0019 с AE288 на C-конце FVIII (CT); 
LSD0003.006 с AE144, вводимой в В-домен и AE288, вводимой на C-конце, и LSD0055.021 с тремя 
XTEN AE144, AE144 и AE288, вводимыми в положение 1900, с доменом В и на C-конце. Значения вре-
мени полужизни FVIII-XTEN предполагают использование программы WinNonlin. 

Результаты. Результаты исследования приведены в табл. 46, а кривые PK проиллюстрированы на 
фиг. 48. Результаты исследования явно демонстрируют аддитивный эффект нескольких вставок XTEN на 
увеличение времени полужизни FVIII. С уникальными вставками XTEN, время полужизни FVIII расши-
ряют с 0,25 ч до 3,2-4,0 ч, от 13 до 16-кратного возрастание. Если вставки В и CT XTEN комбинируют 
вместе, время полужизни FVIII дополнительно увеличивается до 10,6 ч, 42-кратное пролонгирование. 
Наконец, в случае третьей вставки XTEN, добавляемой в положение 1900 к конструкции B/CT, время 
полужизни достигает 16 ч у мышей FVIII-VWF DKO, 64-кратное возрастание. 

Таблица 46 
Аддитивный эффект вставок XTEN на t1/2 FVIII у мышей FVIII/VWF DKO 

 
Пример 52. Оценка нарушения FVIII-XTEN, связанного со связыванием анти-FVIII антител с ис-

пользованием анализа Бетезда. 
Способность вставок XTEN в молекулу FVIII препятствовать связыванию предсуществующих ан-

ти-FVIII антитела к гибридному белку FVIII-XTEN оценивают для того, чтобы определить их примене-
ние при лечении пациентов с анти-FVIII ингибирующими антителами. 

Способы. Для оценки связывания анти-FVIII антител, два варианта FVIII-XTEN (PSD088, с 144 
XTEN, вводимом в местах 26/403/1656/1900; и PSD-090, с 144 XTEN, вводимом в местах 
26/1656/1720/1900) проверяют в сравнении с Refacto (продаваемый rFVIII) против образцов плазмы от 
трех пациентов с гемофилией A с ингибиторами фактора VIII (обозначенными 04-483, 05-505 и GK1838-
2079), а также анти-FVIII поликлональное антитело овцы от Affinity Biologicals Inc (F8C-EIA-C). Титр 
Бетезда четырех анти-FVIII антител против двух вариантов FVIII-XTEN (pSD-088 и pSD-090) и контроль 
Refacto определяют с использованием измененных способов анализа Бетезда, описанных следующим 
образом. Термоинактивированные образцы анти-FVIII антитела при различных разбавлениях инкубиру-
ют с 1 МЕ/мл каждого варианта FVIII (разбавленный в 1X в буфер FVIII для хромогенного анализа) при 
соотношении 1:1. Смеси FVIII/антитело затем инкубируют в течение 2 ч в инкубаторе 37°C. После инку-

бирования, образцы разбавляют в 10 раз 1×буфером FVIII для хромогенного анализа, и 25 мкл разбав-
ленной смеси затем используют для хромогенного анализа FVIII, процент оставшейся активности FVIII 
рассчитывают против активности после инкубирования известного не-нейтрализованного образца. Еди-
ницы Бетезда рассчитывают с использованием следующей формулы: ЕБ= фактор разбавления X 



041874 

- 244 - 

(LN(процент оставшейся активности) + 6,6438). 
Результаты. Результаты приведены в табл. 47. Уменьшенные титры единицы Бетезда (BU) наблю-

дают в случае всех четырех антител, если проверяют против двух вариантов FVIII-XTEN, в сравнении с 
Refacto. Наблюдают 5-8-кратное увеличение против PSD-088 и 3-5-кратное увеличение против pSD-090 
соответственно. Строят кривые ингибирования против вариантов FVIII для каждого антитела (фиг. 49) и, 
по сравнению с Refacto, и демонстрирует четкое левый сдвиг кривой ингибирования для двух молекул 
фактора FVIII-XTEN, с вариантом pSD-088 FVIII-XTEN, что приводит к дополнительному сдвигу влево, 
по сравнению с pSD-090. Эти результаты явно демонстрируют, что: 1) оба гибридных белка варианта 
FVIII-XTEN являются более устойчивыми по сравнению с предсуществующими анти-FVIII ингибирую-
щими антителами, чем Refacto; и 2) PSD-088 является более устойчивым к анти-FVIII антителам, чем 
PSD-090, могут предоставить информацию, полезную при определении различий в инсерционных сайтах 
XTEN при препятствовании связыванию анти-FVIII антител. В условиях эксперимента, результаты обес-
печивают некоторую поддержку потенциального использования композиции FVIII-XTEN при лечении 
пациентов с гемофилией A с ингибиторами фактора VIII. 

Таблица 47 
Титр Бетезда анти-FVIII антитела против вариантов FVIII-XTEN 

 
Пример 53. Оценки времени полужизни молекул слияния FVIII XTEN, которые содержат четыре 

вставки XTEN у мышей с гемофилией A. 
Способы. Восемь гибридных белков FVIII-XTEN с четырьмя вставками XTEN, каждый в опреде-

ленных локализациях, проверяют у мышей FVIII/VWF DKO для того, чтобы оценить влияние вставок 
XTEN на увеличение времени полужизни FVIII: LSD0071.001, содержит вставки XTEN 403-AG144, 
1900-AE144, 745(В)-AE144, 2332(CT)-AE288 (обозначенные как аминокислота FVIII с номером и встав-
ленным XTEN); LSD0071.002, который содержит вставки XTEN 403-AE144, 1900-AE144, 745(В)-AE144, 
2332(CT)-AE288; LSD0072.001, который содержит вставки XTEN 403-AG144, 1900-AG144, 745(В)-
AE144, 2332(CT)-AE288; LSD0072.002, который содержит вставки XTEN 403-AE144, 1900-AG144, 
745(В)-AE144, 2332(CT)-AE288; pBC0247.004, который содержит вставки XTEN 18-AG144, 403-AE144, 
1656-AG144, 2332(CT)-AE288; pBC0251.002, который содержит вставки XTEN 18-AG144, 1656-AG144, 
1900-AE144, 2332(CT)-AE288; pSD088, который содержит вставки XTEN 26-AG144, 403-AE144, 1656)-
AG144, 1900-AE144 и pSD090, который содержит вставки XTEN 26-AG144, 1656-Ag144, 1720-AG144, 
1900-AE144. Мышей FVIII/VWF DKO обрабатывают, как описано в примере 32, однократным внутри-
венным введением концентрата клеточной среды трансфекции FVIII-XTEN восьми конструкций при 100-
200 МЕ/кг, а образцы плазма впоследствии собирают через 5 мин, 8 ч, 24 ч, 48 ч, 72 ч и 96 ч после введе-
ния дозы. Активность FVIII в плазме проверяют с использованием хромогенного анализа FVIII и время 
полужизни FVIII-XTEN оценивают с использованием программы WinNonlin. 

Результаты. все из восьми молекул слияния FVIII XTEN, которые содержат четыре вставки XTEN, 
демонстрируют более продолжительное время полужизни, чем немодифицированный FVIII (результаты 
в табл. 48). Три молекулы со вставками XTEN в положениях 403, 1900, домене B, и на C-конце достига-
ют время полужизни до 16,3 ч, что представляет собой 65-кратное улучшение, по сравнению с немоди-
фицированным BDD FVIII. Несмотря на это, проверяемые молекулы со вставками XTEN в 
26/403/1656/1900 (pSD088), или в 26/1656/1720/1900 (pSD090) демонстрируют время полужизни 9,1 ч и 
9,5 ч, соответственно, что, по сравнению с BDD FVIII, представляет собой повышение в 36 раз и 38 раз 
соответственно. pBC247.004 (вставки XTEN в 18/403/1656/CT) и pBC251.002 (вставки XTEN в 
18/1900/1656/CT) достигают значения времени полужизни 14,1 ч и 13 ч соответственно. Результаты де-
монстрируют, что несколько вставок XTEN (в данном случае, четыре вставки XTEN в случае каждой 
молекулы FVIII) могут значительно улучшить время полужизни FVIII. Это дополнительно иллюстриру-
ет, что влияние XTEN на время полужизни FVIII является зависимым от инсерционного сайта, даже в 
случае нескольких вставок XTEN. 
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Таблица 48 
Варианты PK FVIII-XTEN с четырьмя вставками XTEN у мышей FVIII/VWF DKO 

 
Таблица 49 

Иллюстративная биологическая активность, иллюстративные анализы и предпочтительные показания 
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Таблица 50 

Иллюстративные CFXTEN, который содержит FVIII и внутренние/внешние последовательности XTEN 
(SEQ ID NOS 1537-1554, соответственно, в порядке появления) 
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Название последовательности отражает конформацию от N- до C-конца сегментов FVIII (амино-

кислота охватывает номер по отношению к зрелой последовательности) и компонентам XTEN. 
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Таблица 51 
Иллюстративные CFXTEN, которые содержат FVIII, расщепленные последовательности и последова-

тельности XTEN (SEQ ID NOS 1555-1590, соответственно, в порядке появления) 
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Название последовательности отражает конформация от N- до C-конца варианта FVIII и компонен-

тов XTEN: сигнальная последовательность (SP); линкер (L); последовательность расщепления (CS) мо-
жет быть обозначена с помощью названия протеаз, активных в последовательности, и компонентов 
XTEN по названию семейства и длине, с точками вставок в случае компонентов обозначенных с помо-
щью аминокислоты FVIII и пронумерованных позиций, прилегающих к встроенной последовательности 
или A1, которая представляет собой N-конец и Y2332, которая представляет собой C-конец FVIII. 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Гибридный белок рекомбинантного фактора VIII, содержащий полипептид фактора VIII, слитый 
с первым удлиненным рекомбинантным полипептидом (XTEN), 

где гибридный белок фактора VIII обладает прокоагулянтной активностью при расщеплении тром-
бином, 

где указанный полипептид фактора VIII содержит аминокислотные остатки 1-745 и 1649-2332 зре-
лого фактора VIII человека (SEQ ID NO: 2), и XTEN встроен непосредственно в направлении 5'-3' от 
аминокислоты в положении 745 зрелого нативного фактора VIII человека (SEQ ID NO: 2); 

где полипептид фактора VIII содержит частичную делецию в домене B, и 
где полипептид фактора VIII не содержит аминокислотного остатка R1648, соответствующего зре-

лому нативному фактору VIII человека (SEQ ID NO: 2). 
2. Гибридный белок рекомбинантного фактора VIII по п.1, где XTEN содержит по меньшей мере 36 

аминокислот. 
3. Гибридный белок рекомбинантного фактора VIII по п.2, где XTEN содержит по меньшей мере 

144 аминокислоты. 
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4. Гибридный белок рекомбинантного фактора VIII по п.2, где XTEN содержит по меньшей мере 
288 аминокислот. 

5. Гибридный белок рекомбинантного фактора VIII по любому из пп.1-4, где XTEN содержит один 
или более мотивов последовательности XTEN, 

где один или более мотивов последовательности XTEN выбраны из SEQ ID NO: 19, 20, 21, 22, 23, 
24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47 и 48. 

6. Гибридный белок рекомбинантного фактора VIII по п.5, где один или более мотивов последова-
тельности XTEN выбраны из SEQ ID NO: 23, 24, 25 и 26. 

7. Гибридный белок рекомбинантного фактора VIII по любому из пп.1-6, где XTEN содержит ами-
нокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 90% идентична аминокислотной после-
довательности, выбранной из SEQ ID NO: 49, 50, 51, 52, 57, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 78 и 79. 

8. Гибридный белок рекомбинантного фактора VIII по любому из пп.1-7, где XTEN содержит ами-
нокислотную последовательность, по меньшей мере на 95% идентичную аминокислотной последова-
тельности SEQ ID NO: 67. 

9. Гибридный белок рекомбинантного фактора VIII по любому из пп.1-8, где XTEN содержит ами-
нокислотную последовательность SEQ ID NO: 67. 

10. Гибридный белок рекомбинантного фактора VIII по любому из пп.1-7, где XTEN содержит ами-
нокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 95% идентична аминокислотной после-
довательности SEQ ID NO: 50. 

11. Гибридный белок рекомбинантного фактора VIII по любому из пп.1-7, где XTEN содержит ами-
нокислотную последовательность SEQ ID NO: 50. 

12. Гибридный белок рекомбинантного фактора VIII по любому из пп.1-7, где XTEN содержит ами-
нокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 95% идентична аминокислотной после-
довательности SEQ ID NO: 52. 

13. Гибридный белок рекомбинантного фактора VIII по любому из пп.1-7, где XTEN содержит ами-
нокислотную последовательность SEQ ID NO: 52. 

14. Гибридный белок рекомбинантного фактора VIII по любому из пп.1-7, где XTEN содержит ами-
нокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 95% идентична аминокислотной после-
довательности SEQ ID NO: 78. 

15. Гибридный белок рекомбинантного фактора VIII по любому из пп.1-7, где XTEN содержит ами-
нокислотную последовательность SEQ ID NO: 78. 

16. Гибридный белок рекомбинантного фактора VIII по любому из пп.1-6, где XTEN содержит ами-
нокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 90% идентична аминокислотной после-
довательности, выбранной из SEQ ID NO: 279, 281, 283, 285, 287, 289, 291, 293, 295, 297, 299, 301, 303, 
305, 307, 309, 311, 313, 315, 317, 319, 321, 323, 325, 327, 329, 331, 333, 335, 337, 339, 341, 343, 345, 347, 
349 и 351. 

17. Гибридный белок рекомбинантного фактора VIII по любому пп.1-16, где полипептид фактора 
VIII содержит одноцепочечный полипептид фактора VIII. 

18. Гибридный белок рекомбинантного фактора VIII по любому пп.1-17, где гибридный белок фак-
тора VIII дополнительно содержит Fc фрагмент иммуноглобулина, конъюгированный на C-конце поли-
пептида FVIII. 

19. Выделенная нуклеиновая кислота, кодирующая гибридный белок рекомбинантного фактора VIII 
по любому из пп.1-18. 

20. Вектор, содержащий выделенную нуклеиновую кислоту по п.19. 
21. Вектор по п.20, где указанный вектор представляет собой плазмиду, космиду, вирусную частицу 

или фаг. 
22. Вектор по п.20 или 21, где указанный вектор представляет собой аденовирусный вектор, или ба-

куловирусный вектор, или автономно реплицирующийся вектор. 
23. Вектор по любому из пп.20-22, где выделенная нуклеиновая кислота функционально связана с 

промотором, лидерной последовательностью, терминатором или энхансером. 
24. Клетка-хозяин, содержащая вектор по любому из пп.20-23, где указанная клетка представляет 

собой клетку млекопитающего. 
25. Фармацевтическая композиция, содержащая гибридный белок рекомбинантного фактора VIII по 

любому из пп.1-18 и фармацевтически приемлемый носитель. 
26. Фармацевтическая композиция, содержащая выделенную нуклеиновую кислоту по п.19, вектор 

по любому из пп.20-23 или клетку-хозяина по п.24 и фармацевтически приемлемый носитель. 
27. Способ получения гибридного белка рекомбинантного фактора VIII, включающий культивиро-

вание клетки-хозяина по п.24 в среде при подходящих условиях. 
28. Способ по п.27, дополнительно включающий выделение гибридного белка рекомбинантного 

фактора VIII из среды. 
29. Применение фармацевтической композиции по п.25 или 26 для изготовления лекарственного 

средства для лечения коагулопатии. 
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30. Применение фармацевтической композиции по п.25 или 26 для изготовления лекарственного 
средства для лечения кровотечения. 

31. Применение фармацевтической композиции по п.25 или 26 для изготовления лекарственного 
средства для лечения гемофилии A. 
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