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(57) Предложены варианты способов лечения заболевания или состояния, связанного с кровотечениями,
у субъекта, нуждающегося в этом, включающие введение эффективного количества
фармацевтической композиции, содержащей (а) химерный белок, содержащий (i) фрагмент
фактора фон Виллебранда (VWF), содержащий домен D' и домен D3 фактора фон Виллебранда,
(ii) первую удлиненную полипептидную последовательность XTEN и (iii) белок фактора VIII
(FVIII); и (b) фармацевтически приемлемый носитель; при этом VWF фрагмент и первая
последовательность XTEN связаны, причем VWF фрагмент или первая последовательность
XTEN связаны с белком FVIII; VWF фрагмент, белок FVIII и первая последовательность
XTEN содержат такие аминокислотные последовательности, как указано в формуле изобретения.
Полипептидная цепь, содержащая VWF фрагмент фактора фон Виллебранда, согласно настоящему
изобретению связывается с полипептидной цепью, содержащей белок FVIII, связанный с
последовательностью XTEN, и указанная полипептидная цепь, содержащая VWF фрагмент
фактора, может предотвращать или ингибировать связывание VWF эндогенного фактора фон
Виллебранда с белком FVIII, связанным с последовательностью XTEN. Путем предотвращения
или ингибирования связывания VWF эндогенного фактора фон Виллебранда с белком FVIII,
который является фактором, ограничивающим период полувыведения FVIII, VWF фрагмент может
индуцировать увеличение периода полувыведения химерного белка, содержащего белок FVIII.
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Уровень техники 

Гемофилия А представляет собой нарушение, связанное с кровотечением, вызываемое дефектами 
гена, кодирующего фактор свертывания крови VIII (FVIII), она поражает 1-2 из 10000 рожденных маль-
чиков. Graw et al., Nat. Rev. Genet., 6(6):488-501 (2005). Пациентов, страдающих гемофилией А, можно 
лечить инфузиями очищенного или полученного рекомбинантным способом FVIII. Однако известно, что 
все коммерчески доступные продукты FVIII имеют период полувыведения, составляющий примерно  
8-12 ч, что требует частого внутривенного введения пациентам. См. Weiner, M.A. and Cairo, M.S., Pediat-
ric Hematology Secrets, Lee, M.T., 12, Disorders of Coagulation, Elsevier Health Sciences, 2001; Lillicrap, D., 
Thromb. Res., 122 Suppl, 4:S2-8 (2008). Кроме того, был испробован ряд подходов для увеличения перио-
да полувыведения FVIII. Например, разрабатываемые в настоящее время подходы к увеличению периода 
полувыведения факторов свертывания крови включают пегилирование, гликопегилирование и конъюга-
цию с альбумином. См. Dumont et al., Blood, 119(13):3024-3030 (опубл. в интернете 13 января 2012 г.). 
Однако существуют данные о том, что независимо от используемой белковой инженерии длительно дей-
ствующие продукты FVIII, разрабатываемые в настоящее время, имеют ограниченные периоды полувы-
ведения - лишь примерно 1,5-2 ч в доклинических моделях у животных. См. указанный выше документ. 
Согласующиеся результаты были продемонстрированы у людей, например, сообщали, что rFVIIIFc уве-
личивает период полувыведения до ~1,7 раз по сравнению с АДВЕЙТ у пациентов с гемофилией А. 
См. выше. Таким образом, данное увеличение периода полувыведения несмотря на небольшие улучше-
ния может указывать на наличие других ограничивающих Т1/2 факторов. См. Liu, Т. et al., 2007, ISTH 
meeting, abstract #P-M-035; Henrik, A. et al., 2011, ISTH meeting, abstract #P=MO-181; Liu, T. et al., 2011, 
ISTH meeting abstract #P-WE-131. 

Плазматический фактор фон Виллебранда (VWF) имеет период полувыведения, составляющий при-
близительно 12 ч (в диапазоне от 9 до 15 ч) (http://www.nhlbi.nih.gOv/guidelines/vwd/2_scientificoverview.htm 
(последнее посещение 22 октября 2011 г.)). На период полувыведения VWF может влиять ряд факторов: 
профиль гликозилирования, ADAMTS-13 (дезинтегрин и металлопротеаза с мотивом-13 тромбоспонди-
на) и различные мутации в VWF. 

В плазме крови 95-98% FVIII циркулирует в виде устойчивого нековалентного комплекса с полно-
размерным VWF. Образование данного комплекса имеет важное значение для поддержания соответст-
вующих уровней FVIII в плазме крови in vivo. Lenting et al., Blood, 92(11):3983-96 (1998); Lenting et al., J. 
Thromb. Haemost., 5(7):1353-60 (2007). Полноразмерный FVIII дикого типа в основном присутствует в 
виде гетеродимера, содержащего тяжелую цепь (ММ 200 кДа) и легкую цепь (ММ 73 кДа). Когда FVIII 
активируется в результате протеолиза в положениях 372 и 740 в тяжелой цепи и в положении 1689 в лег-
кой цепи, VWF, связанный с FVIII, освобождается от активированного FVIII. Активированный FVIII 
вместе с активированным фактором IX, кальцием и фосфолипидом ("теназный комплекс") индуцирует 
активацию фактора X, в результате чего вырабатываются большие количества тромбина. Затем тромбин, 
в свою очередь, расщепляет фибриноген с образованием растворимых мономеров фибрина, которые за-
тем спонтанно полимеризуются с образованием растворимого полимера фибрина. Тромбин также акти-
вирует фактор XIII, который вместе с кальцием служит для перекрестного сшивания и стабилизации рас-
творимого полимера фибрина, образуя перекрестно сшитый (нерастворимый) фибрин. Активированный 
FVIII быстро выводится из кровообращения вследствие протеолиза. 

Из-за частого дозирования и неудобства, вызываемого режимом дозирования, по-прежнему суще-
ствует необходимость в разработке продуктов FVIII, требующих менее частого введения, т.е. продукта 
FVIII, имеющего период полувыведения, который больше 1,5-2-кратного предела периода полувыведе-
ния. 

Краткое описание изобретения 

В одном аспекте изобретения предложен способ лечения заболевания или состояния, связанного с 
кровотечениями, у субъекта, нуждающегося в этом, включающий введение эффективного количества 
фармацевтической композиции, содержащей 

(a) химерный белок, содержащий 
(i) фрагмент фактора фон Виллебранда (VWF), содержащий домен D' и домен D3 фактора фон Вил-

лебранда, 
(ii) первую удлиненную полипептидную последовательность XTEN, и 
(iii) белок фактора VIII (FVIII); и 
(b) фармацевтически приемлемый носитель; 
при этом VWF фрагмент и первая последовательность XTEN связаны, причем VWF фрагмент или 

первая последовательность XTEN связана с белком FVIII; и причем 
(a) VWF фрагмент содержит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

90% идентична аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 100; 
(b) белок FVIII содержит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 90% 

идентична аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 4 или 6; или белок FVIII содержит тяжелую 
цепь и легкую цепь, где тяжелая цепь белка FVIII содержит аминокислотную последовательность, кото-
рая по меньшей мере на 90% идентична аминокислотам 1-745 последовательности SEQ ID NO: 4, и лег-
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кая цепь белка FVIII содержит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 90% 
идентична аминокислотам 1649-2332 последовательности SEQ ID NO: 4; и 

(c) первая последовательность XTEN содержит аминокислотную последовательность согласно  
SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 41,  
SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 127, SEQ ID NO: 128, SEQ ID NO: 129,  
SEQ ID NO: 130, SEQ ID NO: 131, SEQ ID NO: 132, SEQ ID NO: 133, SEQ ID NO: 134, SEQ ID NO: 135, 
SEQ ID NO: 136 или SEQ ID NO: 137. 

В некоторых вариантах осуществления химерный белок содержит 
(a) единственную полипептидную цепь, содержащую VWF фрагмент, последовательность XTEN и 

белок FVIII; или 
(b) две полипептидные цепи, содержащие первую полипептидную цепь и вторую полипептидную 

цепь, где первая полипептидная цепь содержит белок FVIII, а вторая полипептидная цепь содержит VWF 
фрагмент и последовательность XTEN. 

В некоторых вариантах осуществления химерный белок дополнительно содержит (iv) константную 
область иммуноглобулина (Ig) или ее часть, связанную либо с VWF фрагментом, первой последователь-
ностью XTEN, либо с белком FVIII или их любой комбинацией. 

В другом аспекте изобретения предложен способ лечения заболевания или состояния, связанного с 
кровотечениями, у субъекта, нуждающегося в этом, включающий введение эффективного количества 
фармацевтической композиции, содержащей химерный белок и фармацевтически приемлемый носитель, 
причем химерный белок содержит формулу, включающую 

 
где V содержит VWF фрагмент, 
каждый из L1, L2 и L3 содержит линкер, 
L4 представляет собой линкер, 
FVIII содержит белок FVIII, 
X содержит одну или более последовательностей XTEN, 
F1 содержит константную область Ig или ее часть, 
F2 содержит дополнительную константную область Ig или ее часть, 
(-) представляет собой пептидную связь или одну или более аминокислот, и 
(:) представляет собой ковалентную связь или нековалентную связь. 
В некоторых вариантах осуществления константная область Ig или ее часть содержит первую об-

ласть Fc, которая связана с последовательностью XTEN или VWF фрагментом. 
В некоторых вариантах осуществления константная область Ig или ее часть связана с последова-

тельностью XTEN линкером. 
В некоторых вариантах осуществления указанный линкер включает расщепляемый линкер. 
В некоторых вариантах осуществления химерный белок содержит также дополнительную кон-

стантную область Ig или ее часть. 
В некоторых вариантах осуществления дополнительная константная область Ig или ее часть содер-

жит вторую область Fc. 
В некоторых вариантах осуществления дополнительная константная область Ig или ее часть связана 

с белком FVIII. 
В некоторых вариантах осуществления вторая область Fc дополнительно связана с VWF фрагмен-

том линкером. 
В некоторых вариантах осуществления дополнительная константная область Ig или ее часть связана 
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с константной областью Ig или ее частью. 
В некоторых вариантах осуществления дополнительная константная область Ig или ее часть связана 

с константной областью Ig или ее частью ковалентной связью. 
В некоторых вариантах осуществления указанная ковалентная связь представляет собой дисуль-

фидную связь. 
В некоторых вариантах осуществления VWF фрагмент связан с белком FVIII нековалентной свя-

зью. 
В некоторых вариантах осуществления способ содержит вторую последовательность XTEN, соеди-

ненную с белком FVIII линкером на N-конце или С-конце белка FVIII, или встроенную непосредственно 
ниже от одного или более сайтов встраивания в белке FVIII. 

В еще одном аспекте предложен способ лечения заболевания или состояния, связанного с кровоте-
чениями, у субъекта, нуждающегося в этом, включающий введение эффективного количества фармацев-
тической композиции, содержащей химерный белок и фармацевтически приемлемый носитель, причем 
химерный белок содержит формулу, включающую 

 
где FVIII(X1) содержит белок FVIII и последовательность XTEN, при этом указанная последова-

тельность XTEN связана с N-концом или С-концом белка FVIII или встроена непосредственно ниже од-
ной или более аминокислот ("один или более сайтов встраивания") в белке FVIII, 

каждый из L1, L2 и L3 представляет собой линкер, 
L4 представляет собой линкер, 
Х2 содержит одну или более последовательностей XTEN, 
F1 содержит константную область Ig или ее часть, 
F2 содержит дополнительную константную область Ig или ее часть, и 
V содержит VWF фрагмент; 
(-) представляет собой пептидную связь или одну или более аминокислот, и 
(:) содержит ковалентную связь или нековалентную связь. 
В некоторых вариантах осуществления константная область Ig или ее часть и дополнительная кон-

стантная область Ig или ее часть являются одинаковыми или разными. 
В еще одном аспекте предложен способ лечения заболевания или состояния, связанного с кровоте-

чениями, у субъекта, нуждающегося в этом, включающий введение эффективного количества фармацев-
тической композиции, содержащей химерный белок и фармацевтически приемлемый носитель, причем 
химерный белок содержит первую полипептидную цепь и вторую полипептидную цепь, при этом ука-
занная первая полипептидная цепь содержит белок FVIII и первую константную область Ig или ее часть, 
и указанная вторая полипептидная цепь содержит VWF фрагмент, первую последовательность XTEN и 
вторую константную область Ig или ее часть; и причем 

(a) VWF фрагмент содержит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 
90% идентична аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 100; 

(b) белок FVIII содержит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 90% 
идентична аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 4 или 6; или белок FVIII содержит тяжелую 
цепь и легкую цепь, где тяжелая цепь белка FVIII содержит аминокислотную последовательность, кото-
рая по меньшей мере на 90% идентична аминокислотам 1-740 последовательности SEQ ID NO: 4, и лег-
кая цепь белка FVIII содержит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 90% 
идентична аминокислотам 1649-2332 последовательности SEQ ID NO: 4; и 

(c) первая последовательность XTEN содержит аминокислотную последовательность согласно  
SEQ ID NO: 145, SEQ ID NO: 146, SEQ ID NO: 147, SEQ ID NO: 148, SEQ ID NO: 153, SEQ ID NO: 154, 
SEQ ID NO: 155 или SEQ ID NO: 156. 

В другом аспекте изобретения предложен способ лечения заболевания или состояния, связанного с 
кровотечениями, у субъекта, нуждающегося в этом, включающий введение эффективного количества 
фармацевтической композиции, содержащей химерный белок и фармацевтически приемлемый носитель, 
причем химерный белок содержит первую полипептидную цепь и вторую полипептидную цепь, при этом 
указанная первая полипептидная цепь содержит фрагмент VWF, первую последовательность XTEN, пер-
вую константную область Ig или ее часть, и указанная вторая полипептидная цепь содержит белок FVIII, 
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вторую последовательность XTEN и вторую константную область Ig или ее часть; и причем 
(a) VWF фрагмент содержит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

90% идентична аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 100; 
(b) белок FVIII содержит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 90% 

идентична аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 4 или 6; или белок FVIII содержит тяжелую 
цепь и легкую цепь, где тяжелая цепь белка FVIII содержит аминокислотную последовательность, кото-
рая по меньшей мере на 90% идентична аминокислотам 1-740 последовательности SEQ ID NO: 4, и лег-
кая цепь белка FVIII содержит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 90% 
идентична аминокислотам 1649-2332 последовательности SEQ ID NO: 4; и 

(с) первая последовательность XTEN содержит аминокислотную последовательность согласно  
SEQ ID NO: 145, SEQ ID NO: 146, SEQ ID NO: 147, SEQ ID NO: 148, SEQ ID NO: 153, SEQ ID NO: 154, 
SEQ ID NO: 155 или SEQ ID NO: 156. 

В некоторых вариантах осуществления вторая последовательность XTEN встроена в один или бо-
лее сайтов встраивания в белке FVIII, выбранных из группы, состоящей из аминокислотных остатков в 
табл. 7, 8, 9 и 10. В некоторых вариантах осуществления белок FVIII содержит домен В или его часть. В 
некоторых вариантах осуществления белок FVIII представляет собой FVIII с делецией домена SQ В. 

В некоторых вариантах осуществления белок FVIII 
(i) содержит домен В или его часть; или 
(ii) представляет собой FVIII с делецией домена SQ В, и 
причем вторая последовательность XTEN встроена в домен В или его часть. 
В некоторых вариантах осуществления белок FVIII содержит одноцепочечный FVIII, и указанный 

одноцепочечный FVIII содержит по меньшей мере одну замену аминокислоты в остатке, соответствую-
щем остатку 1648, остатку 1645 или обоим в полноразмерном зрелом полипептиде FVIII (SEQ ID NO: 4) 
или остатку 754, остатку 751 или обоим в SQ BDD FVIII (SEQ ID NO: 6). 

В некоторых вариантах осуществления VWF фрагмент содержит аминокислотную последователь-
ность, по меньшей мере на 90, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичную аминокислотам с 764 по 1240 по-
следовательности SEQ ID NO: 2. В некоторых вариантах осуществления VWF фрагмент по существу 
состоит из или состоит из аминокислот с 764 по 1240 последовательности SEQ ID NO: 2. В некоторых 
вариантах осуществления VWF фрагмент содержит замену остатка, соответствующего остатку 1099, ос-
татку 1142 или как остатку 1099, так и остатку 1142 последовательности SEQ ID NO: 2, аминокислотой, 
отличной от цистеина. В некоторых вариантах осуществления VWF фрагмент по существу состоит из 
или состоит из домена D' и домена D3 фактора фон Виллебранда или их фрагментов. В некоторых вари-
антах осуществления VWF фрагмент не содержит аминокислотную последовательность, выбранную из 
группы, состоящей из 

(1) аминокислот 1241-2813 последовательности SEQ ID NO: 2, 
(2) аминокислот 1270-2813 последовательности SEQ ID NO: 2, 
(3) аминокислот 1271-2813 последовательности SEQ ID NO: 2, 
(4) аминокислот 1272-2813 последовательности SEQ ID NO: 2, 
(5) аминокислот 1273-2813 последовательности SEQ ID NO: 2, 
(6) аминокислот 1274-2813 последовательности SEQ ID NO: 2, 
и любых их комбинаций. 
В некоторых вариантах осуществления VWF фрагмент не содержит аминокислоты 1274-2813 по-

следовательности SEQ ID NO: 2. 
В некоторых вариантах осуществления первая последовательность XTEN содержит по меньшей 

мере один мотив, выбранный из табл. 2А. 
В некоторых вариантах осуществления первая последовательность XTEN содержит АЕ42, АЕ72, 

АЕ864, АЕ576, АЕ288, АЕ144, AG864, AG576, AG288 или AG144. 
В некоторых вариантах осуществления заболевание или состояние, связанное с кровотечениями, 

представляет собой гемофилию А. 
В другом аспекте изобретения предложен способ лечения заболевания или состояния, связанного с 

кровотечениями, у субъекта, нуждающегося в этом, включающий введение эффективного количества 
фармацевтической композиции, содержащей химерный белок и фармацевтически приемлемый носитель, 
причем химерный белок содержит 

(a) первый полипептид, содержащий 
(i) фрагмент фактора фон Виллебранда (VWF), содержащий домен D' и домен D3 VWF, 
(ii) первую последовательность XTEN, и 
(iii) первую область Fc; и 
(b) второй полипептид, содержащий 
(i) белок фактора VIII (FVIII), и 
(ii) вторую область Fc; 
причем VWF фрагмент и первая последовательность XTEN связаны пептидной связью, 
причем VWF фрагмент содержит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере 
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на 95% идентична аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 100, 
причем полипептид FVIII содержит аминокислоты 1-745 и 1649-2332 полноразмерного зрелого 

фактора VIII человека (SEQ ID NO: 4), и 
причем первая последовательность XTEN содержит аминокислотную последовательность согласно 

SEQ ID NO: 131. 
В некоторых вариантах осуществления первая область Fc связана со второй областью Fc ковалент-

ной связью. 
В некоторых вариантах осуществления первая область Fc связана с первой последовательностью 

XTEN линкером. 
В некоторых вариантах осуществления указанный линкер включает расщепляемый тромбином лин-

кер. 
В некоторых вариантах осуществления указанная ковалентная связь представляет собой дисуль-

фидную связь. 
В некоторых вариантах осуществления первая область Fc ассоциирована со второй областью Fc 

двумя дисульфидными связями. 
В некоторых вариантах осуществления второй полипептид дополнительно содержит вторую XTEN. 
В некоторых вариантах осуществления вторая XTEN встроена непосредственно ниже одного или 

более сайтов встраивания в белке FVIII. 
В некоторых вариантах осуществления вторая XTEN встроена в белке FVIII непосредственно ниже 

сайта встраивания, соответствующего остатку 745 полноразмерного зрелого фактора VIII человека  
(SEQ ID NO: 4). 

В некоторых вариантах осуществления первая последовательность XTEN связана с С-концом VWF 
фрагмента и первая область Fc связана с С-концом первой последовательности XTEN расщепляемым 
тромбином линкером, причем вторая область Fc связана с С-концом белка FVIII. 

В некоторых вариантах осуществления первая область Fc и вторая область Fc являются идентич-
ными. 

В некоторых вариантах осуществления белок FVIII содержит домен В или его часть. 
В некоторых вариантах осуществления VWF фрагмент содержит аминокислотную последователь-

ность, которая по меньшей мере на 99% идентична аминокислотам с 764 по 1240 последовательности 
SEQ ID NO: 2. 

В некоторых вариантах осуществления VWF фрагмент содержит замену остатка, соответствующего 
остатку 1099, остатку 1142 или как остатку 1099, так и остатку 1142 последовательности SEQ ID NO: 2, 
аминокислотой, отличной от цистеина. 

В некоторых вариантах осуществления заболевание или состояние, связанное с кровотечениями, 
представляет собой гемофилию А. 

В некоторых вариантах осуществления композицию вводят путем внутривенного введения. 
Краткое описание чертежей/фигур 

На фиг. 1А-1D представлены схематические изображения VWFфрагментов фактора фон Виллеб-
ранда. 

На фиг. 1А показаны три типичных VWFфрагмента фактора фон Виллебранда, подходящие для на-
стоящего изобретения, например VWF-002, VWF-010 и VWF-013. VWF-002 содержит аминокислоты с 1 
по 477 последовательности SEQ ID NO: 124 (аминокислоты с 764 по 1240 последовательности  
SEQ ID NO: 2) и синтезирован без пре/пропептидных последовательностей. VWF-010 содержит домены 
D1D2 в дополнение к доменам D'D3. VWF-013 содержит домены D1D2D'D3 в дополнение к остаткам 
аланина, заменяющим цистеины в остатках 336 и 379 последовательности SEQ ID NO: 123. 

На фиг. 1В показан VWF-031, который содержит домены D1D2D'D3, слитые с константной обла-
стью Ig или ее частью, например областью Fc, с помощью расщепляемого линкера, например расщеп-
ляемого тромбином линкера из 48 аминокислот. 

На фиг. 1С показан VWF-025, представляющий собой нуклеотидную последовательность, коди-
рующую домены D1D2D'D3, содержащуюся в векторе pLIVE, и VWF-029, представляющий собой нук-
леотидную последовательность, кодирующую домены D1D2D'D3 с двумя заменами аминокислот, С336А 
и С379А, в векторе pLIVE. 

На фиг. 1D показан полноразмерный VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, содержащий про-
пептид (домены D1 и D2) и зрелые субъединицы (домены D', D3, A1, A2, A3, D4, B1-3, C1-2). VWFфраг-
мент фактора фон Виллебранда представляет собой белок массой примерно 250 кДа и образует мульти-
меры (>20 МДа) путем образования дисульфидных связей. VWFфрагмент фактора фон Виллебранда ас-
социирует с FVIII (95-98%) в нековалентный комплекс, а затем увеличивает период полувыведения FVIII 
путем защиты FVIII от расщепления протеазой/активации, стабилизации тяжелой и легкой цепи и пре-
дотвращения клиренса FVIII фагоцитарными рецепторами. VWFфрагмент фактора фон Виллебранда 
также может ограничивать период полувыведения FVIII путем клиренса комплекса FVIII-VWF с помо-
щью рецепторов VWF и предотвращения пиноцитоза, и рециркуляции rFVIIIFc. 

На фиг. 2 представлены фармакокинетические характеристики rFVIII-XTEN (rFVIII-AE288 или 
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rFVIII-288AE) у мышей, экспрессирующих D'VWFD3 фактора фон Виллебранда, или у мышей с двой-
ным нокаутом (DKO) FVIII и VWF. 

На фиг. 2А показана временная шкала для гидродинамической инъекции (HDI) плазмидной ДНК, 
кодирующей домен D'D3 (VWF-025) (-5 день), внутривенного дозирования rFVIII-XTEN AE288 (0 день) 
и забора образцов для определения фармакокинетики (ФК) (5 день). 

На фиг. 2В показана активность FVIII, измеренная путем хромогенного анализа FVIII после внутри-
венного дозирования rFVIII-XTEN288 у мышей D1D2D'D3 (перевернутый треугольник) и rFVIII-XTEN288 
у мышей DKO (ромб). 

На фиг. 2С показан уровень D'D3 в плазме крови (нг/мл) после введения VWF-025. Ось X представ-
ляет собой время в часах. 

На фиг. 3 представлено схематическое изображение типичных гетеродимерных конструкций 
VWF:FVIII. Указанные конструкции имеют общую структуру, представленную в виде формулы  
FVIII-F1-L1-V-X-L2-F2, но содержат примеры разных вариабельных линкеров. Показанная конструкция 
(FVIII-161) содержит гетеродимерный FVIII (тяжелая цепь и легкая цепь ассоциированы металлической 
связью), связанный с первой областью Fc и VWFфрагментом фактора фон Виллебранда, который пред-
ставляет собой домены D' и VWFD3 фактора фон Виллебранда (т.е. аминокислоты с 1 по 477 последова-
тельности SEQ ID NO: 2 с заменами аминокислот С336А и С379А), связанным с последовательностью 
XTEN, которая также связана с расщепляемым линкером и второй областью Fc. Последовательность 
XTEN, содержащаяся в FVIII-161, представляет собой последовательность XTEN AE288, а линкер пред-
ставляет собой расщепляемый тромбином линкер, содержащий 35 аминокислот. В FVIII-161 белок FVIII, 
связанный с первой областью Fc, связан с VWFфрагментом фактора фон Виллебранда процессируемым 
линкером. После экспрессии процессируемый линкер может быть расщеплен под действием фермента 
внутриклеточного процессинга, что, таким образом, приводит к ассоциации трех полипептидных цепей 
конструкции друг с другом. 

Фиг. 4A-4E представляют собой схематические изображения примеров гетеродимера FVIII-VWF 
или мономеров. FVIII-168, FVIII-175, FVIII-172, FVIII-174 и FVIII170. Конструкция FVIII-168 содержит 
последовательность одноцепочечного FVIII (содержащую замену остатков аргинина остатками аланина в 
остатках 1645 и 1648), связанную с первой областью Fc, которая затем слита с VWFфрагментом фактора 
фон Виллебранда, связанным со второй областью Fc расщепляемым тромбином линкером, содержащим 
48 аминокислот. АЕ288 XTEN встроена в домен В последовательности одноцепочечного FVIII. Связь 
между первой областью Fc и VWFфрагментом фактора фон Виллебранда включает линкер, который мо-
жет быть расщеплен под действием фермента внутриклеточного процессинга, т.е. процессируемый лин-
кер. Конструкция FVIII-175 содержит одноцепочечный FVIII (содержащий замену остатков аргинина 
остатками аланина в остатках 1645 и 1648), связанный с АЕ288 XTEN и первой областью Fc, которая 
связана со второй областью Fc линкером, например процессируемым линкером. АЕ288 XTEN встроена в 
домен В последовательности одноцепочечного FVIII. Конструкция FVIII-172 содержит две полипептид-
ные цепи: 

первую цепь, содержащую последовательность тяжелой цепи FVIII, слитую с АЕ288 XTEN; 
вторую цепь, содержащую последовательность легкой цепи FVIII, первую область Fc, линкер (на-

пример, процессируемый линкер), VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, расщепляемый тромбином 
линкер (например, 48 аминокислот) и вторую область Fc. 

Конструкция FVIII-174 содержит две полипептидные цепи: 
первую цепь, содержащую последовательность тяжелой цепи FVIII, слитую с АЕ288 XTEN; и 
вторую цепь, содержащую легкую цепь FVIII, первую область Fc, линкер (например, процессируе-

мый линкер); и 
вторую область Fc. 
Конструкция FVIII-170 содержит VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, АЕ288 XTEN, линкер 

(например, расщепляемый тромбином линкер длиной в 35 аминокислот) и последовательность одноце-
почечного FVIII. 

На фиг. 5 представлены фармакокинетические характеристики гетеродимеров FVIII/VWF, содер-
жащих последовательность XTEN в комбинации с областью Fc. Конструкции FVIII-161, FVIII-168 и 
FVIII-172 вводили мышам с двойным нокаутом (DKO) FVIILVWF путем гидродинамической инъекции 
(FIDI) в дозе 100 мкг/мышь. Конструкцию FVIII-170 вводили мышам DKO FVIILVWF путем HDI в дозе 
50 мкг/мышь. Активность FVIII в плазме крови после HDI анализировали путем хромогенного анализа 
FVIII в течение 24 ч после HDI. Активность FVIII гетеродимеров FVIILVWF, содержащих последова-
тельность XTEN и домены Fc, сравнивали с активностью FVIII BDD-FVIII без VWFфрагмента фактора 
фон Виллебранда, последовательности XTEN и доменов Fc. 

На фиг. 6 представлены схематические изображения системы котрансфекции примеров гетероди-
мера FVIILVWF. 

На фиг. 6А представлена конструкция FVIII-169, содержащая полноразмерную последовательность 
FVIII (с остатком аланина, заменяющим остатки аргинина в 1645 и 1648, и с последовательностью 
XTEN, встроенной в последовательность одноцепочечного FVIII), связанную с областью Fc. VWF-031 
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содержит фрагмент D1D2D'D3 (с остатком аланина, заменяющим остатки цистеина в 336 и 379), связан-
ный с другой областью Fc расщепляемым тромбином линкером 48. После внутриклеточного процессинга 
конструкция FVIII-169 образует полноразмерный одноцепочечный FVIII (SCFVIII), слитый с одним 
фрагментом Fc и последовательностью XTEN, и конструкция VWF-031 образует фрагмент D'D3 из 477 
аминокислот, связанный с другим фрагментом Fc. Две ковалентные связи могут образовываться между 
фрагментами Fc, связанными с SC FVIII или фрагментом D'D3, это, в свою очередь, обеспечивает неко-
валентную ассоциацию FVIII и D'D3. 

На фиг. 6В представлена конструкция FVIII-173, содержащая гетеродимерную последовательность 
FVIII, последовательность тяжелой цепи FVIII, связанную с последовательностью XTEN, и последова-
тельность легкой цепи FVIII, связанную с областью Fc. VWF-031 описан выше. После внутриклеточного 
процессинга конструкция FVIII-173 образует гетеродимерный белок, тяжелую цепь FVIII, слитую с по-
следовательностью XTEN, легкую цепь FVIII, слитую с одним фрагментом Fc, и конструкция VWF-031 
образует фрагмент D'D3 из 477 аминокислот, связанный с другим фрагментом Fc. Две ковалентные связи 
могут образовываться между фрагментами Fc, связанными с легкой цепью FVIII или фрагментом D'D3, 
это, в свою очередь, обеспечивает нековалентную ассоциацию FVIII и D'D3. 

На фиг. 7 представлена аффинность связывания типичного FVIILVWF, содержащего последова-
тельность XTEN и домены Fc, в отношении иммобилизованного VWF человека (hVWF) в анализе Octet. 
Аффинность связывания для FVIII-169/VWF-031 и FVIII-057 (rFVIIIFc), слитого с иммобилизованным 
hVWF, тестировали с использованием измерений на основе биослойной интерферометрии (анализ Octet). 

На фиг. 7А показан ответ в наномолях лекарственного вещества FVIII169 и FVIIIFc (положитель-
ный контроль) на иммобилизованный hVWF в виде связывания. 

На фиг. 7В показан ответ IgG1 человека (отрицательный контроль) на иммобилизованный VWF че-
ловека в виде связывания. 

На фиг. 8 представлены фармакокинетические (ФК) характеристики FVIII-169 у мышей HemA и 
мышей с двойным нокаутом (DKO) FVIILVWF. 

На фиг. 8А показаны ФК характеристики FVIII-169/VWF-031 и FVIIIFc у мышей HemA. Мышей 
HemA лечили однократной внутривенной дозой FVIII-169/VWF-031 в количестве 200 МЕ/кг. Образцы 
плазмы крови, полученные от мышей, тестировали путем хромогенного анализа FVIII. Период полувы-
ведения FVIII-169/VWF-031 рассчитывали с использованием программы WinNonlin. 

На фиг. 8В показаны ФК характеристики FVIII-169/VWF-031, FVIII-169/Fc и FVIIIFc у мышей DKO 
FVIILVWF. 

На фиг. 9 представлены ФК характеристики вариантов FVIII-XTEN у мышей DKO FVIII/VWF, экс-
прессирующих D'D3. 

На фиг. 9А показано сравнение ФК характеристик вариантов FVIII-XTEN, FVIII с одной XTEN, 
FVIII с двумя XTEN и FVIII с тремя XTEN. Одну, две или три XTEN встраивали в различные части 
FVIII, включая С-конец и В-домен. СТ означает, что XTEN связана с С-концом FVIII. Сайт встраивания 
B/CT означает, что одна XTEN встроена между аминокислотным остатком 745 и аминокислотным остат-
ком 746 белка FVIII, a другая XTEN связана с С-концом белка FVIII. Нумерация аминокислотных остат-
ков соответствует последовательности белка SQ BDD FVIII. Сайт встраивания 1900/B/CT означает, что 
первая XTEN встроена между аминокислотным остатком 1900 и аминокислотным остатком 1901 в FVIII, 
вторая XTEN встроена между аминокислотным остатком 745 и аминокислотным остатком 746 в FVIII и 
третья XTEN связана с С-концом FVIII. Линия мышей, используемая для введения вариантов  
FVIII-XTEN, представляет собой линию мышей DKO, экспрессирующих домены D'D3. 

На фиг. 9В показаны ФК характеристики FVIII-XTEN с тремя встраиваниями XTEN. Вариант 
FVIII-XTEN (1900/B/CT) вводили либо мышам DKO FVIII/VWF, либо мышам HemA. Сравнивали период 
полувыведения FVIII-XTEN (1900/B/CT). 

На фиг. 10 показана FVIII-активность FVIIIFc (полый треугольник), FVIII169:Fc (заштрихованный 
круг) и FVIII169:VWF31 (полый треугольник) в плазме крови мышей DKO, измеренная путем хромоген-
ного анализа. FVIILFc содержит FVIII с двойной цепью (тяжелая цепь и легкая цепь), слитый с димером 
Fc (т.е. гибрид мономер-димер). FVIII169 описан выше (содержащий АЕ288 в домене В, непосредствен-
но ниже аминокислоты 745, соответствующий последовательности зрелого FVIII). FVIII169:Fc содержит 
FVIII169, слитый с димером Fc. FVIII169:VWF31 содержит VWF31 в дополнение к димеру Fc, FVIII169, 
слитый с первой областью Fc, и VWF31, слитый со второй областью Fc, при этом первая область Fc и 
вторая область Fc образуют ковалентную связь, например одну или более дисульфидных связей. 

На фиг. 11 показано влияние Fc, XTEN и VWFфрагментов фактора фон Виллебранда-D'D3 на уве-
личение периода полувыведения FVIII. BDD-FVIII (РЕФАКТО) (квадрат), FVIIFc (круг), FVIII169/Fc 
(треугольник) и FVIII169/VWF031 (перевернутый треугольник) вводили мышам с двойным нокаутом 
(DKO) FVIII и VWF. Активность FVIII измеряли путем хромогенного анализа и период полувыведения 
рассчитывали с использованием программы WinNonlin-Phoenix. Ось X показывает время, а ось Y пока-
зывает активность FVIII в плазме крови в мЕд/мл. 

На фиг. 12А-12С показано влияние различных XTEN в гетеродимере rFVIII-XTEN/VWF у мышей 
HemA. 
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На фиг. 12А показана активность FVIII в плазме крови, приведенная к значению 5-минутному (%) 
двух XTEN, встроенных непосредственно ниже остатков 1900 и 1656, соответствующих последователь-
ности зрелого FVIII (т.е. FVIII-195 (изоформа FVIII с двойной цепью) и FVIII-199 (изоформа FVIII с од-
ной цепью)), по сравнению с FVIII-169, содержащим XTEN непосредственно ниже остатка 745, соответ-
ствующего последовательности зрелого FVIII. FVIII-169/VWF031 (заштрихованный круг),  
FVIII-199/VWF031 (заштрихованный квадрат) и FVIII-195/VWF031 (полый квадрат) вводили мышам 
HemA для измерения активности FVIII в плазме крови. 

На фиг. 12В показано влияние на увеличение периода полувыведения встраивания второй XTEN не-
посредственно ниже остатков 403 (домен А2) и 745 (домен В) (т.е. FVIII-203), и остатков 745 (домен В) и 
1900 (домен A3) (FVIII-204), соответствующих последовательности зрелого FVIII, по сравнению с  
FVIII-169 (встраивание XTEN только в домене В). FVIII-204/VWF031 (заштрихованный треугольник), 
FVIII-169/VWF-031 (заштрихованный круг), FVIII-203/VWF-031 (заштрихованный квадрат) и scBDD-FVIII 
(полый ромб) вводили мышам HemA. Ось X показывает активность FVIII в плазме крови, приведенную к 
значению 5-минутному (%), а ось Y показывает время в часах. 

На фиг. 12С показано влияние на увеличение периода полувыведения двух встраиваний XTEN не-
посредственно ниже остатков 18 (домен А1) и 745 (домен В) (т.е. FVIII-205) по сравнению с FVIII-169 
(одно встраивание XTEN в домене В) и одноцепочечным FVIII без каких-либо областей Fc или каких-
либо XTEN (т.е. FVIII-207). На фиг. 12С также показано влияние на увеличение периода полувыведения 
трех встраиваний XTEN непосредственно ниже остатков 26 (домен А1), 1656 (домен A3) и 1900 (домен A3) 
(т.е. FVIII-201) по сравнению с FVIII-169 (одно встраивание XTEN непосредственно ниже остатка 745). 
FVIII-205/VWF-031 (заштрихованный квадрат), FVIII-201/VWF-031 (перевернутый треугольник), FVIII-
169/VWF-031 (заштрихованный круг) и FVIII-207 (полый ромб) вводили мышам HemA. Активность 
FVIII в плазме крови, приведенную к значению 5-минутному (%) (ось X), измеряли с течением времени в 
часах (ось Y). 

На фиг. 13 представлена активность FVIII гетеродимера rFVIII-XTEN/VWF-XTEN у мышей DKO 
FVIII/VWF. Активность FVIII в образцах плазмы крови анализировали путем хромогенного анализа 
FVIII, и строили кривую регрессии активности FVIII в плазме крови (ось X) в зависимости от времени 
(ось Y). FVIII-155 (scFVIIIFc без каких-либо XTEN) экспрессировали совместно с VWF-034 (VWF-Fc с 
АЕ 288 XTEN плюс расщепляемый тромбином линкер из 35 остатков). Период полувыведения  
FVIII-155/VWF-034 сравнивали с периодом полувыведения FVIII-169/VWF-031, содержащего АЕ 288 
XTEN, встроенную в место соединения с доменом В (непосредственно ниже остатка 745, соответствую-
щего зрелому полипептиду FVIII) FVIII. 

На фиг. 14А-14Н представлены схематические изображения различных конструкций  
rFVIII-XTEN/VWF. Данные конструкции также описаны в других разделах настоящего документа. 

На фиг. 14А показан одноцепочечный белок FVIII с делецией домена В (иногда обозначаемый в на-
стоящем описании scBDD-FVIII). Конструкции scBDD-FVIII содержат две замены Arg на Ala в остатках 
1645 и 1648. 

На фиг. 14В показана конструкция с двумя полипептидными цепями (FVIII155/VWF031): первая 
цепь содержит одноцепочечный FVIII, связанный с областью Fc без каких-либо XTEN, и вторая цепь 
содержит VWFфрагмент фактора фон Виллебранда D'D3, связанный с областью Fc. Данную конструк-
цию используют в качестве контроля. 

На фиг. 14С показана конструкция с двумя полипептидными цепями (FVIII199/VWF031): первая 
цепь содержит одноцепочечный FVIII, связанный с областью Fc, в котором первая XTEN встроена непо-
средственно ниже остатка 1900, соответствующего последовательности зрелого FVIII, а вторая XTEN 
встроена непосредственно ниже остатка 1656, соответствующего последовательности зрелого FVIII, и 
вторая цепь содержит VWFфрагмент фактора фон Виллебранда D'D3, связанный с областью Fc. 

На фиг. 14D показана конструкция с двумя полипептидными цепями (FVIII201/VWF031): первая 
цепь содержит одноцепочечный белок FVIII, связанный с областью Fc, в котором первая XTEN встроена 
непосредственно ниже остатка 26, соответствующего последовательности зрелого FVIII, вторая XTEN 
встроена непосредственно ниже остатка 1656, соответствующего последовательности зрелого FVIII, и 
третья XTEN встроена непосредственно ниже остатка 1900, соответствующего последовательности зре-
лого FVIII, и вторая цепь содержит VWFфрагмент фактора фон Виллебранда D'D3, связанный с обла-
стью Fc. 

На фиг. 14Е показаны конструкции с двумя полипептидными цепями (FVIII169/VWF031): первая 
цепь содержит одноцепочечный белок FVIII, связанный с областью Fc, в котором XTEN встроена непо-
средственно ниже остатка 745 (обозначенного "В"), соответствующего последовательности зрелого 
FVIII, и вторая цепь содержит VWFфрагмент фактора фон Виллебранда D'D3, связанный с областью Fc. 

На фиг. 14F показана конструкция с двумя полипептидными цепями (FVIII203/VWF031): первая 
цепь содержит одноцепочечный белок FVIII, в котором первая XTEN встроена в остатке 745 ("В"), соот-
ветствующем последовательности зрелого FVIII, a вторая XTEN встроена в остатке 1900, соответствую-
щем последовательности зрелого FVIII, и вторая цепь содержит VWFфрагмент фактора фон Виллебран-
да D'D3, связанный с областью Fc. 
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На фиг. 14G показана конструкция с двумя полипептидными цепями (FVIII204/VWF031): первая 
цепь содержит одноцепочечный белок FVIII, связанный с областью Fc, в котором первая XTEN встроена 
непосредственно ниже остатка 403, соответствующего последовательности зрелого FVIII, а вторая XTEN 
встроена непосредственно ниже остатка 745 ("В"), соответствующего последовательности зрелого FVIII, 
и вторая цепь содержит VWFфрагмент фактора фон Виллебранда D'D3, связанный с областью Fc. 

На фиг. 14Н показана конструкция с двумя полипептидными цепями (FVIII205/VWF031): первая 
цепь содержит одноцепочечный FVIII, в котором первая XTEN встроена непосредственно ниже остатка 
18, соответствующего последовательности зрелого FVIII, а вторая XTEN встроена непосредственно ниже 
остатка 745 ("В"), соответствующего последовательности зрелого FVIII, и вторая цепь содержит 
VWFфрагмент фактора фон Виллебранда D'D3, связанный с областью Fc. 

На фиг. 15 представлена FVIII-активность rFVIII-XTEN/VWF и BDD-FVIII у мышей DKO 
FVIII/VWF. Активность FVIII в образцах плазмы крови анализировали путем хромогенного анализа 
FVIII, и строили кривую регрессии активности FVIII в плазме крови (ось X) в зависимости от времени 
(ось Y). Период полувыведения rFVIII-XTEN/VWF (FVIII-205/VWF-031) сравнивали с периодом полу-
выведения BDD-FVIII и rFVIIIFc. 

На фиг. 16 представлена эффективность гетеродимеров FVIII-XTEN-Fc:VWF-Fc у мышей HemA с 
использованием модели кровотечения при надрезе хвоста. Модель кровотечения при надрезе хвоста у 
мышей HemA использовали для сравнения эффективности FVIII169/VWF034, FVIII205/VWF031 и  
BDD-FVIII. Среднюю потерю крови в мл для 200 МЕ/кг FVIII169/VWF034 и FVIII205/VWF031 сравни-
вали с 200 МЕ/кг BDD-FVIII, 65 МЕ/кг BDD-FVIII, 20 МЕ/кг BDD-FVIII и носителем. 

Подробное описание изобретения 

Настоящее изобретение относится к химерному белку, содержащему 
(i) фрагмент фактора фон Виллебранда (VWF), содержащий домен D' и домен VWFD3 фактора фон 

Виллебранда, 
(ii) последовательность XTEN, и 
(iii) белок FVIII, 
при этом VWFфрагмент фактора фон Виллебранда и последовательность XTEN связаны необяза-

тельным линкером, 
при этом VWFфрагмент фактора фон Виллебранда или последовательность XTEN связана или ас-

социирована с белком FVIII. 
Указанный химерный белок может содержать одну полипептидную цепь, содержащую VWFфраг-

мент фактора фон Виллебранда, последовательность XTEN и белок FVIII, или две полипептидные цепи: 
первую цепь, содержащую VWFфрагмент фактора фон Виллебранда; и 
вторую цепь, содержащую белок FVIII, при этом полипептид XTEN связан либо с VWFфрагментом 

фактора фон Виллебранда, либо с белком FVIII. 
В одном из вариантов реализации химерный белок согласно настоящему изобретению имеет фор-

мулу, включающую 

 
где V содержит VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, 
X содержит одну или более последовательностей XTEN, и 
FVIII содержит белок FVIII. 
Соединительная черточка (-) может представлять собой пептидную связь или линкер, например 

расщепляемый линкер, тогда как двоеточие (:) представляет собой химическую ассоциацию или физиче-
скую ассоциацию между полипептидами, например ковалентную или нековалентную связь. 

В другом варианте реализации химерный белок содержит также (iv) константную область иммуног-
лобулина (Ig) или ее часть (называемая также F1 или первой константной областью Ig или ее частью), 
связанную с VWFфрагментом фактора фон Виллебранда, последовательностью XTEN, белком FVIII или 
их любыми комбинациями. В других вариантах реализации химерный белок также содержит дополни-
тельную константную область Ig или ее часть (называемая также F2 или второй константной областью Ig 
или ее частью). Первая константная область Ig или ее часть может быть связана с VWFфрагментом фак-
тора фон Виллебранда или последовательностью XTEN, а вторая константная область Ig может быть 
связана с белком FVIII. Первая константная область Ig, вторая константная область Ig или ее часть или 
обе могут увеличивать период полувыведения белка FVIII. В некоторых вариантах реализации вторая 
константная область Ig или ее часть (F2) связана с VWFфрагментом фактора фон Виллебранда линкером, 
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например процессируемым линкером. В других вариантах реализации вторая константная область Ig или 
ее часть (F2) ассоциирована с (первой) константной областью Ig или ее частью (F1). Вторая константная 
область Ig или ее часть (F2) и первая константная область Ig или ее часть (F1) могут быть одинаковыми 
или разными. Вторая константная область Ig или ее часть может быть ассоциирована с константной об-
ластью Ig или ее частью ковалентной связью, например дисульфидной связью. VWFфрагмент фактора 
фон Виллебранда, связанный с первой константной областью Ig или ее частью, также может быть ассо-
циирован с белком FVIII, связанным со второй областью Fc, нековалентной связью. В некоторых вариан-
тах реализации белок FVIII может также содержать одну или более дополнительных последовательно-
стей XTEN, которые связаны с С-концом или N-концом белка FVIII или встроены непосредственно ниже 
(downstream) одной или более аминокислот в белке FVIII (например, один или более сайтов встраивания 
XTEN). В некоторых вариантах реализации период полувыведения белка FVIII увеличен по сравнению с 
белком FVIII дикого типа или белком FVIII, не содержащим VWFфрагмент фактора фон Виллебранда. 

В некоторых вариантах реализации химерный белок имеет формулу, включающую 

 
где V содержит VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, 
каждый из L1, L2 и L3 содержит необязательный линкер, например расщепляемый линкер, 
L4 представляет собой необязательный линкер, например процессируемый линкер, 
FVIII содержит белок FVIII, 
X содержит одну или более последовательностей XTEN, 
F1 содержит необязательную первую константную область Ig или ее часть, 
F2 содержит необязательную вторую константную область Ig или ее часть, и 
(:) представляет собой ковалентную связь или нековалентную связь. 
Настоящее изобретение также относится к химерному белку, содержащему 
(i) белок FVIII, 
(ii) последовательность XTEN, и 
(iii) константную область Ig или ее часть, 
при этом последовательность XTEN связана с белком FVIII необязательным линкером на N-конце 

или С-конце белка FVIII или встроена непосредственно ниже одной или более аминокислот в белке FVIII 
(например, один или более сайтов встраивания), и 

при этом константная область Ig или ее часть связана или ассоциирована с белком FVIII или после-
довательностью XTEN. 

В одном из вариантов реализации константная область Ig или ее часть, подходящая для химерного 
белка, содержит первую область Fc. В другом варианте реализации химерный белок также содержит до-
полнительную константную область Ig или ее часть. Указанная дополнительная константная область Ig 
или ее часть, подходящая для настоящего изобретения, может содержать вторую область Fc, которая свя-
зана или ассоциирована с первой областью Fc, например ковалентной связью. В других вариантах реали-
зации первая область Fc связана со второй областью Fc линкером, например процессируемым линкером. 

В соответствии с другими аспектами химерный белок содержит 
(i) белок FVIII, 
(ii) последовательность XTEN, 
(iii) VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, и 
(iv) константную область Ig или ее часть, 
при этом содержит домен D' и домен VWFD3 фактора фон Виллебранда, 
при этом последовательность XTEN связана с белком FVIII необязательным линкером на N-конце 

или С-конце белка FVIII или встроена непосредственно ниже одной или более аминокислот в белке FVIII 
(например, один или более сайтов встраивания), VWFфрагмент фактора фон Виллебранда связан или 
ассоциирован с белком FVIII или последовательностью XTEN, и константная область Ig или ее часть 
связана с белком FVIII, последовательностью XTEN, VWFфрагментом фактора фон Виллебранда или их 
любыми комбинациями. 
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Неограничивающие примеры химерных белков могут иметь формулу, включающую 

 
где FVIII(X1) содержит белок FVIII и одну или более последовательностей XTEN, 
при этом одна или более последовательностей XTEN связаны с N-концом или С-концом белка FVIII 

или встроены непосредственно ниже одной или более аминокислот в белке FVIII (например, один или 
более сайтов встраивания), 

каждый из L1, L2 и L3 содержит необязательный линкер, например расщепляемый линкер, 
L4 представляет собой линкер, процессируемый линкер, 
Х2 содержит одну или более последовательностей XTEN, 
F1 содержит константную область Ig или ее часть, 
F2 содержит необязательную дополнительную константную область Ig или ее часть, и 
V содержит VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, 
(-) представляет собой пептидную связь или одну или более аминокислот, и 
(:) содержит ковалентную связь или нековалентную связь. 
Один из аспектов настоящего изобретения состоит в том, что VWFфрагмент фактора фон Виллеб-

ранда, подходящий для химерного белка, не связывается с рецептором, ответственным за клиренс VWF, 
который предотвращает или ингибирует взаимодействие белка FVIII с VWFэндогенным фактором фон 
Виллебранда. Таким образом, химерный белок, содержащий VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, 
имеет пониженный клиренс или не выводится по пути клиренса VWF. Другой аспект настоящего изобре-
тения состоит в том, что VWFфрагмент фактора фон Виллебранда способен защищать белок FVIII от 
расщепления одной или более протеазами, защищать белок FVIII от активации, стабилизировать тяже-
лую цепь и/или легкую цепь белка FVIII или предотвращать клиренс белка FVIII с участием одного или 
более рецепторов мкарофагов. 

Благодаря способности VWFфрагмента фактора фон Виллебранда предотвращать или ингибировать 
взаимодействие между белком FVIII и VWFэндогенным фактором фон Виллебранда, период полувыве-
дения белка FVIII увеличивается по сравнению с белком FVIII, не содержащим VWFфрагмент фактора 
фон Виллебранда. В одном из вариантов реализации период полувыведения белка FVIII по меньшей ме-
ре примерно в 1,5 раза, по меньшей мере примерно в 2 раза, по меньшей мере примерно в 2,5 раза, по 
меньшей мере примерно в 3 раза, по меньшей мере примерно в 4 раза, по меньшей мере примерно в  
5 раз, по меньшей мере примерно в 6 раз, по меньшей мере примерно в 7 раз, по меньшей мере примерно 
в 8 раз, по меньшей мере примерно в 9 раз, по меньшей мере примерно в 10 раз, по меньшей мере при-
мерно в 11 раз или по меньшей мере примерно в 12 раз больше чем у FVIII дикого типа. В другом вари-
анте реализации период полувыведения белка FVIII составляет по меньшей мере примерно 10 ч, по мень-
шей мере примерно 11 ч, по меньшей мере примерно 12 ч, по меньшей мере примерно 13 ч, по меньшей 
мере примерно 14 ч, по меньшей мере примерно 15 ч, по меньшей мере примерно 16 ч, по меньшей мере 
примерно 17 ч, по меньшей мере примерно 18 ч, по меньшей мере примерно 19 ч, по меньшей мере при-
мерно 20 ч, по меньшей мере примерно 21 ч, по меньшей мере примерно 22 ч, по меньшей мере пример-
но 23 ч, по меньшей мере примерно 24 ч, по меньшей мере примерно 36 ч, по меньшей мере примерно  
48 ч, по меньшей мере примерно 60 ч, по меньшей мере примерно 72 ч, по меньшей мере примерно 84 ч, 
по меньшей мере примерно 96 ч или по меньшей мере примерно 108 ч. 

Константная область Ig или ее часть, подходящая для химерного белка, содержит первую область 
Fc, которая связана с VWFфрагментом фактора фон Виллебранда необязательным линкером, например 
расщепляемым линкером. Химерный белок также может содержать дополнительную константную об-
ласть Ig или ее часть, которая связана с белком FVIII или последовательностью XTEN, константной об-
ластью Ig или ее частью, VWFфрагментом фактора фон Виллебранда или их любыми комбинациями не-
обязательным линкером. В одном из вариантов реализации дополнительная константная область Ig или 
ее часть связана с белком FVIII необязательным линкером. Дополнительная константная область Ig или 
ее часть может содержать вторую область Fc. Константная область Ig или ее часть, подходящая для на-
стоящего изобретения, и дополнительная константная область Ig или ее часть, подходящая для настоя-
щего изобретения, являются одинаковыми или разными. 

В соответствии с некоторыми аспектами белок FVIII связан с последовательностью XTEN на  
С-конце или N-конце белка FVIII или встроен непосредственно ниже одной или более аминокислот в 
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зрелом нативном FVIII человека (например, один или более сайтов встраивания) или их любые комбина-
ции. Один или более сайтов встраивания в белке FVIII могут располагаться в пределах одного или более 
доменов белка FVIII, выбранных из группы, состоящей из домена А1, кислотной области a1, домена А2, 
кислотной области а2, домена A3, домена В, домена С1, домена С2 и их любых комбинаций, или между 
одним или более доменами белка FVIII, выбранными из группы, состоящей из домена А1 и кислотной 
области a1, кислотной области a1 и домена А2, домена А2 и кислотной области а2, кислотной области а2 
и домена В, домена В и домена A3, домена A3 и домена С1, домена С1, домена С2 и их любых комбина-
ций, или между двумя доменами белка FVIII, выбранными из группы, состоящий из домена А1 и кислот-
ной области a1, кислотной области a1 и домена А2, домена А2 и кислотной области а2, кислотной облас-
ти а2 и домена В, домена В и домена A3, домена A3 и домена С1, домена С1 и домена С2 и их любых 
комбинаций. 

В одном из вариантов реализации один или более сайтов встраивания расположены непосредствен-
но ниже одной или более аминокислот в зрелом нативном FVIII человека (например, SEQ ID NO: 4 [по-
следовательность зрелого FVIII-полноразмерная]), выбранных из группы, состоящей из аминокислотных 
остатков из табл. 7, 8, 9, 10, 11 или их любых комбинаций. 

В другом варианте реализации один или более сайтов встраивания расположены в одной или более 
пермиссивных петлях зрелого нативного FVIII человека. В других вариантах реализации один или более 
сайтов встраивания расположены в области a3 зрелого нативного FVIII человека. Например, последова-
тельность XTEN может быть встроена непосредственно ниже аминокислоты 1656, соответствующей 
SEQ ID NO: 4 (полноразмерный зрелый FVIII). В других вариантах реализации белок FVIII связан по 
меньшей мере с двумя последовательностями XTEN: первой последовательностью XTEN, встроенной в 
пределах области a3, и второй последовательностью XTEN, встроенной в пределах пермиссивной петли 
в белке FVIII (например, A1-1, A1-2, А2-1, А2-2, А3-1 или A3-2). В других вариантах реализации белок 
FVIII связан по меньшей мере с тремя последовательностями XTEN: первой последовательностью 
XTEN, встроенной в пределах области a3, второй последовательностью XTEN и третьей последователь-
ностью XTEN, встроенными в пределах одной или двух пермиссивных петель в белке FVIII (например, 
A1-1, A1-2, A2-1, А2-2, А3-1 или A3-2). 

В некоторых вариантах реализации один или более сайтов встраивания для одного или более XTEN 
расположены непосредственно ниже одной или более аминокислот (пронумерованы относительно по-
следовательности зрелого FVIII), выбранных из группы, состоящей из 

(1) аминокислоты 3, 
(2) аминокислоты 18, 
(3) аминокислоты 22, 
(4) аминокислоты 26, 
(5) аминокислоты 32, 
(6) аминокислоты 40, 
(7) аминокислоты 60, 
(8) аминокислоты 65, 
(9) аминокислоты 81, 
(10) аминокислоты 116, 
(11) аминокислоты 119, 
(12) аминокислоты 130, 
(13) аминокислоты 188, 
(14) аминокислоты 211, 
(15) аминокислоты 216, 
(16) аминокислоты 220, 
(17) аминокислоты 224, 
(18) аминокислоты 230, 
(19) аминокислоты 333, 
(20) аминокислоты 336, 
(21) аминокислоты 339, 
(22) аминокислоты 375, 
(23) аминокислоты 399, 
(24) аминокислоты 403, 
(25) аминокислоты 409, 
(26) аминокислоты 416, 
(26) аминокислоты 442, 
(28) аминокислоты 487, 
(29) аминокислоты 490, 
(30) аминокислоты 494, 
(31) аминокислоты 500, 
(32) аминокислоты 518, 
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(33) аминокислоты 599, 
(34) аминокислоты 603, 
(35) аминокислоты 713, 
(36) аминокислоты 745, 
(37) аминокислоты 1656, 
(38) аминокислоты 1711, 
(39) аминокислоты 1720, 
(40) аминокислоты 1725, 
(41) аминокислоты 1749, 
(42) аминокислоты 1796, 
(43) аминокислоты 1802, 
(44) аминокислоты 1827, 
(45) аминокислоты 1861, 
(46) аминокислоты 1896, 
(47) аминокислоты 1900, 
(48) аминокислоты 1904, 
(49) аминокислоты 1905, 
(50) аминокислоты 1910, 
(51) аминокислоты 1937, 
(52) аминокислоты 2019, 
(53) аминокислоты 2068, 
(54) аминокислоты 2111, 
(55) аминокислоты 2120, 
(56) аминокислоты 2171, 
(57) аминокислоты 2188, 
(58) аминокислоты 2221, 
(59) аминокислоты 2277, и 
(60) двух или более комбинаций указанных аминокислот. 
В некоторых вариантах реализации одна XTEN встроена в белок FVIII. В некоторых вариантах реа-

лизации две XTEN встроены в белок FVIII. В некоторых вариантах реализации 3 XTEN встроены в белок 
FVIII. 

В конкретном примере первая XTEN встроена непосредственно ниже аминокислоты 26, соответст-
вующей SEQ ID NO: 4, а вторая XTEN встроена непосредственно ниже аминокислоты 1720, соответст-
вующей SEQ ID NO: 4 (полноразмерный зрелый FVIII). В другом примере первая XTEN встроена непо-
средственно ниже аминокислоты 403, соответствующей SEQ ID NO: 4, а вторая XTEN встроена непо-
средственно ниже аминокислоты 1720, соответствующей SEQ ID NO: 4. В некоторых примерах первая 
XTEN встроена непосредственно ниже аминокислоты 1656, соответствующей SEQ ID NO: 4, а вторая 
XTEN встроена непосредственно ниже аминокислоты 1720, соответствующей SEQ ID NO: 4. В других 
примерах первая XTEN встроена непосредственно ниже аминокислоты 26, соответствующей SEQ ID NO: 4, 
вторая XTEN встроена непосредственно ниже аминокислоты 1656, соответствующей SEQ ID NO: 4, и 
третья XTEN встроена непосредственно ниже аминокислоты 1720, соответствующей SEQ ID NO: 4. В 
других вариантах реализации первая XTEN встроена непосредственно ниже аминокислоты 403, соответ-
ствующей SEQ ID NO: 4, вторая XTEN встроена непосредственно ниже аминокислоты 1656, соответст-
вующей SEQ ID NO: 4, и третья XTEN встроена непосредственно ниже аминокислоты 1720, соответст-
вующей SEQ ID NO: 4. В других вариантах реализации первая XTEN встроена между аминокислотами 
403 и 404, соответствующими SEQ ID NO: 4, вторая XTEN встроена непосредственно ниже аминокисло-
ты 1656, соответствующей SEQ ID NO: 4, и третья XTEN встроена непосредственно ниже аминокислоты 
1720, соответствующей SEQ ID NO: 4. В некоторых вариантах реализации первая XTEN встроена непо-
средственно ниже аминокислоты 26, соответствующей SEQ ID NO: 4 (полноразмерный зрелый FVIII), 
вторая XTEN встроена непосредственно ниже аминокислоты 1720, соответствующей SEQ ID NO: 4, и 
третья XTEN встроена непосредственно ниже аминокислоты 1900, соответствующей SEQ ID NO: 4. В 
некоторых вариантах реализации первая XTEN встроена непосредственно ниже аминокислоты 26, соот-
ветствующей SEQ ID NO: 4, вторая XTEN встроена непосредственно ниже аминокислоты 1656, соответ-
ствующей SEQ ID NO: 2, третья XTEN встроена непосредственно ниже аминокислоты 1720, соответст-
вующей SEQ ID NO: 4, и четвертая XTEN встроена непосредственно ниже аминокислоты 1900, соответст-
вующей SEQ ID NO: 4. В другом примере XTEN встроена непосредственно ниже аминокислоты 745, соот-
ветствующей SEQ ID NO: 4. В дополнительном примере первая XTEN встроена непосредственно ниже 
аминокислоты 1656, соответствующей SEQ ID NO: 4, а вторая XTEN встроена непосредственно ниже 
аминокислоты 1900, соответствующей SEQ ID NO: 4. В некоторых вариантах реализации первая XTEN 
встроена непосредственно ниже аминокислоты 26, соответствующей SEQ ID NO: 4, вторая XTEN встро-
ена непосредственно ниже аминокислоты 1656, соответствующей SEQ ID NO: 4, и третья XTEN встроена 
непосредственно ниже аминокислоты 1900, соответствующей SEQ ID NO: 4. В другом примере первая 
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XTEN встроена непосредственно ниже аминокислоты 403, соответствующей SEQ ID NO: 4, а вторая 
XTEN встроена непосредственно ниже аминокислоты 745, соответствующей SEQ ID NO: 4. В некоторых 
вариантах реализации первая XTEN встроена непосредственно ниже аминокислоты 745, соответствую-
щей SEQ ID NO: 4, а вторая XTEN встроена непосредственно ниже аминокислоты 1900, соответствую-
щей SEQ ID NO: 4. В некоторых вариантах реализации первая XTEN встроена непосредственно ниже 
аминокислоты 18, соответствующей SEQ ID NO: 4, а вторая XTEN встроена непосредственно ниже ами-
нокислоты 745, соответствующей SEQ ID NO: 4. В некоторых вариантах реализации белок FVIII пред-
ставляет собой изоформу FVIII с двойной цепью. В некоторых вариантах реализации белок FVIII пред-
ставляет собой изоформу FVIII с одной цепью. 

В некоторых вариантах реализации XTEN, которая встроена, представляет собой SEQ ID NO: 39 
(АЕ288). В некоторых примерах XTEN, которые встроены, представляют собой SEQ ID NO: 38 и 37 
(AG144 и АЕ144). В некоторых примерах XTEN, которые встроены, представляют собой SEQ ID NO: 37, 
38 и 37 (АЕ144, AG144 и АЕ144). В некоторых вариантах реализации XTEN, которые встроены, пред-
ставляют собой SEQ ID NO: 37 и 40 (АЕ144 и АЕ288). В некоторых вариантах реализации XTEN, кото-
рые встроены, представляют собой 

 
и их любые комбинации. 
Белок FVIII, подходящий для настоящего изобретения, может содержать домен В или его часть, на-

пример FVIII с делецией домена SQ В. В одном из вариантов реализации белок FVIII содержит одноце-
почечный FVIII. В другом варианте реализации одноцепочечный FVIII содержит по меньшей мере одну 
замену аминокислоты в остатке, соответствующем остатку 1648, остатку 1645 или обоим в полноразмер-
ном зрелом полипептиде FVIII (SEQ ID NO: 4) или остатку 754, остатку 751 или обоим в SQ BDD факто-
ре VIII (SEQ ID NO: 6). В других вариантах реализации заменяющей аминокислотой является аминокис-
лота, отличная от аргинина. В некоторых вариантах реализации белок FVIII содержит тяжелую цепь 
FVIII и легкую цепь FVIII, при этом указанная тяжелая цепь и легкая цепь ассоциированы друг с другом 
металлической связью. 

Белок FVIII может обладать низкой аффинностью или не связывается с родственным рецептором 
липопротеинов низкой плотности белком (LRP), например, за счет содержания по меньшей мере одной 
замены аминокислоты, которая уменьшает аффинность или устраняет связывание с LRP. Такая по мень-
шей мере одна замена аминокислоты может быть локализована в остатке, соответствующем остатку 471, 
остатку 484, остатку 487, остатку 490, остатку 497, остатку 2092, остатку 2093 или двум или более ком-
бинациям указанных остатков в полноразмерном зрелом FVIII. В конкретном варианте реализации заме-
няющей аминокислотой в остатке 471, 484 или 497 является аминокислота, отличная от аргинина, заме-
няющей аминокислотой в остатке 487 является аминокислота, отличная от тирозина, заменяющей ами-
нокислотой в остатке 2092 является аминокислота, отличная от лизина, или заменяющей аминокислотой 
в остатке 2093 является аминокислота, отличная от фенилаланина. 

В некоторых вариантах реализации белок FVIII содержит по меньшей мере одну замену аминокис-
лоты, которая индуцирует увеличенную стабильность белка FVIII по сравнению с белком FVIII, не со-
держащим указанную замену. Такие замены могут располагаться в домене А2 и домене A3 белка FVIII, 
например, в остатке, соответствующем остатку 664, остатку 1826, остатку 662, остатку 1828 или двум 
или более комбинациям указанных остатков в полноразмерном зрелом FVIII. 

VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, подходящий для настоящего изобретения, содержит до-
мен D' и домен D3, которые вместе способны связываться с FVIII. VWFфрагмент фактора фон Виллеб-
ранда может содержать аминокислотную последовательность домена D', которая является по меньшей 
мере на 90, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичной аминокислотам с 764 по 866 последовательности  
SEQ ID NO: 2, и/или аминокислотную последовательность домена D3, которая является по меньшей мере 
на 90, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичной аминокислотам с 867 по 1240 последовательности  
SEQ ID NO: 2. В одном из вариантов реализации VWFфрагмент фактора фон Виллебранда представляет 
собой мономер. В другом варианте реализации VWFфрагмент фактора фон Виллебранда содержит по 
меньшей мере два VWFфрагмента фактора фон Виллебранда, по меньшей мере три VWFфрагмента фак-
тора фон Виллебранда, по меньшей мере четыре VWFфрагмента фактора фон Виллебранда, по меньшей 
мере пять VWFфрагментов фактора фон Виллебранда или по меньшей мере шесть VWFфрагментов фак-
тора фон Виллебранда. В одном из вариантов реализации два или более VWFфрагментов фактора фон 
Виллебранда могут быть одинаковыми или они могут быть разными. VWFФрагмент фактора фон Вил-
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лебранда может содержать аминокислоту, по меньшей мере на 90, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентич-
ную аминокислотам с 764 по 1240 последовательности SEQ ID NO: 2. VWFфрагмент фактора фон Вил-
лебранда может по существу состоять из или состоять из аминокислот с 764 по 1240 последовательности 
SEQ ID NO: 2. В некоторых вариантах реализации VWFфрагмент фактора фон Виллебранда может 
содержать по меньшей мере одну замену аминокислоты в остатке, соответствующем остатку 1099, ос-
татку 1142 или как остатку 1099, так и остатку 1142 последовательности SEQ ID NO: 2. В других вариан-
тах реализации VWFфрагмент фактора фон Виллебранда содержит также домен D1, домен D2 или доме-
ны D1 и D2 VWF. VWFфрагмент фактора фон Виллебранда может дополнительно содержать домен 
VWF, выбранный из группы, состоящей из домена А1, домена А2, домена A3, домена D4, домена В1, 
домена В2, домена B3, домена С1, домена С2, домена CK, их одного или более фрагментов и их любых 
комбинаций. Например, VWFфрагмент фактора фон Виллебранда может по существу состоять из или 
состоять из 

(1) доменов D' и VWFD3 фактора фон Виллебранда или их фрагментов, 
(2) доменов D1, D' и VWFD3 фактора фон Виллебранда или их фрагментов, 
(3) доменов D2, D' и VWFD3 фактора фон Виллебранда или их фрагментов, 
(4) доменов D1, D2, D' и VWFD3 фактора фон Виллебранда или их фрагментов, или 
(5) доменов D1, D2, D', D3 и VWFA1 фактора фон Виллебранда или их фрагментов. 
В некоторых вариантах реализации VWFфрагмент фактора фон Виллебранда содержит также сиг-

нальный пептид VWF или FVIII, функционально связанный с VWFфрагментом фактора фон Виллебранда. 
Один или более линкеров, подходящих для настоящего изобретения, имеют длину, составляющую 

по меньшей мере примерно 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 
200, 210, 220, 230, 240, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1000, 1200, 
1400, 1600, 1800 или 2000 аминокислот. В некоторых вариантах реализации один или более линкеров 
имеют длину, составляющую от примерно 1 до примерно 2000 аминокислот. В одном из вариантов реа-
лизации один или более линкеров имеют длину, составляющую по меньшей мере примерно 20, 35, 42, 
48, 73, 75, 95, 98, 144, 288, 324, 333, 576 или 864 аминокислоты. В другом варианте реализации один или 
более линкеров содержат пептид gly/ser, последовательность XTEN или и то и другое. Примеры пептида 
gly/ser включают, но не ограничиваются перечисленными, формулу (Gly4Ser)n (SEQ ID NO: 139) или 
S(Gly4Ser)n (SEQ ID NO: 140), где n представляет собой положительное целое число, выбранное из груп-
пы, состоящей из 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 и 10. Например, линкер (Gly4Ser)n может представлять собой 
(Gly4Ser)3 (SEQ ID NO: 63) или (Gly4Ser)4 (SEQ ID NO: 138). В одном из вариантов реализации линкер 
содержит по меньшей мере один первый сайт расщепления на N-конце линкера, по меньшей мере один 
второй сайт расщепления на С-конце линкера или оба сайта расщепления. В другом варианте реализации 
линкер включает расщепляемый тромбином линкер из 20 аминокислот, 35 аминокислот, 48 аминокислот, 
73 аминокислот или 95 аминокислот. Расщепляемые линкеры могут содержать один или более сайтов 
расщепления протеазой, выбранной из группы, состоящей из фактора XIa, фактора XIIa, калликреина, 
фактора VIIa, фактора IXa, фактора Ха, фактора IIa (тромбина), эластазы-2, гранзима-В, TEV, энтероки-
назы, протеазы 3C, сортазы А, ММР-12, ММР-13, ММР-17 и ММР-20, например, 

 
Неограничивающие примеры одного или более сайтов расщепления включают аминокислотную 

последовательность, выбранную из группы, состоящей из 

 
В некоторых вариантах реализации первый сайт расщепления и второй сайт расщепления являются 

одинаковыми или разными. 
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Последовательность XTEN, подходящая для настоящего изобретения, может быть выбрана из груп-
пы, состоящей из 

 
В конкретном варианте реализации последовательность XTEN включает АЕ288 или AG288. 
Химерный белок согласно настоящему изобретению может быть полисиалилирован, пегилирован 

или модифицирован гидроксиэтилкрахмалом. Настоящее изобретение также относится к полинуклеоти-
ду или группе полинуклеотидов, кодирующих химерный белок. Полинуклеотид может также включать 
полинуклеотидную цепь, кодирующую РС5 или РС7. Настоящее изобретение также относится к вектору, 
содержащему полинуклеотид или группу полинуклеотидов и один или более промоторов, функциональ-
но связанных с указанным полинуклеотидом или группой полинуклеотидов. Вектор может также вклю-
чать дополнительный вектор, который содержит полинуклеотидную цепь, кодирующую РС5 или РС7. 
Настоящее изобретение также относится к клетке-хозяину, содержащей указанный полинуклеотид или 
вектор. Указанная клетка-хозяин может представлять собой клетку млекопитающего, например клетку 
HEK293, клетку СНО или клетку ВНК. В некоторых вариантах реализации РС5 или РС7 клетки-хозяина 
расщепляет домены D1D2 VWF. 

Настоящее изобретение также относится к фармацевтической композиции, содержащей химерный 
белок, полинуклеотид, вектор или клетку-хозяина и фармацевтически приемлемый носитель. Таким об-
разом, композиция согласно настоящему изобретению имеет увеличенный период полувыведения по 
сравнению с белком FVIII дикого типа. Период полувыведения белка FVIII по меньшей мере примерно в 
1,5 раза, по меньшей мере примерно в 2 раза, по меньшей мере примерно в 2,5 раза, по меньшей мере 
примерно в 3 раза, по меньшей мере примерно в 4 раза, по меньшей мере примерно в 5 раз, по меньшей 
мере примерно в 6 раз, по меньшей мере примерно в 7 раз, по меньшей мере примерно в 8 раз, по меньшей 
мере примерно в 9 раз, по меньшей мере примерно в 10 раз, по меньшей мере примерно в 11 раз или по 
меньшей мере примерно в 12 раз больше, чем у FVIII дикого типа. Период полувыведения фактора VIII 
составляет по меньшей мере примерно 17 ч, по меньшей мере примерно 18 ч, по меньшей мере примерно 
19 ч, по меньшей мере примерно 20 ч, по меньшей мере примерно 21 ч, по меньшей мере примерно  
22 ч, по меньшей мере примерно 23 ч, по меньшей мере примерно 24 ч, по меньшей мере примерно  
25 ч, по меньшей мере примерно 26 ч, по меньшей мере примерно 27 ч, по меньшей мере примерно 28 ч, 
по меньшей мере примерно 29 ч, по меньшей мере примерно 30 ч, по меньшей мере примерно 31 ч, по 
меньшей мере примерно 32 ч, по меньшей мере примерно 33 ч, по меньшей мере примерно 34 ч, по мень-
шей мере примерно 35 ч, по меньшей мере примерно 36 ч, по меньшей мере примерно 48 ч, по меньшей 
мере примерно 60 ч, по меньшей мере примерно 72 ч, по меньшей мере примерно 84 ч, по меньшей мере 
примерно 96 ч или по меньшей мере примерно 108 ч. 

Композиция согласно настоящему изобретению может быть введена путем, выбранным из группы, 
состоящей из топического введения, внутриглазного введения, парентерального введения, интратекаль-
ного введения, субдурального введения и перорального введения. В одном из вариантов реализации 
композицию вводят путем парентерального введения, например внутривенного или подкожного введе-
ния. Композиция согласно настоящему изобретению подходит для лечения заболевания или состояния, 
связанного с кровотечениями, у нуждающегося в этом субъекта. Указанное заболевание или состояние, 
связанное с кровотечениями, выбрано из группы, состоящей из нарушения свертываемости крови, со-
провождающегося повышенной кровоточивостью, гемартроза, мышечного кровотечения, кровотечения в 
ротовой полости, кровоизлияния, кровоизлияния в мышцы, кровоизлияния в ротовой полости, травмы, 
травмы головы, желудочно-кишечного кровотечения, внутричерепного кровоизлияния, внутрибрюшин-
ного кровоизлияния, внутригрудного кровоизлияния, перелома костей, кровотечения в центральной 
нервной системе, кровотечения в заглоточном пространстве, кровотечения в забрюшинном пространстве, 
кровотечения во влагалище подвздошно-поясничной мышцы и их любых комбинаций. В одном из вари-
антов реализации субъекту, которого лечат химерным белком, назначено оперативное вмешательство. В 
другом варианте реализации лечение является профилактическим или по необходимости. Настоящее 
изобретение также относится к способу предотвращения или ингибирования связывания белка FVIII с 
VWFэндогенным фактором фон Виллебранда, включающему введение эффективного количества химер-
ного белка, полинуклеотидного вектора, клетки-хозяина или композиции нуждающемуся в этом субъек-
ту, при этом VWFфрагмент фактора фон Виллебранда связывается с белком FVIII и таким образом пре-
дотвращает или ингибирует связывание VWFэндогенного фактора фон Виллебранда. Настоящее изобре-
тение также относится к способу продления или увеличения периода полувыведения белка FVIII, при 
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этом указанный способ включает введение эффективного количества химерного белка, полинуклеотида, 
вектора, клетки-хозяина или композиции нуждающемуся в этом субъекту, при этом VWFфрагмент фак-
тора фон Виллебранда связывается с белком FVIII и таким образом продлевает или увеличивает период 
полувыведения белка FVIII. Также предложен способ предотвращения или ингибирования клиренса бел-
ка FVIII из клетки, при этом указанный способ включает введение эффективного количества химерного 
белка, полинуклеотида, вектора, клетки-хозяина или композиции в клетку, содержащую белок FVIII или 
полинуклеотид, кодирующий белок FVIII, при этом белок, обладающий VWFактивностью фактора фон 
Виллебранда, связывается с белком FVIII. Субъект, подходящий для настоящих способов, представляет 
собой животное, например человека, например пациента, страдающего гемофилией А. Согласно настоя-
щему изобретению также предложен способ лечения заболевания или нарушения, сопровождающегося 
повышенной кровоточивостью, у нуждающегося в этом субъекта, включающий введение эффективного 
количества химерного белка, полинуклеотида, вектора, клетки-хозяина или композиции, при этом ука-
занное заболевание или нарушение, сопровождающееся повышенной кровоточивостью, выбрано из 
группы, состоящей из нарушения свертываемости крови, сопровождающегося повышенной кровоточи-
востью, гемартроза, мышечного кровотечения, кровотечения в ротовой полости, кровоизлияния, крово-
излияния в мышцы, кровоизлияния в ротовой полости, травмы, травмы головы, желудочно-кишечного 
кровотечения, внутричерепного кровоизлияния, внутрибрюшинного кровоизлияния, внутригрудного 
кровоизлияния, перелома костей, кровотечения в центральной нервной системе, кровотечения в загло-
точном пространстве, кровотечения в забрюшинном пространстве и кровотечения во влагалище под-
вздошно-поясничной мышцы. Лечение может быть профилактическим или по необходимости. В одном 
из вариантов реализации эффективное количество составляет от 0,1 до 500 мг/кг. 

Настоящее изобретение также включает способ получения химерного белка, включающий транс-
фекцию одной или более клеток-хозяев полинуклеотидом или вектором, и экспрессию химерного белка в 
клетке-хозяине. 

Определения. 
Следует отметить, что термин, называющий объект в единственном числе, относится к одному или 

более из таких объектов; например, понятно, что "нуклеотидная последовательность" представляет собой 
одну или более нуклеотидных последовательностей. Таким образом, термины в единственном числе, 
"один или более" и "по меньшей мере один" могут являться взаимозаменяемыми в настоящем описании. 
Термин "полинуклеотид" или "нуклеотид" включает единичную нуклеиновую кислоту, а также множест-
во нуклеиновых кислот, и относится к выделенной молекуле или конструкции нуклеиновой кислоты, 
например матричной РНК (мРНК) или плазмидной ДНК (пДНК). В некоторых вариантах реализации 
полинуклеотид содержит традиционную фосфодиэфирную связь или нетрадиционную связь (например, 
амидную связь, такую как встречающаяся в пептидных нуклеиновых кислотах (ПНК)). Термин "нуклеи-
новая кислота" относится к любому одному или более сегментам нуклеиновой кислоты, например фраг-
ментам ДНК или РНК, присутствующим в полинуклеотиде. Термин "выделенная" нуклеиновая кислота 
или полинуклеотид означает молекулу нуклеиновой кислоты, ДНК или РНК, которую извлекли из при-
родной окружающей среды. Например, рекомбинантный полинуклеотид, кодирующий полипептид - 
фактор VIII, содержащийся в векторе, считается выделенным для целей настоящего изобретения. Другие 
примеры выделенного полинуклеотида включают рекомбинантные полинуклеотиды, содержащиеся в 
гетерологичных клетках-хозяевах или очищенные (частично или по существу) от других полинуклеоти-
дов в растворе. Выделенные молекулы РНК включают РНК-транскрипты in vivo или in vitro полинуклео-
тидов согласно настоящему изобретению. Выделенные полинуклеотиды или нуклеиновые кислоты со-
гласно настоящему изобретению также включают такие молекулы, полученные путем синтеза. Кроме 
того, полинуклеотид или нуклеиновая кислота может включать регуляторные элементы, такие как про-
моторы, энхансеры, сайты связывания рибосом или сигналы терминации транскрипции. В настоящем 
описании "кодирующая область" или "кодирующая последовательность" представляет собой часть поли-
нуклеотида, состоящую из кодонов, транслируемых в аминокислоты. Хотя "стоп-кодон" (TAG, TGA или 
ТАА), как правило, не транслируется в аминокислоту, его можно считать частью кодирующей области, 
но любые фланкирующие последовательности, например промоторы, сайты связывания рибосом, терми-
наторы транскрипции, интроны и т.п., не являются частью кодирующей области. Границы кодирующей 
области, как правило, определяются стартовым кодоном на 5'-конце, кодирующим аминоконец получае-
мого полипептида, и терминирующим трансляцию кодоном на 3'-конце, кодирующим карбоксильный 
конец получаемого полипептида. Две или более кодирующих областей согласно настоящему изобрете-
нию могут присутствовать в одной полинуклеотидной конструкции, например в одном векторе, или в 
отдельных полинуклеотидных конструкциях, например в отдельных (разных) векторах. Из этого следует, 
что один вектор может содержать только одну кодирующую область или содержать две или более коди-
рующих областей, например один вектор может отдельно кодировать связывающий домен-А и связы-
вающий домен-В, как описано ниже. Кроме того, вектор, полинуклеотид или нуклеиновая кислота со-
гласно настоящему изобретению может кодировать гетерологичные кодирующие области, либо слитые, 
либо не слитые с нуклеиновой кислотой, кодирующей связывающий домен согласно настоящему изобре-
тению. Гетерологичные кодирующие области включают без ограничения специальные элементы или 
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мотивы, такие как секреторный сигнальный пептид или гетерологичный функциональный домен. 
Некоторые белки, секретируемые клетками млекопитающих, ассоциированы с секреторным сиг-

нальным пептидом, который отщепляется от зрелого белка сразу после начала "экспорта" растущей цепи 
белка через шероховатый эндоплазматический ретикулум. Специалисту в данной области техники из-
вестно, что сигнальные пептиды, как правило, слиты с N-концом полипептида и отщепляются от полного 
или "полноразмерного" полипептида с образованием секретируемой или "зрелой" формы полипептида. В 
некоторых вариантах реализации нативный сигнальный пептид или функциональное производное дан-
ной последовательности, сохраняющее способность направлять секрецию полипептида, который с ним 
функционально ассоциирован. В качестве альтернативы может быть использован гетерологичный сиг-
нальный пептид млекопитающего, например тканевой активатор плазминогена человека (ТРА) или сиг-
нальный пептид β-глюкуронидазы мыши, или его функциональное производное. Термин "расположен-
ный ниже (downstream)" относится к нуклеотидной последовательности, расположенной в направлении 
3' относительно эталонной нуклеотидной последовательности. В некоторых вариантах реализации рас-
положенные ниже нуклеотидные последовательности относятся к последовательностям, которые следу-
ют за точкой начала транскрипции. Например, инициирующий трансляцию кодон гена расположен ниже 
сайта инициации транскрипции. 

Термин "расположенный выше (upstream)" относится к нуклеотидной последовательности, распо-
ложенной в направлении 5' относительно эталонной нуклеотидной последовательности. В некоторых 
вариантах реализации расположенные выше нуклеотидные последовательности относятся к последова-
тельностям, которые расположены с 5'-стороны кодирующей области или точки начала транскрипции. 
Например, большинство промоторов расположены выше сайта инициации транскрипции. В настоящем 
описании термин "регуляторная область" относится к нуклеотидным последовательностям, расположен-
ным выше (5-'некодирующие последовательности), в пределах или ниже (3'-некодирующие последова-
тельности) кодирующей области, и влияющим на транскрипцию, процессинг РНК, стабильность или 
трансляцию соответствующей кодирующей области. Регуляторные области могут включать промоторы, 
лидерные последовательности трансляции, интроны, последовательности распознавания полиаденилиро-
вания, сайты процессинга РНК, сайты связывания эффектора и структуры типа "стебель-петля". Если 
кодирующая область предназначена для экспрессии в эукариотической клетке, сигнал полиаденилирова-
ния и терминирующая транскрипцию последовательность обычно будут расположены в направлении 3' 
относительно кодирующей последовательности. 

Полинуклеотид, кодирующий генный продукт, например полипептид, может содержать промотор 
и/или другие контролирующие транскрипцию или трансляцию элементы, функционально ассоциирован-
ные с одной или более кодирующими областями. В случае функциональной ассоциации кодирующая 
область для генного продукта, например полипептида, ассоциирована с одной или более регуляторными 
областями таким образом, чтобы экспрессия генного продукта находилась под влиянием или контролем 
регуляторной области (областей). Например, кодирующая область и промотор являются "функционально 
ассоциированными", если индукция функции промотора приводит к транскрипции мРНК, кодирующей 
генный продукт, кодируемый кодирующей областью, и если природа связи между промотором и коди-
рующей областью не нарушает способность промотора направлять экспрессию генного продукта или не 
препятствует возможности транскрибирования ДНК-матрицы. Другие контролирующие транскрипцию 
элементы помимо промотора, например энхансеры, операторы, репрессоры и сигналы терминации тран-
скрипции, также могут быть функционально ассоциированы с кодирующей областью для направления 
экспрессии генного продукта. 

Специалисту в данной области техники известны различные контролирующие транскрипцию об-
ласти. Данные области включают без ограничения контролирующие транскрипцию области, которые 
функционируют в клетках позвоночных, такие как, но не ограничивающиеся ими, промоторные и энхан-
серные сегменты цитомегаловирусов (немедленно-ранний промотор в сочетании с интроном-А), вакуо-
лизирующего обезьяньего вируса 40 (ранний промотор) и ретровирусов (таких как вирус саркомы Рауса). 
Другие контролирующие транскрипцию области включают области, полученные из генов позвоночных, 
такие как актин, белок теплового шока, бычий гормон роста и β-глобин кролика, а также другие после-
довательности, способные контролировать экспрессию генов в эукариотических клетках. Дополнитель-
ные подходящие контролирующие транскрипцию области включают тканеспецифические промоторы и 
энхансеры, а также лимфокин-индуцируемые промоторы (например, промоторы, индуцируемые интер-
феронами или интерлейкинами). 

Подобным образом, различные контролирующие транскрипцию элементы известны специалисту в 
данной области техники. Данные области включают, но не ограничиваются перечисленными, сайты свя-
зывания рибосом, инициирующие и терминирующие трансляцию кодоны, и элементы, полученные из 
пикорнавирусов (в частности, участок внутренней посадки рибосомы или IRES, также называемый по-
следовательностью CITE). 

В настоящем описании термин "экспрессия" относится к процессу, в результате которого полинук-
леотид продуцирует генный продукт, например РНК или полипептид. Он включает без ограничения 
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транскрипцию полинуклеотида в матричную РНК (мРНК), транспортную РНК (тРНК), малую шпилеч-
ную РНК (shPHK), малую интерферирующую РНК (siPHK) или любой другой продукт РНК, и трансля-
цию мРНК в полипептид. В результате экспрессии образуется "генный продукт". В настоящем описании 
генный продукт может представлять собой либо нуклеиновую кислоту, например матричную РНК, полу-
ченную путем транскрипции гена, либо полипептид, транслированный с транскрипта. Генные продукты, 
описанные в настоящем документе, также включают нуклеиновые кислоты с посттранскрипционными 
модификациями, например полиаденилированием или сплайсингом, или полипептиды с посттрансляци-
онными модификациями, например метилированием, гликозилированием, присоединением липидов, 
ассоциацией с другими белковыми субъединицами или протеолитическим расщеплением. 

Термин "вектор" относится к любому носителю для клонирования и/или переноса нуклеиновой ки-
слоты в клетку-хозяина. Вектор может представлять собой репликон, к которому может быть присоеди-
нен другой сегмент нуклеиновой кислоты для осуществления репликации данного присоединенного сег-
мента. Термин "репликон" относится к любому генетическому элементу (например, плазмида, фаг, кос-
мида, хромосома, вирус), функционирующему как автономная единица репликации in vivo, т.е. способ-
ная к репликации под собственным контролем. Термин "вектор" включает как вирусные, так и невирус-
ные носители для введения нуклеиновой кислоты в клетку in vitro, ex vivo или in vivo. В данной области 
техники известно и используется большое количество векторов, включая, например, плазмиды, модифи-
цированные эукариотические вирусы или модифицированные бактериальные вирусы. Встраивание по-
линуклеотида в подходящий вектор можно осуществлять посредством лигирования соответствующих 
фрагментов полинуклеотида в выбранный вектор, который имеет комплементарные "липкие" концы. 
Векторы могут быть созданы таким образом, чтобы кодировать селектируемые маркеры или гены-
репортеры, которые обеспечивают отбор или идентификацию клеток, которые "включили в себя" вектор. 
Экспрессия селектируемых маркеров или генов-репортеров позволяет идентифицировать и/или отбирать 
клетки-хозяева, которые "включают в себя" и экспрессируют другие кодирующие области, содержащие-
ся в векторе. Примеры селектируемых маркерных генов, известных и используемых в данной области 
техники, включают 

гены, обеспечивающие резистентность к ампициллину, стрептомицину, гентамицину, канамицину, 
гигромицину, гербициду биалафос, сульфонамиду и т.п.; и 

гены, используемые в качестве фенотипических маркеров, т.е. регуляторные гены антоциана, ген 
изопентанилтрансферазы и т.п. 

Примеры генов-репортеров, известных и используемых в данной области техники, включают лю-
циферазу (Luc), зеленый флуоресцентный белок (GFP), хлорамфеникол-ацетилтрансферазу (CAT), галак-
тозидазу (LacZ), глюкуронидазу (Gus) и т.п. Селектируемые маркеры также можно рассматривать в каче-
стве генов-репортеров. 

Термин "плазмида" относится к экстрахромосомному элементу, часто несущему ген, который не 
является частью центрального метаболизма клетки и обычно находится в форме кольцевых двухцепо-
чечных молекул ДНК. Такие элементы могут представлять собой автономно реплицирующиеся последо-
вательности, интегрирующиеся в геном последовательности, фаговые или нуклеотидные последователь-
ности, линейные, кольцевые или сверхспиральные, состоящие из одно- или двухцепочечной ДНК или 
РНК, полученные из любого источника последовательности, в которых ряд нуклеотидных последова-
тельностей был соединен или объединен рекомбинантным путем в уникальную конструкцию, способную 
вводить в клетку фрагмент промотора и последовательность ДНК для определенного генного продукта 
наряду с соответствующей 3'-нетранслируемой последовательностью. 

Эукариотические вирусные векторы, которые могут быть использованы, включают, но не ограни-
чиваются перечисленными, аденовирусные векторы, ретровирусные векторы, аденоассоциированные 
вирусные векторы и поксвирусные векторы, например векторы на основе вируса осповакцины, бакуло-
вирусные векторы или векторы на основе вируса герпеса. Невирусные векторы включают плазмиды, ли-
посомы, электрически заряженные липиды (цитофектины), комплексы ДНК-белок и биополимеры. Тер-
мин "клонирующий вектор" относится к "репликону", который является единицей длины нуклеиновой 
кислоты, которая последовательно реплицируется и который содержит точку инициации репликации, 
такому как плазмида, фаг или космида, к которой может быть присоединен другой сегмент нуклеиновой 
кислоты для осуществления репликации присоединенного сегмента. Некоторые клонирующие векторы 
способны к репликации в одном типе клеток, например бактериях, и экспрессии в другом, например эу-
кариотических клетках. Клонирующие векторы, как правило, содержат одну или более последовательно-
стей, которые могут быть использованы для отбора клеток, содержащих указанный вектор, и/или один 
или более многочисленных сайтов клонирования для встраивания представляющих интерес последова-
тельностей нуклеиновых кислот. Термин "вектор экспрессии" относится к носителю, предназначенному 
для обеспечения экспрессии встроенной последовательности нуклеиновой кислоты после введения в 
клетку-хозяина. Встраиваемую последовательность нуклеиновой кислоты размещают таким образом, 
чтобы она была функционально ассоциирована с регуляторными областями, описанными выше. 

Векторы вводят в клетки-хозяева способами, хорошо известными в данной области техники, на-
пример, путем трансфекции, электропорации, микроинъекции, трансдукции, слияния клеток, использо-
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вания диэтиламиноэтилдекстрана, осаждения фосфатом кальция, липофекции (слияние с лизосомами), 
использования генной пушки или транспортера ДНК-вектора. 

В настоящем описании термин "культура", "культивировать" и "культивирование" означает инку-
бацию клеток в условиях in vitro, которые обеспечивают рост, или деление клеток, или поддержание кле-
ток в живом состоянии. В настоящем описании термин "культивируемые клетки" означает клетки, раз-
множаемые in vitro. В настоящем описании термин "полипептид" включает единичный "полипептид", а 
также множество "полипептидов" и относится к молекуле, состоящей из мономеров (аминокислот), ли-
нейно связанных амидными связями (также известными как пептидные связи). Термин "полипептид" 
относится к любой цепи или цепям из двух или более аминокислот и не относится к конкретной длине 
продукта. Таким образом, пептиды, дипептиды, трипептиды, олигопептиды, "белок", "цепь аминокислот" 
или любой другой термин, употребляемый для обозначения цепи или цепей из двух или более аминокис-
лот, включены в определение "полипептида", и термин "полипептид" может употребляться вместо любо-
го из данных терминов или взаимозаменяемо. Термин "полипептид" также относится к продуктам по-
стэкспрессионных модификаций полипептида, включая без ограничения гликозилирование, ацетилиро-
вание, фосфорилирование, амидирование, дериватизацию известными защитными/блокирующими груп-
пами, протеолитическое расщепление или модификацию не встречающимися в природе аминокислота-
ми. Полипептид может быть получен из природного биологического источника или получен с помощью 
рекомбинантной технологии, но не обязательно транслируется с указанной последовательности нуклеи-
новой кислоты. Он может быть получен любым способом, в том числе путем химического синтеза. 

Термин "выделенный" полипептид или его фрагмент, вариант или производное относится к поли-
пептиду, который не находится в естественной среде. Не требуется конкретного уровня очистки. Напри-
мер, выделенный полипептид может быть просто извлечен из природной или естественной среды. Полу-
ченные рекомбинантным способом полипептиды и белки, экспрессированные в клетках-хозяевах, счи-
таются выделенными для цели настоящего изобретения, так же как и нативные или рекомбинантные по-
липептиды, которые были отделены, фракционированы или частично или по существу очищены любым 
подходящим способом. 

В настоящее изобретение также включены фрагменты или варианты полипептидов и их любая ком-
бинация. Термин "фрагмент" или "вариант", относящийся к полипептидным связывающим доменам или 
связывающим молекулам согласно настоящему изобретению, включает любые полипептиды, которые 
сохраняют по меньшей мере некоторые свойства (например, аффинность связывания FcRn для FcRn-
связывающего домена или варианта Fc, коагулирующая активность для варианта FVIII или активность 
связывания FVIII для VWFфрагмента фактора фон Виллебранда) исходного полипептида. Фрагменты 
полипептидов включают протеолитические фрагменты, а также фрагменты с делецией в дополнение к 
конкретным фрагментам антител, рассмотренным в иных местах настоящего документа, но не включают 
встречающийся в природе полноразмерный полипептид (или зрелый полипептид). Варианты полипеп-
тидных связывающих доменов или связывающих молекул согласно настоящему изобретению включают 
фрагменты, описанные выше, а также полипептиды с измененными аминокислотными последовательно-
стями в результате замен, делеций или встраиваний аминокислот. Варианты могут быть встречающими-
ся в природе или не встречающимися в природе. Не встречающиеся в природе варианты могут быть по-
лучены с использованием известных в данной области техники методов мутагенеза. Вариантные поли-
пептиды могут содержать консервативные или неконсервативные замены, делеций или присоединения 
аминокислот. В настоящем описании термин "VWFфрагмент фактора фон Виллебранда" или "фрагменты 
VWF" означает любые фрагменты VWF, которые взаимодействуют с FVIII и сохраняют по меньшей ме-
ре одно или более свойств, обычно обеспечиваемых полноразмерным VWF в отношении FVIII, например 
предотвращение преждевременной активации с образованием FVIIIa, предотвращение преждевременно-
го протеолиза, предотвращение ассоциации с фосфолипидными мембранами, которое может привести к 
преждевременному клиренсу, предотвращение связывания с рецепторами, ответственными за клиренс 
FVIII, которые могут связывать "оголенный" FVIII, но не FVIII, связанный с VWF, и/или стабилизация 
взаимодействий тяжелой цепи и легкой цепи FVIII. "Консервативная замена аминокислоты" представля-
ет собой замену, при которой аминокислотный остаток заменяют аминокислотным остатком, имеющим 
схожую боковую цепь. В данной области техники были определены семейства аминокислотных остат-
ков, имеющих схожие боковые цепи, включая основные боковые цепи (например, лизин, аргинин, гисти-
дин), кислотные боковые цепи (например, аспарагиновая кислота, глутаминовая кислота), незаряженные 
полярные боковые цепи (например, глицин, аспарагин, глутамин, серин, треонин, тирозин, цистеин), не-
полярные боковые цепи (например, аланин, валин, лейцин, изолейцин, пролин, фенилаланин, метионин, 
триптофан), бета-разветвленные боковые цепи (например, треонин, валин, изолейцин) и ароматические 
боковые цепи (например, тирозин, фенилаланин, триптофан, гистидин). Таким образом, если аминокис-
лоту в полипептиде заменяют другой аминокислотой из того же семейства боковых цепей, данная замена 
считается консервативной. В другом варианте реализации ряд аминокислот может быть консервативно за-
менен структурно схожим рядом, отличающимся порядком и/или составом членов семейства боковых це-
пей. Как известно в данной области техники, "идентичность последовательностей" между двумя полипеп-
тидами определяют путем сравнения аминокислотной последовательности одного полипептида с последо-



042955 

- 21 - 

вательностью второго полипептида. При рассмотрении в настоящем описании, то, является ли какой-либо 
конкретный полипептид по меньшей мере примерно на 50, 60, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 99 или 100% идентич-
ным другому полипептиду может быть определено с использованием методов и компьютерных про-
грамм/программного обеспечения, известных в данной области техники, таких как, но не ограниченных 
ими, программа BESTFIT (Висконсинский пакет программ для анализа последовательностей (Wisconsin 
Sequence Analysis Package), версия 8 для Unix, Genetics Computer Group, University Research Park, 575 
Science Drive, Madison, WI53711). В BESTFIT используется алгоритм локальной гомологии Смита 
(Smith) и Уотермана (Waterman), Advances in Applied Mathematics, 2:482-489 (1981), для обнаружения 
сегмента наибольшей гомологии двух последовательностей. При использовании BESTFIT или любой 
другой программы для выравнивания последовательностей для определения того, является ли конкрет-
ная последовательность, например на 95% идентичной эталонной последовательности согласно настоя-
щему изобретению, параметры устанавливают, конечно, так, чтобы процент идентичности рассчитывал-
ся по всей длине эталонной полипептидной последовательности, и чтобы допускались пробелы (гэпы) в 
гомологии до 5% от общего количества аминокислот в эталонной последовательности. 

В настоящем описании "аминокислоту, соответствующую" или "эквивалентную аминокислоту" в 
последовательности VWF или последовательности белка FVIII идентифицируют путем выравнивания 
для максимального увеличения идентичности или сходства между первой последовательностью VWF 
или FVIII и второй последовательностью VWF или FVIII. Номер, используемый для идентификации эк-
вивалентной аминокислоты во второй последовательности VWF или FVIII, соответствует номеру, ис-
пользуемому для идентификации соответствующей аминокислоты в первой последовательности VWF 
или FVIII. 

В настоящем описании термин "сайт встраивания" относится к положению в полипептиде FVIII или 
его фрагменте, варианте или производном, которое находится непосредственно выше положения, в кото-
ром может быть встроен гетерологичный фрагмент. "Сайт встраивания" обозначается номером, при этом 
указанный номер представляет собой номер аминокислоты в зрелом нативном FVIII (SEQ ID NO: 4), ко-
торой соответствует данный сайт встраивания, которая является непосредственно N-концевой по отно-
шению к положению встраивания. Например, термин "a3 содержит XTEN в сайте встраивания, соответст-
вующем аминокислоте 1656 последовательности SEQ ID NO: 4" означает, что гетерологичный фрагмент 
расположен между двумя аминокислотами, соответствующими аминокислоте 1656 и аминокислоте 1657 
последовательности SEQ ID NO: 4. 

В настоящем описании термин "непосредственно ниже аминокислоты" относится к положению сра-
зу после концевой карбоксильной группы указанной аминокислоты. Подобным образом термин "непо-
средственно выше аминокислоты" относится к положению сразу после концевой аминогруппы указан-
ной аминокислоты. Следовательно, в настоящем описании термин "между двумя аминокислотами сайта 
встраивания" относится к положению, в котором XTEN или любой другой полипептид встроен между 
двумя соседними аминокислотами. Таким образом, термины "встроенный непосредственно ниже амино-
кислоты" и "встроенный между двумя аминокислотами сайта встраивания" употребляются в качестве 
синонимов термину "встроенный в сайте встраивания". В настоящем описании термины "встроенный", 
"встраивают", "встроенный в" или грамматически родственные термины относятся к положению XTEN в 
химерном полипептиде относительно аналогичного положения в нативном зрелом FVIII человека. В на-
стоящем описании указанные термины относятся к характеристикам рекомбинантного полипептида 
FVIII относительно нативного зрелого FVIII человека и не означают, подразумевают или предполагают 
какие-либо способы или процессы, посредством которых был получен химерный полипептид. Например, 
в отношении химерного полипептида, предложенного согласно настоящему изобретению, термин "XTEN 
встроена непосредственно ниже остатка 745 полипептида FVIII" означает, что указанный химерный поли-
пептид содержит XTEN непосредственно ниже аминокислоты, соответствующей аминокислоте 745 в на-
тивном зрелом FVIII человека, например, ограниченную аминокислотами, соответствующими аминокис-
лотам 745 и 746 нативного зрелого FVIII человека. 

"Гибридный" или "химерный" белок содержит первую аминокислотную последовательность, свя-
занную со второй аминокислотной последовательностью, с которой она не связана в природе. Амино-
кислотные последовательности, которые обычно встречаются в отдельных белках, могут быть объедине-
ны в гибридном полипептиде, или аминокислотные последовательности, которые обычно встречаются в 
одном и том же белке, могут быть помещены в новую конфигурацию в гибридном полипептиде, напри-
мер слияние домена фактора VIII согласно настоящему изобретению с доменом Fc Ig. Гибридный белок 
получают, например, путем химического синтеза или путем получения и трансляции полинуклеотида, в 
котором пептидные области закодированы в желаемом отношении. Химерный белок может дополни-
тельно содержать вторую аминокислотную последовательность, ассоциированную с первой аминокис-
лотной последовательностью ковалентной непептидной связью или нековалентной связью. 

В настоящем описании термин "период полувыведения" относится к биологическому периоду по-
лувыведения конкретного полипептида in vivo. Период полувыведения может представлять собой время, 
необходимое для выведения половины введенного субъекту количества из кровообращения и/или других 
тканей у животного. Когда кривую клиренса конкретного полипептида строят в зависимости от времени, 
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указанная кривая обычно является двухфазной с быстрой α-фазой и более длительной β-фазой. α-фаза, 
как правило, представляет собой уравновешивание введенного полипептида Fc между внутри- и внесо-
судистым пространством и отчасти определяется размером полипептида. β-фаза, как правило, представ-
ляет собой катаболизм полипептида во внутрисосудистом пространстве. В некоторых вариантах реали-
зации FVIII и химерные белки, содержащие FVIII, являются монофазными и, таким образом, не имеют 
альфа-фазы, а имеют только одну бета-фазу. Следовательно, в некоторых вариантах реализации термин 
"период полувыведения", употребляемый в настоящем описании, относится к периоду полувыведения 
полипептида в β-фазе. Типичный период полувыведения β-фазы антитела человека у людей составляет 
21 день. 

В настоящем описании термин "связанный" относится к первой аминокислотной последовательно-
сти или нуклеотидной последовательности, ковалентно или нековалентно присоединенной ко второй 
аминокислотной последовательности или нуклеотидной последовательности соответственно. Первая 
аминокислотная или нуклеотидная последовательность может быть напрямую присоединена или соеди-
нена со второй аминокислотной или нуклеотидной последовательностью, или в качестве альтернативы 
вставочная последовательность может ковалентно присоединять первую последовательность ко второй 
последовательности. Термин "связанный" означает не только слияние первой аминокислотной последо-
вательности со второй аминокислотной последовательностью на С-конце или N-конце, но также включа-
ет встраивание всей первой аминокислотной последовательности (или второй аминокислотой последова-
тельности) в любые две аминокислоты во второй аминокислотной последовательности (или первой ами-
нокислотной последовательности соответственно). В одном из вариантов реализации первая аминокис-
лотная последовательность может быть связана со второй аминокислотной последовательностью пеп-
тидной связью или линкером. Первая нуклеотидная последовательность может быть связана со второй 
нуклеотидной последовательностью фосфодиэфирной связью или линкером. Линкер может представлять 
собой пептид, или полипептид (для полипептидных цепей), или нуклеотид, или нуклеотидную цепь (для 
нуклеотидных цепей), или любую химическую группу (как для полипептидных, так и для полинуклео-
тидных цепей). Термин "связанный" также обозначается соединительной черточкой (-). 

В настоящем описании термин "ассоциированный с" относится к ковалентной или нековалентной 
связи, образованной между первой аминокислотной цепью и второй аминокислотной цепью. В одном из 
вариантов реализации термин "ассоциированный с" означает ковалентную непептидную связь или неко-
валентную связь. Данная ассоциация может быть обозначена двоеточием, т.е. (:). В другом варианте реа-
лизации она означает ковалентную связь за исключением пептидной связи. Например, аминокислота ци-
стеин содержит тиольную группу, которая может образовывать дисульфидную связь или мостик с ти-
ольной группой во втором остатке цистеина. В большинстве встречающихся в природе молекул IgG об-
ласти СН1 и CL ассоциированы дисульфидной связью и две тяжелые цепи ассоциированы двумя ди-
сульфидными связями в положениях, соответствующих 239 и 242 с использованием системы нумерации 
Кэбота (положение 226 или 229, система нумерации EC). Примеры ковалентных связей включают, но не 
ограничиваются перечисленными, пептидную связь, металлическую связь, водородную связь, дисуль-
фидную связь, сигма-связь, пи-связь, дельта-связь, гликозидную связь, агностическую связь, изогнутую 
связь, диполярную связь, пи-дативное взаимодействие, двойную связь, тройную связь, четверную связь, 
пятикратную связь, шестикратную связь, конъюгацию, гиперконъюгацию, ароматичность, гаптность 
(hapticity) или антисвязывание. Неограничивающие примеры нековалентной связи включают ионную 
связь (например, катионная пи-связь или солевая связь), металлическую связь, водородную связь (на-
пример, диводородная связь, диводородный комплекс, низкобарьерная водородная связь или симметрич-
ная водородная связь), ван-дер-ваальсовы силы, лондоновскую дисперсионную силу, механическую 
связь, галогенную связь, аурофильность, интеркаляцию, стэкинг, энтропийную силу или химическую 
полярность. 

В настоящем описании термин "гибрид мономер-димер" относится к химерному белку, содержа-
щему первую полипептидную цепь и вторую полипептидную цепь, которые ассоциированы друг с дру-
гом дисульфидной связью, при этом первая цепь содержит фактор свертывания крови, например фактор 
VIII, и первую область Fc, а вторая цепь содержит, по существу состоит из или состоит из второй облас-
ти Fc без фактора свертывания крови. Таким образом, гибридная конструкция мономер-димер представ-
ляет собой гибрид, включающий мономерную составляющую, содержащую только один фактор сверты-
вания крови, и димерную составляющую, содержащую две области Fc. 

В настоящем описании термин "сайт расщепления" или "сайт ферментативного расщепления" отно-
сится к сайту, распознаваемому ферментом. Некоторые сайты ферментативного расщепления включают 
сайт внутриклеточного процессинга. В одном из вариантов реализации полипептид содержит сайт фермен-
тативного расщепления, расщепляемый ферментом, который активируется в каскаде свертывания крови, в 
результате чего расщепление таких сайтов происходит в месте образования сгустка крови. Такие типичные 
сайты включают, например, сайты, распознаваемые тромбином, фактором XIa или фактором Xa. Типичные 
сайты расщепления FXIa включают, например, TQSFNDFTR (SEQ ID NO: 45) и SVSQTSKLTR  
(SEQ ID NO: 46). Типичные сайты расщепления тромбином включают, например, DFLAEGGGVR (SEQ 
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ID NO: 47), TTKIKPR (SEQ ID NO: 48), LVPRG (SEQ ID NO: 49) и ALRPR (аминокислоты с 1 по 5 по-
следовательности SEQ ID NO: 50). Другие сайты ферментативного расщепления известны в данной об-
ласти техники. 

В настоящем описании термин "сайт процессинга" или "сайт внутриклеточного процессинга" отно-
сится к типу сайта ферментативного расщепления в полипептиде, который является мишенью для фер-
ментов, функционирующих после трансляции полипептида. В одном из вариантов реализации такие 
ферменты функционируют во время транспорта из просвета аппарата Гольджи в транскомпартмент ап-
парата Гольджи. Ферменты внутриклеточного процессинга расщепляют полипептиды перед секрецией 
белка из клетки. Примеры таких сайтов процессинга включают, например, сайты, на которые прицельно 
воздействует семейство эндопептидаз РАСЕ/фурина (где РАСЕ является акронимом для фермента, рас-
щепляющего белок в месте спаренных основных аминокислот (Paired basic Amino acid Cleaving 
Enzyme)). Данные ферменты локализованы в мембране Гольджи и расщепляют белки на карбоксиконце-
вой стороне последовательности-мотива Arg-[любой остаток]-(Lys или Arg)-Arg. В настоящем описании 
"фуриновое" семейство ферментов включает, например, PCSK1 (также известный как PC1/PC3), PCSK2 
(также известный как РС2), PCSK3 (также известный как фурин или PACE), PCSK4 (также известный 
как РС4), PCSK5 (также известный как РС5 или РС6), PCSK6 (также известный как PACE4) или PCSK7 
(также известный как PC7/LPC, РС8 или SPC7). Другие сайты процессинга известны в данной области 
техники. Очевидно, что в конструкциях, содержащих более одного сайта процессинга или расщепления, 
такие сайты могут быть одинаковыми или разными. 

Термин "фурин" относится к ферментам, соответствующим EC № 3.4.21.75. Фурин представляет 
собой подобную субтилизину пропротеинконвертазу, также известную как PACE (фермент, расщепляю-
щий белок в месте спаренных основных аминокислот). Фурин удаляет фрагменты неактивных белков-
предшественников с превращением их в биологически активные белки. Во время внутриклеточного 
транспорта пропептид VWF может быть отщеплен от зрелой молекулы VWF под действием фермента 
фурина. В некоторых вариантах реализации фурин отщепляет D1D2 от D'D3 в VWF. В других вариантах 
реализации нуклеотидная последовательность, кодирующая фурин, может быть экспрессирована совме-
стно с нуклеотидной последовательностью, кодирующей VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, так 
что домены D1D2 могут отщепляться внутри клетки под действием фурина. 

Очевидно, что в конструкциях, содержащих более одного сайта процессинга или расщепления, та-
кие сайты могут быть одинаковыми или разными. 

В настоящем описании термин "процессируемый линкер" относится к линкеру, содержащему по 
меньшей мере один сайт внутриклеточного процессинга, описанный в иных местах настоящего документа. 

В настоящем описании термин "нарушение гемостаза" означает генетически наследованное или 
приобретенное состояние, характеризующееся склонностью к кровоизлиянию либо спонтанному, либо в 
результате травмы, вследствие нарушенной способности или неспособности образовывать фибриновый 
сгусток. Примеры таких нарушений включают гемофилию. Три основные формы представляют собой 
гемофилию А (дефицит фактора VIII), гемофилию В (дефицит фактора IX или "болезнь Кристмаса") и 
гемофилию С (дефицит фактора XI, умеренная склонность к кровотечению). Другие нарушения гемоста-
за включают, например, болезнь фон Виллебранда, дефицит фактора XI (дефицит PTA), дефицит факто-
ра XII, дефицит или структурные нарушения фибриногена, протромбина, фактора V, фактора VII, факто-
ра X или фактора XIII, синдром Бернара-Сулье, который представляет собой дефект или дефицит GPIb 
(GPIb, рецептор для VWF, может иметь дефект и приводить к отсутствию образования первичного сгу-
стка (первичный гемостаз) и повышенной склонности к кровотечениям), и тромбастению Гланцманна и 
Негели (тромбастения Гланцманна). При печеночной недостаточности (острой и хронической формах) 
происходит недостаточная выработка факторов свертывания крови печенью; это может увеличивать риск 
кровотечения. 

Химерные молекулы согласно настоящему изобретению можно применять профилактически. В на-
стоящем описании термин "профилактическое лечение" относится к введению молекулы до эпизода кро-
вотечения. В одном из вариантов реализации субъект, нуждающийся в общем гемостатическом средстве, 
подвергается или вскоре подвергнется оперативному вмешательству. Химерный белок согласно настоя-
щему изобретению может быть введен до или после оперативного вмешательства в качестве профилак-
тического средства. Химерный белок согласно настоящему изобретению может быть введен во время 
или после оперативного вмешательства для контроля острого эпизода кровотечения. Указанное опера-
тивное вмешательство может включать, но не ограничивается ими, трансплантацию печени, резекцию 
печени, стоматологические процедуры или трансплантацию стволовых клеток. 

Химерный белок согласно настоящему изобретению также применяют для лечения по необходимо-
сти. Термин "лечение по необходимости" относится к введению химерной молекулы в ответ на симпто-
мы эпизода кровотечения или перед активностью, которая может вызвать кровотечение. В соответствии 
с одним из аспектов лечение по необходимости можно осуществлять у субъекта, когда начинается кро-
вотечение, например, после повреждения или когда ожидается кровотечение, например, перед оператив-
ным вмешательством. В соответствии с другим аспектом лечение по необходимости можно осуществ-
лять до активности, которая увеличивает риск кровотечения, такой как контактные виды спорта. 
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В настоящем описании термин "острое кровотечение" относится к эпизоду кровотечения вне зави-
симости от первопричины. Например, у субъекта может быть травма, уремия, наследственное наруше-
ние, сопровождающееся повышенной кровоточивостью (например, дефицит фактора VII), нарушение 
функции тромбоцитов или резистентность вследствие выработки антител к факторам свертывания крови. 
В настоящем описании термин "лечить", "лечение", "осуществление лечения" относится, например, к 

уменьшению тяжести заболевания или состояния; уменьшению продолжительности течения забо-
левания; 

уменьшению интенсивности одного или более симптомов, связанных с заболеванием или состоянием; 
обеспечению полезных эффектов для субъекта с заболеванием или состоянием без обязательного 

излечивания указанного заболевания или состояния или профилактике одного или более симптомов, свя-
занных с заболеванием или состоянием. 

В одном из вариантов реализации термин "осуществление лечения" или "лечение" означает под-
держание минимального уровня FVIII, составляющего по меньшей мере примерно 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 или 20 МЕ/дл, у субъекта путем введения химерного белка или 
VWFфрагмента фактора фон Виллебранда согласно настоящему изобретению. В другом варианте реали-
зации термин "осуществление лечения" или "лечение" означает поддержание минимального уровня FVIII 
от примерно 1 МЕ/дл до примерно 20 МЕ/дл, от примерно 2 МЕ/дл до примерно 20 МЕ/дл, от примерно 
3 МЕ/дл до примерно 20 МЕ/дл, от примерно 4 МЕ/дл до примерно 20 МЕ/дл, от примерно 5 МЕ/дл до 
примерно 20 МЕ/дл, от примерно 6 МЕ/дл до примерно 20 МЕ/дл, от примерно 7 МЕ/дл до примерно  
20 МЕ/дл, от примерно 8 МЕ/дл до примерно 20 МЕ/дл, от примерно 9 МЕ/дл до примерно 20 МЕ/дл или 
от примерно 10 МЕ/дл до примерно 20 МЕ/дл. Термин "лечение" или "осуществление лечения" заболе-
вания или состояния также может включать поддержание активности FVIII у субъекта на уровне, сопос-
тавимом с по меньшей мере примерно 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 или 20% 
активности FVIII у субъекта, не страдающего гемофилией. Минимальный уровень, необходимый для 
лечения, может быть измерен одним или более известными способами и может быть скорректирован 
(повышен или понижен) для каждого человека. 

Химерные белки. 
Настоящее изобретение относится к увеличению периода полувыведения белка, представляющего 

собой фактор VIII, с использованием VWFфрагмента фактора фон Виллебранда и последовательности 
XTEN путем предотвращения или ингибирования ассоциации фактора, ограничивающего период полу-
выведения FVIII, т.е. VWFэндогенного фактора фон Виллебранда, с белком FVIII. Эндогенный VWF ас-
социирует с от примерно 95% до примерно 98% FVIII в нековалентные комплексы. Тогда как эндоген-
ный VWF является фактором, ограничивающим период полувыведения FVIII, также известно, что эндо-
генный VWF, связанный с белком FVIII, защищает FVIII различными способами. Например, полнораз-
мерный VWF (в виде мультимера, имеющего массу примерно 250 кДа) может защищать FVIII от расще-
пления протеазой и активации FVIII, стабилизировать тяжелую цепь и/или легкую цепь FVIII и предот-
вращать клиренс FVIII фагоцитарными рецепторами. Но в то же время эндогенный VWF ограничивает 
период полувыведения FVIII путем предотвращения пиноцитоза и путем выведения комплекса FVIII-
VWF из системы по пути клиренса VWF. Без конкретного теоретического обоснования считается, что 
эндогенный VWF является фактором, ограничивающим период полувыведения, который препятствует 
более чем примерно двукратному увеличению периода полувыведения белка FVIII, слитого с "увеличи-
телем" периода полувыведения, по сравнению с периодом полувыведения FVIII дикого типа. Следова-
тельно, настоящее изобретение относится к предотвращению или ингибированию взаимодействия между 
VWFэндогенным фактором фон Виллебранда и белком FVIII с использованием VWFфрагмента фактора 
фон Виллебранда, что тем самым увеличивает период полувыведения белка FVIII, путем использования 
только последовательности XTEN или последовательности XTEN в комбинации с константной областью 
Ig или ее частью. Последовательность XTEN может быть связана с белком FVIII или VWFфрагментом 
фактора фон Виллебранда. Таким образом, белок FVIII, ассоциированный с VWFфрагментом фактора 
фон Виллебранда, медленнее выводится из кровообращения одним или более рецепторами, ответствен-
ными за клиренс VWF, и, следовательно, может демонстрировать полное увеличение периода полувыве-
дения последовательностью XTEN или последовательностью XTEN в комбинации с константной обла-
стью Ig по сравнению с FVIII дикого типа или белком FVIII, не содержащим VWFфрагмент фактора фон 
Виллебранда. 

В одном из вариантов реализации VWFфрагмент фактора фон Виллебранда ассоциирован (или свя-
зан) с белком FVIII ковалентной или нековалентной связью. Однако в некоторых случаях физическая 
блокировка или химическая ассоциация (например, образование нековалентных связей) VWFфрагмента 
фактора фон Виллебранда и белка FVIII может не быть достаточно сильной для обеспечения стабильного 
комплекса, содержащего белок FVIII и VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, в присутствии VWFэн-
догенного фактора фон Виллебранда. Например, VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, образующий 
нековалентную связь с белком FVIII без каких-либо других связей, может легко отделяться от белка 
FVIII in vivo в присутствии VWFэндогенного фактора фон Виллебранда с заменой VWFфрагмента фак-
тора фон Виллебранда (например, рекомбинантного VWF, т.е. rVWF) на эндогенный VWF. Следователь-
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но, белок FVIII, нековалентно связанный с VWFэндогенным фактором фон Виллебранда, будет претер-
певать путь клиренса VWF и легко выводиться из системы. Для предотвращения диссоциации 
VWFфрагмента фактора фон Виллебранда с белком FVIII в некоторых вариантах реализации ассоциация 
или связь между белком FVIII и VWFфрагментом фактора фон Виллебранда представляет собой кова-
лентную связь, например пептидную связь, одну или более аминокислот или дисульфидную связь. В не-
которых вариантах реализации ассоциация (т.е. связь) между присоединяемым фрагментом и белком 
FVIII представляет собой пептидную связь или линкер между белком FVIII и VWFфрагментом фактора 
фон Виллебранда ("линкер FVIII/VWF"). Неограничивающие примеры линкера описаны в иных местах 
настоящего документа. В некоторых вариантах реализации VWFфрагмент фактора фон Виллебранда 
представляет собой полипептид, содержащий, по существу состоящий из или состоящий из по меньшей 
мере примерно 10, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400, 1500, 1600, 
1700, 1800, 1900, 2000, 2500, 3000 или 4000 аминокислот. Неограничивающие примеры VWFфрагмента 
фактора фон Виллебранда описаны в иных местах настоящего документа. 

В некоторых вариантах реализации VWFфрагмент фактора фон Виллебранда химически (например, 
нековалентно) связывается с или физически блокирует один или более сайтов VWFсвязывания фактора 
фон Виллебранда в белке FVIII. Сайт VWFсвязывания фактора фон Виллебранда в белке FVIII находится 
в пределах домена A3 или домена С2 белка FVIII. В других вариантах реализации сайт VWFсвязывания 
фактора фон Виллебранда в белке FVIII находится в пределах домена A3 и домена С2. Например, сайт 
VWFсвязывания фактора фон Виллебранда в белке FVIII может соответствовать аминокислотам с 1669 
по 1689 и/или с 2303 по 2332 последовательности SEQ ID NO: 4 [полноразмерный зрелый FVIII]. 

Согласно настоящему изобретению также предложен химерный белок (содержащий белок FVIII и 
VWFфрагмент фактора фон Виллебранда), дополнительно содержащий одну или более последователь-
ностей XTEN, которые обеспечивают свойства дополнительного увеличения периода полувыведения. 
Одна или более последовательностей XTEN могут быть встроены в белок FVIII или VWFфрагмент фак-
тора фон Виллебранда или связаны с N-концом или С-концом белка FVIII или VWFфрагмента фактора 
фон Виллебранда. Настоящее изобретение также включает белок FVIII, связанный с последовательно-
стью XTEN (первым фрагментом, увеличивающим период полувыведения) и константной областью Ig 
или ее частью (вторым фрагментом, увеличивающим период полувыведения), так чтобы указанные два 
фрагмента, увеличивающие период полувыведения, увеличивали период полувыведения белка FVIII по 
двум разным механизмам. 

В некоторых вариантах реализации химерный белок содержит белок FVIII, связанный с первой 
константной областью Ig или ее частью (например, первым партнером по связыванию FcRn), VWFфраг-
мент фактора фон Виллебранда, связанный со второй константной областью Ig или ее частью (например, 
вторым партнером по связыванию FcRn) и одну или более последовательностей XTEN, встроенных или 
связанных с указанным белком FVIII или VWFфрагментом фактора фон Виллебранда, при этом 
VWFфрагмент фактора фон Виллебранда предотвращает связывание фактора, ограничивающего период 
полувыведения FVIII (например, VWFэндогенного фактора фон Виллебранда), с белком FVIII, при этом 
первая и вторая константные области Ig или их части образуют ковалентную связь, например дисуль-
фидную связь, и одна или более последовательностей XTEN увеличивают период полувыведения белка 
FVIII. В некоторых вариантах реализации химерный белок согласно настоящему изобретению содержит 
белок FVIII, связанный с VWFфрагментом фактора фон Виллебранда необязательным линкером  
(т.е. линкером FVIII/VWF), и одну или более последовательностей XTEN, встроенных или связанных с 
указанным белком FVIII или VWFфрагментом фактора фон Виллебранда, при этом VWFфрагмент фак-
тора фон Виллебранда предотвращает связывание фактора, ограничивающего период полувыведения 
FVIII (например, VWFэндогенного фактора фон Виллебранда), с белком FVIII, и одна или более после-
довательностей XTEN увеличивают период полувыведения белка FVIII. В соответствии с одним из ас-
пектов необязательный линкер (линкер FVIII/VWF) содержит мотив распознавания сортазой. В соответ-
ствии с другим аспектом необязательный линкер (линкер FVIII/VWF) содержит расщепляемый сайт. 
Примеры расщепляемого линкера (т.е. линкера, содержащего один или более сайтов расщепления) опи-
саны в иных местах настоящего документа. 

Химерный белок согласно настоящему изобретению содержит, но не ограничивается ими, 
(1) VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, содержащий домен D' и домен D3, последователь-

ность XTEN и FVIII, при этом последовательность XTEN связана с VWFфрагментом фактора фон Вил-
лебранда; 

(2) белок FVIII, последовательность XTEN и константную область Ig или ее часть, при этом белок 
FVIII связан с последовательностью XTEN и константной областью Ig или ее частью; или 

(3) белок FVIII, последовательность XTEN и VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, при этом 
последовательность XTEN связана с белком FVIII на С-конце или N-конце или встроена непосредствен-
но ниже одной или более аминокислот (например, один или более сайтов встраивания XTEN) FVIII, и 
VWFфрагмент фактора фон Виллебранда и белок FVIII ассоциированы друг с другом. 

(1) Фрагмент фактора фон Виллебранда (VWF), связанный с XTEN и FVIII. 
Настоящее изобретение относится к химерному белку, содержащему 
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(i) VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, содержащий домен D' и домен VWFD3 фактора фон 
Виллебранда; 

(ii) последовательность XTEN; и 
(iii) белок FVIII, 
при этом (i), (ii) и (iii) связаны или ассоциированы друг с другом. 
VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, связанный с последовательностью XTEN, в виде части 

химерного белка согласно настоящему изобретению ассоциирует с белком FVIII, что таким образом пре-
дотвращает или ингибирует взаимодействие между VWFэндогенным фактором фон Виллебранда и бел-
ком FVIII. В некоторых вариантах реализации VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, способный пре-
дотвращать или ингибировать связывание белка FVIII с VWFэндогенным фактором фон Виллебранда, в 
то же время может обладать по меньшей мере одним подобным VWF защитным свойством в отношении 
FVIII. Примеры подобных VWF защитных свойств в отношении FVIII включают, но не ограничиваются 
перечисленными, защиту FVIII от расщепления протеазой и активации FVIII, стабилизацию тяжелой 
и/или легкой цепи FVIII и предотвращение клиренса FVIII фагоцитарными рецепторами. В результате 
VWFфрагмент фактора фон Виллебранда может предотвращать клиренс белка FVIII по пути клиренса 
VWF, что таким образом снижает клиренс FVIII из системы кровообращения. В некоторых вариантах 
реализации фрагменты VWF согласно настоящему изобретению связываются или ассоциируются с бел-
ком FVIII и/или физически или химически блокируют сайт VWFсвязывания фактора фон Виллебранда в 
белке FVIII. Таким образом, белок FVIII, ассоциированный с VWFфрагментом фактора фон Виллебран-
да, выводится из кровообращения медленнее по сравнению с FVIII дикого типа или FVIII, не ассоцииро-
ванным с VWFфрагментом фактора фон Виллебранда. 

В одном из вариантов реализации настоящее изобретение относится к химерному белку, содержа-
щему 

(i) VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, содержащий домен D' и домен VWFD3 фактора фон 
Виллебранда; 

(ii) последовательность XTEN; и 
(iii) белок FVIII, при этом последовательность XTEN связана с VWFфрагментом фактора фон Вил-

лебранда (например, (a1) V-X или (а2) X-V, где V содержит VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, и 
X содержит последовательность XTEN), и VWFфрагмент фактора фон Виллебранда связан или ассоции-
рован с белком FVIII. 

В другом варианте реализации VWFфрагмент фактора фон Виллебранда и последовательность 
XTEN могут быть связаны линкером (например, (a3) V-L-X или (а4) X-L-V) или пептидной связью. Ука-
занный линкер может представлять собой расщепляемый линкер, например расщепляемый тромбином 
линкер, который может быть расщеплен в месте коагуляции. В других вариантах реализации VWFфраг-
мент фактора фон Виллебранда, последовательность XTEN и белок FVIII "помещены" в одну полипеп-
тидную цепь. В других вариантах реализации химерный белок содержит две полипептидные цепи: 

первую цепь, содержащую VWFфрагмент фактора фон Виллебранда и последовательность XTEN; и 
вторую цепь, содержащую белок FVIII. 
В других вариантах реализации химерный белок содержит три полипептидные цепи: 
первую цепь, содержащую VWFфрагмент фактора фон Виллебранда и последовательность XTEN; 
вторую цепь, содержащую легкую цепь FVIII; и 
третью цепь, содержащую тяжелую цепь FVIII, 
при этом первая цепь и вторая цепь ассоциированы друг с другом (например, ковалентная связь, 

например, дисульфидная связь) и вторая цепь и третья цепь ассоциированы друг с другом (например, 
металлическая связь). 

В других вариантах реализации последовательность XTEN может быть связана с N-концом или  
С-концом VWFфрагмента фактора фон Виллебранда или встроена непосредственно ниже одной или бо-
лее аминокислот во фрагменте VWF. 

В некоторых вариантах реализации химерный белок согласно настоящему изобретению имеет фор-
мулу, включающую 

 
где V содержит VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, 
X содержит одну или более последовательностей XTEN, и FVIII содержит белок FVIII, 
(-) представляет собой пептидную связь или одну или более аминокислот, и 
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(:) представляет собой химическую ассоциацию или физическую ассоциацию. 
В одном из вариантов реализации (:) представляет собой химическую ассоциацию, например по 

меньшей мере одну непептидную связь. В другом варианте реализации химическая ассоциация, т.е. (:), 
представляет собой ковалентную связь. В других вариантах реализации химическая ассоциация, т.е. (:), 
представляет собой нековалентное взаимодействие, например ионное взаимодействие, гидрофобное вза-
имодействие, гидрофильное взаимодействие, ван-дер-ваальсово взаимодействие или водородную связь. 
В других вариантах реализации (:) представляет собой непептидную ковалентную связь. В других вари-
антах реализации (:) представляет собой пептидную связь. В других вариантах реализации (:) представ-
ляет собой физическую ассоциацию между двумя последовательностями, при которой часть первой по-
следовательности располагается очень близко ко второй последовательности, в результате чего первая 
последовательность защищает от или блокирует взаимодействие части второй последовательности с дру-
гим фрагментом и, кроме того, данная физическая ассоциация поддерживается, не позволяя второй по-
следовательности взаимодействовать с другими фрагментами. Ориентация полипептидных формул в 
настоящем описании приведена от N-конца (слева) к С-концу (справа). Например, формула V-X-FVIII 
означает формулу NH2-V-X-FVIII-COOH. В одном из вариантов реализации формулы, описанные в на-
стоящем документе, могут содержать любые дополнительные последовательности между двумя фраг-
ментами. Например, формула V-X-FVIII может дополнительно содержать любые последовательности на 
N-конце V между V и X, между X и FVIII или на С-конце FVIII, если не указано иное. В другом варианте 
реализации соединительная черточка (-) означает пептидную связь. 

В других вариантах реализации химерный белок согласно настоящему изобретению имеет форму-
лу, включающую 

 
где V(X1) содержит VWFфрагмент фактора фон Виллебранда и первую последовательность XTEN 

(X1), 
при этом указанная последовательность XTEN встроена непосредственно ниже одной или более 

аминокислот во фрагменте VWF, 
Х2 содержит одну или более необязательных последовательностей XTEN, 
FVIII содержит белок FVIII, 
(-) представляет собой пептидную связь или одну или более аминокислот, и 
(:) представляет собой химическую ассоциацию или физическую ассоциацию. 
В некоторых вариантах реализации химерный белок содержит 
(i) VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, содержащий домен D' и домен VWFD3 фактора фон 

Виллебранда; 
(ii) последовательность XTEN; 
(iii) белок FVIII; 
(iv) первый необязательный линкер; и 
(v) второй необязательный линкер, при этом последовательность XTEN связана с VWFфрагментом 

фактора фон Виллебранда и/или с белком FVIII линкером. 
В некоторых вариантах реализации химерный белок имеет формулу, включающую 

 
где V содержит VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, 
X содержит одну или более последовательностей XTEN, 
FVIII содержит белок FVIII; 
L1 содержит первый необязательный линкер, например первый расщепляемый линкер, 
L2 содержит второй необязательный линкер, например второй расщепляемый линкер или возмож-

ный процессируемый линкер, 
(-) представляет собой пептидную связь или одну или более аминокислот, и 
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(:) представляет собой химическую ассоциацию или физическую ассоциацию. 
В одном из вариантов реализации (:) представляет собой химическую ассоциацию, например по 

меньшей мере одну непептидную связь. В другом варианте реализации химическая ассоциация, т.е. (:), 
представляет собой ковалентную связь. В других вариантах реализации химическая ассоциация, т.е. (:), 
представляет собой нековалентное взаимодействие, например ионное взаимодействие, гидрофобное вза-
имодействие, гидрофильное взаимодействие, ван-дер-ваальсово взаимодействие или водородную связь. 
В других вариантах реализации (:) представляет собой непептидную ковалентную связь. В других вари-
антах реализации (:) представляет собой пептидную связь. В других вариантах реализации (:) представ-
ляет собой физическую ассоциацию между двумя последовательностями, при которой часть первой по-
следовательности располагается очень близко ко второй последовательности, в результате чего первая 
последовательность защищает от или блокирует взаимодействие части второй последовательности с дру-
гим фрагментом и, кроме того, данная физическая ассоциация поддерживается, не позволяя второй по-
следовательности взаимодействовать с другими фрагментами. Ориентация полипептидных формул в 
настоящем описании приведена от N-конца (слева) к С-концу (справа). Например, формула (b1) V-L1-X-
L2-FVIII означает формулу NH2-V-L1-X-L2-FVIII-COOH. В одном из вариантов реализации формулы, 
описанные в настоящем документе, могут содержать любые дополнительные последовательности между 
двумя фрагментами. В другом варианте реализации соединительная черточка (-) означает пептидную 
связь. 

Другой аспект настоящего изобретения состоит в получении химерного белка FVIII, демонстри-
рующего пониженные взаимодействия или отсутствие взаимодействий с фактором, ограничивающим 
период полувыведения FVIII, например VWFэндогенным фактором фон Виллебранда, и одновременно 
максимально увеличивающего период полувыведения белка FVIII с использованием последовательности 
XTEN (первый "увеличитель" периода полувыведения) в комбинации со вторым "увеличителем" периода 
полувыведения или фрагментом, обеспечивающим ковалентную связь между белком FVIII и VWFфраг-
ментом фактора фон Виллебранда, например константной областью Ig или ее частью. В одном из вари-
антов реализации химерный белок согласно настоящему изобретению содержит 

(i) VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, содержащий домен D' и домен VWFD3 фактора фон 
Виллебранда; 

(ii) последовательность XTEN; 
(iii) белок FVIII; и 
(iv) константную область Ig или ее часть (также обозначаемую в настоящем описании F), при этом 
(1) VWFфрагмент фактора фон Виллебранда связан с последовательностью XTEN необязательным 

линкером, например, расщепляемым линкером; 
(2) VWFфрагмент фактора фон Виллебранда ассоциирован или связан с белком FVIII дополнитель-

ным необязательным линкером, например, расщепляемым линкером; и 
(3) константная область Ig или ее часть связана с VWFфрагментом фактора фон Виллебранда, по-

следовательностью XTEN или белком FVIII. 
В другом варианте реализации химерный белок согласно настоящему изобретению содержит 
(i) VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, содержащий домен D' и домен VWFD3 фактора фон 

Виллебранда; 
(ii) последовательность XTEN; 
(iii) белок FVIII; 
(iv) константную область Ig или ее часть (F1 или первая константная область Ig или ее часть); и 
(v) дополнительную константную область Ig или ее часть (F2 или вторая константная область Ig или 

ее часть), при этом 
(1) VWFфрагмент фактора фон Виллебранда связан с последовательностью XTEN необязательным 

линкером, например расщепляемым линкером; 
(2) последовательность XTEN или VWFфрагмент фактора фон Виллебранда связан с константной 

областью Ig или ее частью; 
(3) FVIII связан с дополнительной константной областью Ig или ее частью; и 
(4) константная область Ig или ее часть ассоциирована или связана с дополнительной константной 

областью Ig или ее частью. 
В одном из вариантов реализации ассоциация или связь между двумя константными областями Ig 

или их частью представляет собой ковалентную связь, например дисульфидную связь. В другом вариан-
те реализации ассоциация или связь между двумя константными областями Ig или их частью представля-
ет собой процессируемый линкер, при этом указанный процессируемый линкер подвергается внутрикле-
точному процессингу под действием протеазы. 
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Например, химерный белок имеет формулу, включающую 

 

 
где V содержит VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, 
каждый из L1 и L3 содержит необязательный линкер, 
L2 содержит необязательный линкер, например расщепляемый линкер; 
L4 представляет собой необязательный линкер, например процессируемый линкер, 
FVIII содержит белок FVIII, 
X содержит одну или более последовательностей XTEN, 
F1 содержит необязательную первую константную область Ig или ее часть, 
F2 содержит необязательную дополнительную константную область Ig или ее часть, 
(-) представляет собой пептидную связь или одну или более аминокислот, и 
(:) представляет собой химическую ассоциацию или физическую ассоциацию. 
В некоторых вариантах реализации белок FVIII в любых конструкциях или формулах, описанных в 

настоящем документе, может дополнительно содержать по меньшей мере одну, по меньшей мере две, по 
меньшей мере три, по меньшей мере четыре, по меньшей мере пять или по меньшей мере шесть последо-
вательностей XTEN, при этом каждая из последовательностей XTEN встроена непосредственно ниже 
одной или более аминокислот в белке FVIII или связана с N-концом или С-концом белка FVIII. 

Неограничивающие примеры сайтов встраивания XTEN описаны в иных местах настоящего доку-
мента. 

В одном из вариантов реализации (:) представляет собой химическую ассоциацию, например по 
меньшей мере одну непептидную связь. В другом варианте реализации химическая ассоциация, т.е. (:), 
представляет собой ковалентную связь. В других вариантах реализации химическая ассоциация, т.е. (:), 
представляет собой нековалентное взаимодействие, например ионное взаимодействие, гидрофобное вза-
имодействие, гидрофильное взаимодействие, ван-дер-ваальсово взаимодействие или водородную связь. 
В других вариантах реализации (:) представляет собой непептидную ковалентную связь. В других вари-
антах реализации (:) представляет собой пептидную связь. В других вариантах реализации (:) представ-
ляет собой физическую ассоциацию между двумя последовательностями, при которой часть первой по-
следовательности располагается очень близко ко второй последовательности, в результате чего первая 
последовательность защищает от или блокирует взаимодействие части второй последовательности с дру-
гим фрагментом и, кроме того, данная физическая ассоциация поддерживается, не позволяя второй по-
следовательности взаимодействовать с другими фрагментами. Ориентация полипептидных формул в 
настоящем описании приведена от N-конца (слева) к С-концу (справа). Например, формула (n) F1-L1-X-
L2-V-L4-F2-L2-FVIII означает формулу NH2-F1-L1-X-L2-V-L4-F2-L2-FVIII-COOH. В одном из вариан-
тов реализации формулы, описанные в настоящем документе, могут содержать любые дополнительные 
последовательности между двумя фрагментами. В другом варианте реализации соединительная черточка 
(-) означает пептидную связь. 

В одном из вариантов реализации любая из или как константная область Ig или ее часть (иногда 
обозначаемая в настоящем описании "F" или "F1"), так и дополнительная константная область Ig или ее 
часть (иногда обозначаемая в настоящем описании "F2"), связанная с VWFфрагментом фактора фон 
Виллебранда или белком FVIII, могут увеличивать период полувыведения VWFфрагмента фактора фон 
Виллебранда, белка FVIII или обоих. В другом варианте реализации пара константной области Ig или ее 
части (иногда обозначаемой в настоящем описании "F" или "F1") и дополнительной константной области 
Ig или ее части (иногда обозначаемой в настоящем описании "F2"), каждая из которых связана с 
VWFфрагментом фактора фон Виллебранда и белком FVIII, обеспечивает более сильную связь, чем не-
ковалентная связь между белком FVIII и VWFфрагментом фактора фон Виллебранда, т.е. ковалентную 
связь, например дисульфидную связь, что тем самым предотвращает замену VWFфрагмента фактора фон 
Виллебранда VWFэндогенным фактором фон Виллебранда in vivo. F1 или F2 может содержать область 
Fc или партнер по связыванию FcRn. В других вариантах реализации любая из или как F1, так и F2, свя-
занные с VWFфрагментом фактора фон Виллебранда и/или белком FVIII, образуют ковалентную связь 
(например, дисульфидную связь) между F1 и F2, тем самым располагая очень близко VWFфрагмент фак-
тора фон Виллебранда и белок FVIII с предотвращением взаимодействия белка FVIII с VWFфрагментом 
фактора фон Виллебранда. В некоторых вариантах реализации F1 и F2 являются одинаковыми или раз-



042955 

- 30 - 

ными. Неограничивающие примеры F1 и F2 могут быть выбраны из группы, состоящей из домена СН1, 
домена СН2, домена CH3, домена СН4, шарнирного домена, их любых функциональных фрагментов, 
производных или аналогов и их двух или более комбинаций. В одном из вариантов реализации F1, F2 
или обе содержат по меньшей мере один домен СН1, по меньшей мере один домен СН2, по меньшей ме-
ре один домен CH3, по меньшей мере один домен СН4 или их функциональные фрагменты, производные 
или аналоги. В другом варианте реализации F1, F2 или обе содержат по меньшей мере один шарнирный 
домен или его часть и по меньшей мере один домен СН2 или его часть (например, в ориентации шарнир-
ный домен-СН2). В других вариантах реализации F1, F2 или обе содержат по меньшей мере один домен 
СН2 или его часть и по меньшей мере один домен CH3 или его часть (например, в ориентации  
СН2-CH3). Примеры комбинации включают, но не ограничиваются перечисленными, домен СН2, домен 
CH3 и шарнирный домен, которые также известны как область Fc (или домен Fc), например первая об-
ласть Fc или первый партнер по связыванию FcRn для F1 и вторая область Fc или второй партнер по свя-
зыванию FcRn для F2. В других вариантах реализации F1 связана с VWFфрагментом фактора фон Вил-
лебранда линкером и/или F2 связана с белком FVIII линкером. В некоторых вариантах реализации F1 
и/или F2 содержит, по существу состоит из или состоит из шарнирного домена. Дополнительные неогра-
ничивающие примеры областей Fc или партнеров по связыванию FcRn описаны в иных местах настоя-
щего документа. 

В некоторых вариантах реализации химерный белок согласно настоящему изобретению содержит 
две полипептидные цепи: 

первую полипептидную цепь, содержащую, по существу состоящую из или состоящую из VWFфраг-
мента фактора фон Виллебранда, содержащего домен D' и домен D3, последовательности XTEN, первой 
константной области Ig или ее части (например, первой области Fc) и необязательного линкера между 
VWFфрагментом фактора фон Виллебранда и последовательностью XTEN или последовательностью 
XTEN или первой константной областью Ig или ее частью; и 

вторую полипептидную цепь, содержащую, по существу состоящую из или состоящую из белка 
FVIII и второй константной области Ig или ее части (например, второй области Fc). 

Линкер между VWFфрагментом фактора фон Виллебранда и первой константной областью Ig или 
ее частью может представлять собой расщепляемый линкер, например расщепляемый тромбином лин-
кер, который может быть расщеплен в месте коагуляции. В некоторых вариантах реализации первая по-
липептидная цепь и вторая полипептидная цепь ассоциированы друг с другом. Ассоциация первой цепи 
и второй цепи предотвращает замену первой цепи, содержащей VWFфрагмент фактора фон Виллебран-
да, VWFэндогенным фактором фон Виллебранда in vivo. В одном из вариантов реализации ассоциация 
между первой цепью и второй цепью может представлять собой ковалентную связь. В конкретном вари-
анте реализации ковалентная связь представляет собой дисульфидную связь. В некоторых вариантах ре-
ализации белок FVIII во второй цепи содержит также одну или более последовательностей XTEN, свя-
занных с С-концом или N-концом белка FVIII или встроенных непосредственно ниже одной или более 
аминокислот (например, по меньшей мере один сайт встраивания, описанный в настоящем документе) в 
белке FVIII. Неограничивающие примеры сайтов встраивания описаны в иных местах настоящего доку-
мента. 

В других вариантах реализации химерный белок согласно настоящему изобретению содержит три 
полипептидные цепи, при этом первая полипептидная цепь содержит, по существу состоит из или состо-
ит из тяжелой цепи белка FVIII, вторая полипептидная цепь содержит, по существу состоит из или со-
стоит из легкой цепи белка FVIII, слитой с первой константной областью Ig или ее частью (например, 
первой областью Fc), и третья полипептидная цепь содержит, по существу состоит из или состоит из 
VWFфрагмента фактора фон Виллебранда, содержащего домен D' и домен D3, последовательности 
XTEN, второй константной области Ig или ее части (например, второй области Fc), и необязательного 
линкера между последовательностью XTEN и второй константной областью Ig или ее частью, или 
VWFфрагментом фактора фон Виллебранда и последовательностью XTEN. Линкер в третьей цепи может 
представлять собой расщепляемый линкер, который расщепляется в месте коагуляции, например расще-
пляемый тромбином линкер. В некоторых вариантах реализации тяжелая цепь FVIII или легкая цепь 
FVIII связана с одной или более последовательностями XTEN, которые могут быть связаны с N-концом, 
С-концом или встроены в одном или более сайтах встраивания в пределах последовательности FVIII. 
Неограничивающие примеры сайтов встраивания описаны в иных местах настоящего документа. 

В других вариантах реализации химерный белок согласно настоящему изобретению содержит две 
полипептидные цепи: 

первую полипептидную цепь, содержащую, по существу состоящую из или состоящую из тяжелой 
цепи белка FVIII; и 

вторую полипептидную цепь, содержащую, по существу состоящую из или состоящую из легкой 
цепи белка FVIII, первой константной области Ig или ее части (например, первой области Fc), первого 
линкера (например, процессируемого линкера, содержащего один или более сайтов расщепления протеа-
зой, включая один или более сайтов внутриклеточного процессинга), VWFфрагмента фактора фон Вил-
лебранда, второго линкера (например, расщепляемого тромбином линкера), последовательности XTEN и 
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второй константной области Ig или ее части (например, второй области Fc), 
при этом легкая цепь белка FVIII связана с первой константной областью Ig или ее частью (напри-

мер, первой областью Fc), которая также связана с VWFфрагментом фактора фон Виллебранда первым 
линкером, 

при этом VWFфрагмент фактора фон Виллебранда связан с последовательностью XTEN, которая 
также связана со второй константной областью Ig или ее частью вторым линкером. 

В некоторых вариантах реализации первый линкер представляет собой процессируемый линкер, а 
второй линкер представляет собой расщепляемый линкер. После экспрессии химерный белок может 
быть процессирован под действием фермента внутриклеточного процессинга, который расщепляет про-
цессируемый линкер, и, таким образом, химерный белок может содержать, по существу состоять из или 
состоять из трех полипептидных цепей. Кроме того, VWFфрагмент фактора фон Виллебранда может от-
щепляться в месте коагуляции благодаря расщепляемому линкеру. 

В некоторых вариантах реализации химерный белок согласно настоящему изобретению содержит 
одну полипептидную цепь, содержащую одноцепочечный белок FVIII, первую константную область Ig 
или ее часть (например, первую область Fc), первый линкер (например, процессируемый линкер), 
VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, последовательность XTEN, второй линкер (например, расщеп-
ляемый тромбином линкер) и вторую константную область Ig или ее часть (например, вторую область 
Fc), при этом одноцепочечный белок FVIII связан с первой константной областью Ig или ее частью, ко-
торая также связана с VWFфрагментом фактора фон Виллебранда первым линкером, и VWFфрагмент 
фактора фон Виллебранда связан с последовательностью XTEN, которая также связана со второй кон-
стантной областью Ig или ее частью. В одном из вариантов реализации VWFфрагмент фактора фон Вил-
лебранда и последовательность XTEN связаны вторым линкером. В другом варианте реализации после-
довательность XTEN и вторая константная область Ig или ее часть связаны вторым линкером. В других 
вариантах реализации вторая цепь содержит также третий линкер. Таким образом, одна полипептидная 
цепь может содержать VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, связанный с последовательностью 
XTEN вторым линкером, и XTEN, связанную со второй константной областью Ig или ее частью третьим 
линкером. Второй линкер и третий линкер могут быть одинаковыми или разными. В одном из вариантов 
реализации первый линкер представляет собой процессируемый линкер. В другом варианте реализации 
второй линкер или третий линкер представляет собой расщепляемый линкер, содержащий один или два 
сайта расщепления. В конкретном варианте реализации второй линкер представляет собой расщепляе-
мый тромбином линкер. Линкеры, используемые в настоящем изобретении, описаны в иных местах на-
стоящего документа. 

(2) FVIII, XTEN и Fc. 
Химерный белок согласно настоящему изобретению также содержит 
(i) белок FVIII; 
(ii) последовательность XTEN (первый "увеличитель" периода полувыведения); и 
(iii) константную область Ig или ее часть (второй "увеличитель" периода полувыведения), 
при этом последовательность XTEN связана с белком FVIII необязательным линкером и констант-

ной областью Ig или ее частью дополнительным необязательным линкером. 
Последовательность XTEN и константную область Ig или ее часть можно использовать вместе для 

увеличения периода полувыведения белка FVIII. В одном из вариантов реализации химерный белок 
представляет собой мономер. В другом варианте реализации химерный белок представляет собой димер 
(гомодимер или гетеродимер). 

Настоящее изобретение также относится к химерному белку, содержащему 
(i) белок FVIII; 
(ii) последовательность XTEN; 
(iii) константную область Ig или ее часть (т.е. первую константную область Ig или ее часть, "F" или 

"F1); и 
(iv) дополнительную константную область Ig или ее часть (т.е. вторую константную область Ig или 

ее часть или "F2"). 
В одном из вариантов реализации последовательность XTEN связана с белком FVIII на С-конце или 

N-конце или встроена непосредственно ниже одной или более аминокислот в белке FVIII (например, 
один или более сайтов встраивания XTEN), белок FVIII связан с первой константной областью Ig или ее 
частью, и первая константная область Ig или ее часть и вторая константная область Ig или ее часть ассо-
циированы или связаны друг с другом необязательным линкером. В соответствии с некоторыми аспек-
тами химерный белок представляет собой гибрид мономер-димер, содержащий первую полипептидную 
цепь и вторую полипептидную цепь, при этом первая полипептидная цепь содержит белок FVIII, после-
довательность XTEN и первую константную область Ig или ее часть, а вторая полипептидная цепь со-
держит, по существу состоит из или состоит из второй константной области Ig или ее части без белка 
FVIII, и при этом первая цепь и вторая цепь ассоциированы друг с другом. Ассоциация между констант-
ной областью Ig или ее частью (например, первой областью Fc) и дополнительной константной областью 
Ig или ее частью (например, второй областью Fc) представляет собой химическую ассоциацию или фи-
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зическую ассоциацию. В некоторых вариантах реализации химическая ассоциация представляет собой 
ковалентную связь. В других вариантах реализации химическая ассоциация представляет собой некова-
лентное взаимодействие, например ионное взаимодействие, гидрофобное взаимодействие, гидрофильное 
взаимодействие, ван-дер-ваальсово взаимодействие или водородную связь. В других вариантах реализа-
ции ассоциация представляет собой непептидную ковалентную связь. В других вариантах реализации 
ассоциация представляет собой пептидную связь. 

В соответствии с другими аспектами химерный белок представляет собой одну полипептидную 
цепь, содержащую белок FVIII, последовательность XTEN, первую константную область Ig или ее часть, 
линкер, например процессируемый линкер, и вторую Ig константную область или ее часть, при этом ука-
занная одна полипептидная цепь процессируется после экспрессии под действием внутриклеточного 
фермента и превращается в две полипептидные цепи. 

В одном из вариантов реализации константная область Ig или ее часть (иногда обозначаемая в на-
стоящем описании "F" или "F1"), связанная с белком FVIII, может увеличивать период полувыведения 
белка FVIII совместно с последовательностью XTEN. В другом варианте реализации константная об-
ласть Ig или ее часть ("F" или "F1") представляет собой область Fc или партнер по связыванию FcRn, 
описанный в иных местах настоящего документа. 

В других вариантах реализации дополнительная константная область Ig или ее часть (иногда обо-
значаемая в настоящем описании "F2" или второй константной областью Ig или ее частью), ассоцииро-
ванная или связанная с первой константной областью Ig или ее частью, также может увеличивать период 
полувыведения белка FVIII. В других вариантах реализации вторая константная область Ig или ее часть 
("F2") совместно с первой константной областью Ig или ее частью и последовательностью XTEN может 
увеличивать период полувыведения белка FVIII. Дополнительная константная область Ig или ее часть 
может представлять собой область Fc или партнер по связыванию FcRn, описанный в иных местах на-
стоящего документа. 

В некоторых вариантах реализации вторая константная область Ig или ее часть, ассоциированная с 
первой константной областью Ig или ее частью, также связана с VWFфрагментом фактора фон Виллеб-
ранда, описанным в иных местах настоящего документа, и возможной последовательностью XTEN. 

В некоторых вариантах реализации любая из или как константная область Ig или ее часть ("F", или 
"F1", или первая константная область Ig, или ее часть), так и дополнительная константная область Ig или 
ее часть (т.е. вторая константная область Ig, или ее часть, или "F2") (обозначаемые в данном абзаце "кон-
стантными областями Ig или их частью") могут включать, но не ограничиваются перечисленными, домен 
СН1, домен СН2, домен CH3, домен СН4, шарнирный домен, их любые функциональные фрагменты, 
производные или аналоги, или их две или более комбинаций. В одном из вариантов реализации кон-
стантная область Ig или ее часть содержит по меньшей мере один домен СН1, по меньшей мере один 
домен СН2, по меньшей мере один домен CH3, по меньшей мере один домен СН4 или их функциональ-
ные фрагменты, производные или аналоги. В другом варианте реализации константная область Ig или ее 
часть содержит по меньшей мере один шарнирный домен или его часть и по меньшей мере один домен 
СН2 или его часть (например, в ориентации шарнирный домен-СН2). В других вариантах реализации 
константная область Ig или ее часть содержит по меньшей мере один домен СН2 или его часть и по 
меньшей мере один домен CH3 или его часть (например, в ориентации CF2-CH3). Примеры комбинации 
включают, но не ограничиваются перечисленными, домен СН2, домен CH3 и шарнирный домен, которые 
также известны как область Fc (или домен Fc), например первая область Fc. Дополнительные примеры 
константных областей Ig или их части описаны в иных местах настоящего документа. 

Химерный белок согласно настоящему изобретению может иметь увеличенный период полувыве-
дения белка FVIII по сравнению с FVIII дикого типа. В одном из вариантов реализации период полувы-
ведения белка FVIII по меньшей мере примерно в 1,5 раза, по меньшей мере примерно в 2 раза, по мень-
шей мере примерно в 2,5 раза, по меньшей мере примерно в 3 раза, по меньшей мере примерно в 4 раза, 
по меньшей мере примерно в 5 раз, по меньшей мере примерно в 6 раз, по меньшей мере примерно в  
7 раз, по меньшей мере примерно в 8 раз, по меньшей мере примерно в 9 раз, по меньшей мере примерно 
в 10 раз, по меньшей мере примерно в 11 раз или по меньшей мере примерно в 12 раз больше периода 
полувыведения FVIII дикого типа. В другом варианте реализации период полувыведения белка FVIII 
составляет по меньшей мере примерно 10 ч, по меньшей мере примерно 11 ч, по меньшей мере примерно 
12 ч, по меньшей мере примерно 13 ч, по меньшей мере примерно 14 ч, по меньшей мере примерно 15 ч, по 
меньшей мере примерно 16 ч, по меньшей мере примерно 17 ч, по меньшей мере примерно 18 ч, по мень-
шей мере примерно 19 ч, по меньшей мере примерно 20 ч, по меньшей мере примерно 21 ч, по меньшей 
мере примерно 22 ч, по меньшей мере примерно 23 ч, по меньшей мере примерно 24 ч, по меньшей мере 
примерно 36 ч, по меньшей мере примерно 48 ч, по меньшей мере примерно 60 ч, по меньшей мере при-
мерно 72 ч, по меньшей мере примерно 84 ч, по меньшей мере примерно 96 ч или по меньшей мере при-
мерно 108 ч. 

(3) FVIII, XTEN и VWF. 
В соответствии с одним из аспектов химерный белок согласно настоящему изобретению содержит 
(i) белок FVIII; 



042955 

- 33 - 

(ii) последовательность XTEN; и 
(iii) VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, содержащий домен D' и домен VWFD3 фактора фон 

Виллебранда, 
при этом белок FVIII связан с последовательностью XTEN, и 
при этом белок FVIII ассоциирован или связан с VWFфрагментом фактора фон Виллебранда. 
В одном из вариантов реализации VWFфрагмент фактора фон Виллебранда химерного белка, опи-

санного в настоящем документе, не способен связываться с рецептором, ответственным за клиренс VWF. 
В другом варианте реализации VWFфрагмент фактора фон Виллебранда способен защищать белок FVIII 
от расщепления одной или более протеазами, защищать белок FVIII от активации, стабилизировать тя-
желую цепь и/или легкую цепь белка FVIII или предотвращать клиренс белка FVIII с участием одного 
или более рецепторов макрофагов. В других вариантах реализации VWFфрагмент фактора фон Виллеб-
ранда предотвращает или ингибирует связывание VWFэндогенного фактора фон Виллебранда с сайтом 
VWFсвязывания фактора фон Виллебранда в белке FVIII. Сайт VWFсвязывания фактора фон Виллеб-
ранда может быть расположен в домене A3 или домене С2 белка FVIII или как в домене A3, так и в до-
мене С2. В конкретном варианте реализации сайт VWFсвязывания фактора фон Виллебранда содержит 
аминокислотную последовательность, соответствующую аминокислотам с 1669 по 1689 и/или аминокис-
лотам с 2303 по 2332 последовательности SEQ ID NO: 2. 

В соответствии с другим аспектом химерный белок содержит 
(i) белок FVIII; 
(ii) последовательность XTEN; 
(iii) VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, содержащий домен D' и домен VWFD3 фактора фон 

Виллебранда; и 
(iv) константную область Ig или ее часть, 
при этом последовательность XTEN связана с белком FVIII на С-конце или N-конце или встроена 

непосредственно ниже одной или более аминокислот (например, один или более сайтов встраивания 
XTEN, описанных в настоящем документе) в белке FVIII, VWFфрагмент фактора фон Виллебранда свя-
зан или ассоциирован с белком FVIII или последовательностью XTEN, и константная область Ig или ее 
часть связана с белком FVIII, последовательностью XTEN, VWFфрагментом фактора фон Виллебранда 
или их любыми комбинациями. 

Константная область Ig или ее часть, подходящая для химерных белков согласно настоящему изо-
бретению, описана в иных местах настоящего документа. В одном из вариантов реализации константная 
область Ig или ее часть способна увеличивать период полувыведения белка FVIII. В другом варианте 
реализации константная область Ig или ее часть содержит первую область Fc или первый партнер по свя-
зыванию FcRn. В других вариантах реализации константная область Ig или ее часть связана с белком 
FVIII необязательным линкером. В других вариантах реализации указанный линкер включает расщеп-
ляемый линкер. Химерный белок может представлять собой одну полипептидную цепь, т.е. мономер (т.е. 
одна цепь), содержащий (i), (ii), (iii) и (iv), или две цепи, содержащие первую цепь, содержащую (i) и (ii), 
и вторую цепь, содержащую (iii) и (iv). В соответствии с другими аспектами химерный белок представ-
ляет собой димер (например, гомодимер или гетеродимер). В одном из вариантов реализации химерный 
белок содержит две цепи, каждая из которых содержит (i), (ii), (iii) и (iv). 

В некоторых вариантах реализации химерный белок содержит 
(i) белок FVIII; 
(ii) последовательность XTEN; 
(iii) VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, содержащий домен D' и домен VWFD3 фактора фон 

Виллебранда; 
(iv) константную область Ig или ее часть (иногда также обозначаемую "F1", "первой константной 

областью Ig или ее частью" или "F2"); и 
(v) дополнительную константную область Ig или ее часть (иногда также обозначаемую "F2" или 

"второй константной областью Ig или ее частью"), при этом 
(1) белок FVIII связан с последовательностью XTEN на С-конце или N-конце белка FVIII или 

встроен непосредственно ниже одной или более аминокислот (например, один или более сайтов встраи-
вания XTEN, описанных в настоящем документе) в белке FVIII; 

(2) либо последовательность XTEN, либо белок FVIII связан с константной областью Ig или ее ча-
стью; 

(3) VWFфрагмент фактора фон Виллебранда связан со второй константной областью Ig или ее ча-
стью; и 

(4) константная область Ig или ее часть ассоциирована со второй константной областью Ig или ее 
частью. 

В одном из вариантов реализации константная область Ig или ее часть, связанная с белком FVII или 
последовательностью XTEN, также связана с VWFфрагментом фактора фон Виллебранда линкером, на-
пример процессируемым линкером. В другом варианте реализации дополнительная константная область 
Ig или ее часть, подходящая для химерных белков согласно настоящему изобретению, может быть также 
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связана с белком FVIII или константной областью Ig или ее частью необязательным линкером, например 
процессируемым линкером. В некоторых вариантах реализации пара константной области Ig или ее час-
ти и дополнительной константной области Ig или ее части, каждая из которых связана с VWFфрагментом 
фактора фон Виллебранда и белком FVIII, обеспечивает более сильную связь, чем нековалентная связь 
между белком FVIII и VWFфрагментом фактора фон Виллебранда, т.е. ковалентную связь, например 
дисульфидную связь, что тем самым предотвращает замену VWFфрагмента фактора фон Виллебранда 
VWFэндогенным фактором фон Виллебранда in vivo. В других вариантах реализации любая из или как 
константная область Ig или ее часть, так и дополнительная константная область Ig или ее часть способны 
увеличивать период полувыведения белка FVIII или VWFфрагмента фактора фон Виллебранда. В других 
вариантах реализации дополнительная константная область Ig или ее часть содержит вторую область Fc 
или партнер по связыванию FcRn. Константная область Ig или ее часть и дополнительная константная 
область Ig или ее часть в химерных белках являются одинаковыми или разными. 

В некоторых вариантах реализации константная область Ig или ее часть и дополнительная кон-
стантная область Ig или ее часть ассоциированы химической ассоциацией или физической ассоциацией. 
В одном из вариантов реализации химическая ассоциация, т.е. (:), представляет собой по меньшей мере 
одну непептидную связь. В некоторых вариантах реализации химическая ассоциация, т.е. (:), представля-
ет собой ковалентную связь. В других вариантах реализации химическая ассоциация, т.е. (:), представля-
ет собой нековалентное взаимодействие, например ионное взаимодействие, гидрофобное взаимодейст-
вие, гидрофильное взаимодействие, ван-дер-ваальсово взаимодействие или водородную связь. В других 
вариантах реализации (:) представляет собой непептидную ковалентную связь. В других вариантах реа-
лизации (:) представляет собой пептидную связь. В других вариантах реализации (:) представляет собой 
физическую ассоциацию между двумя последовательностями, при которой часть первой последователь-
ности располагается очень близко ко второй последовательности, в результате чего первая последова-
тельность защищает от или блокирует взаимодействие части второй последовательности с другим фраг-
ментом. В некоторых вариантах реализации ассоциация между константной областью Ig или ее частью и 
дополнительной константной областью Ig или ее частью может представлять собой ковалентную связь, 
например, дисульфидную связь, которая предотвращает замену VWFфрагмента фактора фон Виллебран-
да или полипептида, содержащего VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, VWFэндогенным фактором 
фон Виллебранда. Следовательно, предотвращение взаимодействия между белком FVIII и 
VWFэндогенным фактором фон Виллебранда уменьшает или устраняет данный фактор, ограничиваю-
щий период полувыведения, для белка FVIII и, таким образом, период полувыведения белка FVIII увели-
чивается по сравнению с белком FVIII, не содержащим белок VWF, или FVIII дикого типа. 

В соответствии с другими аспектами химерный белок имеет формулу, включающую 

 
где FVIII(X1) содержит белок FVIII и одну или более последовательностей XTEN, 
при этом указанная одна или более последовательностей XTEN связаны с N-концом или С-концом 

белка FVIII или встроены непосредственно ниже одной или более аминокислот (например, один или бо-
лее сайтов встраивания, описанных в настоящем документе) в белке FVIII, 

каждый из L1, L2 и L3 содержит необязательный линкер, например расщепляемый линкер, 
L4 представляет собой линкер, например процессируемый линкер, 
Х2 содержит одну или более необязательных последовательностей XTEN, 
F1 содержит константную область Ig или ее часть, 
F2 содержит необязательную дополнительную константную область Ig или ее часть, и 
V содержит VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, 
(-) представляет собой пептидную связь или одну или более аминокислот, и 
(:) включает химическую ассоциацию или физическую ассоциацию. 
В одном из вариантов реализации (:) представляет собой химическую ассоциацию, например по 

меньшей мере одну непептидную связь. В другом варианте реализации химическая ассоциация, т.е. (:), 
представляет собой ковалентную связь. В других вариантах реализации химическая ассоциация, т.е. (:), 
представляет собой нековалентное взаимодействие, например ионное взаимодействие, гидрофобное вза-
имодействие, гидрофильное взаимодействие, ван-дер-ваальсово взаимодействие или водородную связь. 
В других вариантах реализации (:) представляет собой непептидную ковалентную связь. В других вари-



042955 

- 35 - 

антах реализации (:) представляет собой пептидную связь. В других вариантах реализации (:) представ-
ляет собой физическую ассоциацию между двумя последовательностями, при которой часть первой по-
следовательности располагается очень близко ко второй последовательности, в результате чего первая 
последовательность защищает от или блокирует взаимодействие части второй последовательности с дру-
гим фрагментом и, кроме того, данная физическая ассоциация поддерживается, не позволяя второй по-
следовательности взаимодействовать с другими фрагментами. Ориентация полипептидных формул в 
настоящем описании приведена от N-конца (слева) к С-концу (справа). Например, формула V-X-FVIII 
означает формулу NH2-V-X-FVIII-COOH. В одном из вариантов реализации формулы, описанные в на-
стоящем документе, могут содержать любые дополнительные последовательности между двумя фраг-
ментами. Например, формула V-X-FVIII может дополнительно содержать любые последовательности на 
N-конце V между V и X, между X и FVIII, или на С-конце FVIII, если не указано иное. В другом вариан-
те реализации соединительная черточка (-) означает пептидную связь. 

В соответствии с одним из аспектов химерный белок содержит две полипептидные цепи: 
(А) первую цепь, содержащую 
(i) одноцепочечный белок FVIII, 
(ii) последовательность XTEN, и 
(iii) первую константную область Ig или ее часть, например первую область Fc или партнер по свя-

зыванию FcRn, 
при этом последовательность XTEN связана белком FVIII на N-конце или С-конце или встроена не-

посредственно ниже одной или более аминокислот белка FVIII (например, один или более сайтов 
встраивания XTEN, описанных в настоящем документе) и первая константная область Ig или ее часть 
связана с последовательностью XTEN, когда последовательность XTEN связана с белком FVIII на N-
конце или С-конце FVIII белка или когда последовательность XTEN встроена в белок FVIII; и 

(В) вторую цепь, содержащую 
(iv) VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, содержащий домен D' и домен D3, 
(v) линкер, и 
(vi) вторую константную область Ig или ее часть, например вторую область Fc или второй партнер 

по связыванию FcRn, 
при этом VWFфрагмент фактора фон Виллебранда связан с линкером, например расщепляемым 

линкером, который также связан со второй константной областью Ig или ее частью, и 
при этом первая полипептидная цепь и вторая полипептидная цепь ассоциированы друг с другом, 

например, ковалентной связью, например дисульфидной связью. 
В одном из вариантов реализации линкер представляет собой расщепляемый линкер, описанный в 

иных местах настоящего документа, например расщепляемый тромбином линкер. В некоторых вариан-
тах реализации вторая цепь содержит одну или более последовательностей XTEN между (iv) и (v) или (v) 
и (vi). 

В соответствии с другими аспектами химерный белок содержит одну полипептидную цепь, содер-
жащую 

(i) одноцепочечный белок FVIII; 
(ii) последовательность XTEN; 
(iii) первую константную область Ig или ее часть, например первую область Fc или партнер по свя-

зыванию FcRn; 
(iv) первый линкер; 
(v) VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, содержащий домен D' и домен D3; 
(vi) второй линкер; и 
(vii) вторую константную область Ig или ее часть, например вторую область Fc или второй партнер 

по связыванию FcRn, 
при этом элементы (i)-(vii) связаны в указанном порядке или в любом порядке. 
В одном из вариантов реализации первый линкер представляет собой процессируемый линкер, ко-

торый может быть процессирован или расщеплен внутри клетки после экспрессии и превращает одну 
полипептидную цепь в две полипептидные цепи. В другом варианте реализации второй линкер пред-
ставляет собой расщепляемый линкер, описанный в настоящем документе, например расщепляемый 
тромбином линкер. Последовательность XTEN, используемая в настоящем изобретении, может быть 
связана с белком FVIII необязательным линкером на N-конце или С-конце белка FVIII или встроена не-
посредственно ниже одной или более аминокислот (например, один или более сайтов встраивания 
XTEN) в белке FVIII. 

В соответствии с некоторыми аспектами химерный белок содержит три полипептидные цепи: 
(А) первую полипептидную цепь, содержащую 
(i) тяжелую цепь белка FVIII, и 
(ii) последовательность XTEN, которые связаны друг с другом; 
(В) вторую полипептидную цепь, содержащую 
(iii) легкую цепь белка FVIII, и 
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(iv) первую константную область Ig или ее часть, например первую область Fc или партнер по свя-
зыванию FcRn, которые связаны друг с другом; и 

(С) третью полипептидную цепь, содержащую 
(v) VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, содержащий домен D' и домен D3, 
(vi) линкер, и 
(vii) вторую константную область Ig или ее часть, например вторую область Fc или второй партнер 

по связыванию FcRn, 
при этом указанная вторая цепь ассоциирована с первой цепью и третьей цепью. 
В одном из вариантов реализации ассоциация между первой цепью и второй цепью представляет 

собой химическую ассоциацию или физическую ассоциацию. Например, ассоциация между первой це-
пью и второй цепью может представлять собой металлическую связь. В другом варианте реализации ас-
социация между второй цепью и третьей цепью также представляет собой химическую ассоциацию или 
физическую ассоциацию, например ковалентную связь или нековалентную связь. В некоторых вариантах 
реализации ассоциация между второй цепью и третьей цепью осуществляется через две константных 
области Ig или их часть и представляет собой дисульфидную связь. Образование связи между второй 
цепью и третьей цепью предотвращает или ингибирует связывание белка FVIII с VWFэндогенным фак-
тором фон Виллебранда, что таким образом предотвращает выведение белка FVIII по пути клиренса 
VWF. В некоторых вариантах реализации линкер представляет собой процессируемый линкер, который 
расщепляется внутри клетки после экспрессии в клетке-хозяине. Последовательность XTEN, используе-
мая в настоящем изобретении, связана с белком FVIII необязательным линкером на N-конце или С-конце 
белка FVIII или встроена непосредственно ниже одной или более аминокислот (например, один или бо-
лее сайтов встраивания XTEN) в белке FVIII. В некоторых вариантах реализации VWFфрагмент фактора 
фон Виллебранда напрямую связан с белком FVIII, содержащим одну или более XTEN, пептидной свя-
зью или линкером. В качестве одного из способов связывания VWFфрагмента фактора фон Виллебранда 
и белка FVIII, в который встроены или с которым связаны прямой связью (например, пептидной связью) 
или линкером одна или более XTEN, может быть использовано ферментативное лигирование (например, 
сортаза). Например, сортаза относится к группе прокариотических ферментов, которые модифицируют 
поверхностные белки путем распознавания и расщепления карбоксиконцевого сигнала сортировки. Для 
большинства субстратов ферментов, представляющих собой сортазу, сигнал распознавания состоит из 
мотива LPXTG (Leu-Pro-любая-Thr-Gly (SEQ ID NO: 51)), затем высокогидрофобной трансмембранной 
последовательности, затем кластера основных остатков, таких как аргинин. Расщепление происходит 
между Thr и Gly с временным присоединением через остаток Thr к остатку Cys активного центра партне-
ра по лигированию с последующей транспептидацией, которая приводит к ковалентному присоединению 
белка к клеточной стенке. В некоторых вариантах реализации партнер по лигированию содержит Gly(n). 
В других вариантах реализации химерный белок содержит также мотив распознавания сортазой. В неко-
торых вариантах реализации VWFфрагмент фактора фон Виллебранда присоединяют к FVIII, содержа-
щему одну или более XTEN, встроенных или связанных с ним, с использованием опосредуемого сорта-
зой лигирования белка in vitro. 

В одном из вариантов реализации VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, связанный с мотивом 
распознавания сортазой необязательным линкером, может быть слит с белком FVIII, связанным с Gly(n), 
под действием сортазы, где n может представлять собой любое целое число, при этом одна или более 
XTEN встроены или связаны с белком FVIII. Лигированная конструкция содержит VWFфрагмент факто-
ра фон Виллебранда (N-концевая часть конструкции) и белок FVIII, в который встроена или с которым 
связана одна или более XTEN (С-концевая часть конструкции), при этом мотив распознавания сортазой 
встроен между ними. Другая лигированная конструкция содержит VWFфрагмент фактора фон Виллеб-
ранда (N-концевая часть конструкции), линкер, мотив распознавания сортазой и белок FVIII, в который 
встроена или с которым связана одна или более XTEN (С-концевая часть конструкции). В другом вари-
анте реализации белок FVIII, связанный с мотивом распознавания сортазой необязательным линкером, 
может быть слит с VWFфрагментом фактора фон Виллебранда, связанным с Gly(n), под действием сор-
тазы, где n представляет собой любое целое число. Полученная лигированная конструкция содержит бе-
лок FVIII (N-концевая часть конструкции), в который встроена или с которым связана одна или более 
XTEN, и VWFфрагмент фактора фон Виллебранда (С-концевая часть конструкции), при этом мотив рас-
познавания сортазой встроен между ними. Другая полученная лигированная конструкция содержит бе-
лок FVIII (N-концевая часть конструкции), в который встроена или с которым связана одна или более 
XTEN, линкер, мотив распознавания сортазой и VWFфрагмент фактора фон Виллебранда (С-концевая 
часть конструкции). В других вариантах реализации VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, связан-
ный с мотивом распознавания сортазой первым необязательным линкером, может быть слит с гетероло-
гичным фрагментом, например константной областью иммуноглобулина или ее частью, например обла-
стью Fc, связанным с сайтом расщепления тромбином, с помощью второго необязательного линкера. 
Полученная конструкция может содержать VWFфрагмент фактора фон Виллебранда (N-концевая часть), 
первый линкер, мотив распознавания сортазой, сайт расщепления протеазой, второй необязательный 
линкер и гетерологичный фрагмент. 
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В некоторых вариантах реализации VWFфрагмент фактора фон Виллебранда ассоциирован с бел-
ком FVIII. Ассоциация между VWFфрагментом фактора фон Виллебранда и белком FVIII может пред-
ставлять собой химическую ассоциацию или физическую ассоциацию. Химическая ассоциация может 
представлять собой нековалентное взаимодействие, например ионное взаимодействие, гидрофобное вза-
имодействие, гидрофильное взаимодействие, ван-дер-ваальсово взаимодействие или водородную связь. 
В других вариантах реализации ассоциация между белком FVIII и VWFфрагментом фактора фон Вил-
лебранда представляет собой физическую ассоциацию между двумя последовательностями, например, 
обусловленную дополнительной ассоциацией между последовательностью, содержащей белок FVIII, и 
последовательностью, содержащей VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, при которой часть первой 
последовательности располагается очень близко ко второй последовательности, в результате чего первая 
последовательность защищает от или блокирует взаимодействие части второй последовательности с дру-
гим фрагментом. В результате предотвращения или ингибирования взаимодействия VWFэндогенного 
фактора фон Виллебранда с белком FVIII с помощью VWFфрагмента фактора фон Виллебранда, химер-
ный белок, описанный в настоящем документе, имеет увеличенный период полувыведения по сравнению 
с FVIII дикого типа или соответствующим химерным белком, не содержащим VWFфрагмент фактора 
фон Виллебранда. В одном из вариантов реализации период полувыведения белка FVIII по меньшей ме-
ре примерно в 1,5 раза, по меньшей мере примерно в 2 раза, по меньшей мере примерно в 2,5 раза, по 
меньшей мере примерно в 3 раза, по меньшей мере примерно в 4 раза, по меньшей мере примерно в  
5 раз, по меньшей мере примерно в 6 раз, по меньшей мере примерно в 7 раз, по меньшей мере примерно 
в 8 раз, по меньшей мере примерно в 9 раз, по меньшей мере примерно в 10 раз, по меньшей мере при-
мерно в 11 раз или по меньшей мере примерно в 12 раз больше чем у белка FVIII, не содержащего 
VWFфрагмент фактора фон Виллебранда. В другом варианте реализации период полувыведения белка 
FVIII составляет по меньшей мере примерно 10 ч, по меньшей мере примерно 11 ч, по меньшей мере 
примерно 12 ч, по меньшей мере примерно 13 ч, по меньшей мере примерно 14 ч, по меньшей мере при-
мерно 15 ч, по меньшей мере примерно 16 ч, по меньшей мере примерно 17 ч, по меньшей мере пример-
но 18 ч, по меньшей мере примерно 19 ч, по меньшей мере примерно 20 ч, по меньшей мере примерно  
21 ч, по меньшей мере примерно 22 ч, по меньшей мере примерно 23 ч, по меньшей мере примерно 24 ч, 
по меньшей мере примерно 36 ч, по меньшей мере примерно 48 ч, по меньшей мере примерно 60 ч, по 
меньшей мере примерно 72 ч, по меньшей мере примерно 84 ч, по меньшей мере примерно 96 ч или по 
меньшей мере примерно 108 ч. В конкретном варианте реализации период полувыведения белка FVIII 
составляет по меньшей мере примерно 10 ч, по меньшей мере примерно 11 ч, по меньшей мере примерно 
12 ч, по меньшей мере примерно 13 ч, по меньшей мере примерно 14 ч, по меньшей мере примерно 15 ч, 
по меньшей мере примерно 16 ч, по меньшей мере примерно 17 ч, по меньшей мере примерно 18 ч, по 
меньшей мере примерно 19 ч, по меньшей мере примерно 20 ч, по меньшей мере примерно 21 ч, по 
меньшей мере примерно 22 ч, по меньшей мере примерно 23 ч, по меньшей мере примерно 24 ч, по 
меньшей мере примерно 25 ч, по меньшей мере примерно 26 ч или по меньшей мере примерно 27 ч у 
мышей HemA. 

А) Фрагмент фактора фон Виллебранда (VWF) VWF (также известный как F8VWF) представляет 
собой большой мультимерный гликопротеин, присутствующий в плазме крови и конститутивно выраба-
тываемый в эндотелии (в тельцах Вейбеля-Паладе), мегакариоцитах (α-гранулы тромбоцитов) и субэн-
дотелиальной соединительной ткани. Основной мономер VWF представляет собой белок из 2813 амино-
кислот. Каждый мономер содержит ряд конкретных доменов, обладающих конкретной функцией, домен 
D7D3 (который связывается с фактором VIII), домен А1 (который связывается с GPIb-рецептором тром-
боцитов, гепарином и/или, возможно, коллагеном), домен A3 (который связывается с коллагеном), домен 
С1 (в котором домен RGD связывается с интегрином αIIbβ3 тромбоцитов, когда он активируется) и до-
мен "цистеиновый узел" на С-конце белка (который является общим для VWF и фактора роста тромбо-
цитов (PDGF), трансформирующего фактора роста-β (TGFP) и β-хорионического гонадотропина челове-
ка (PHCG). 

В настоящем описании термин "VWFфрагмент фактора фон Виллебранда" включает, но не ограни-
чивается ими, функциональные фрагменты VWF, содержащие домен D' и домен D3, которые способны 
ингибировать связывание VWFэндогенного фактора фон Виллебранда с FVIII. В одном из вариантов 
реализации VWFфрагмент фактора фон Виллебранда связывается с белком FVIII. В другом варианте 
реализации VWFфрагмент фактора фон Виллебранда блокирует сайт VWFсвязывания фактора фон Вил-
лебранда в белке FVIII, тем самым ингибируя взаимодействие белка FVIII с VWFэндогенным фактором 
фон Виллебранда. Фрагменты VWF включают производные, варианты, мутанты или аналоги, которые 
сохраняют данные виды активности VWF. Последовательность мономера из 2813 аминокислот для VWF 
человека представлена под номером доступа _NP_000543.2_ в Genbank. Нуклеотидная последователь-
ность, кодирующая VWF человека, представлена под номером доступа NM 000552.3 в Genbank. Нуклео-
тидная последовательность VWF человека обозначена SEQ ID NO: 1. SEQ ID NO: 2 представляет собой 
аминокислотную последовательность, кодируемую SEQ ID NO: 1. Каждый домен VWF перечислен в 
табл. 1. 
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Таблица 1 
Последовательности VWF 
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В настоящем описании VWFфрагмент фактора фон Виллебранда может представлять собой 

VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, содержащий домен D' и домен VWFD3 фактора фон Виллеб-
ранда, при этом указанный VWFфрагмент фактора фон Виллебранда связывается с фактором VIII (FVIII) 
и ингибирует связывание VWFэндогенного фактора фон Виллебранда (полноразмерного VWF) с FVIII. 
VWFФрагмент фактора фон Виллебранда, содержащий домен D' и домен D3, может дополнительно со-
держать домен VWF, выбранный из группы, состоящей из домена А1, домена А2, домена A3, домена D1, 
домена D2, домена D4, домена В1, домена В2, домена B3, домена С1, домена С2, домена CK, их одного 
или более фрагментов и их любых комбинаций. В одном из вариантов реализации VWFфрагмент факто-
ра фон Виллебранда содержит, по существу состоит из или состоит из 

(1) доменов D' и VWFD3 фактора фон Виллебранда или их фрагментов; 
(2) доменов D1, D' и VWFD3 фактора фон Виллебранда или их фрагментов; 
(3) доменов D2, D' и VWFD3 фактора фон Виллебранда или их фрагментов; 
(4) доменов D1, D2, D' и VWFD3 фактора фон Виллебранда или их фрагментов; или 
(5) доменов D1, D2, D', D3 и VWFA1 фактора фон Виллебранда или их фрагментов. 
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VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, описанный в настоящем документе, не содержит сайт 
связывания с рецептором, ответственным за клиренс VWF. В другом варианте реализации VWFфрагмент 
фактора фон Виллебранда, описанный в настоящем документе, не соответствует аминокислотам с 764 по 
1274 последовательности SEQ ID NO: 2. VWFфрагмент фактора фон Виллебранда согласно настоящему 
изобретению может содержать любые другие последовательности, связанные или слитые с VWFфраг-
ментом фактора фон Виллебранда. Например, VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, описанный в 
настоящем документе, может дополнительно содержать сигнальный пептид. В одном из вариантов реа-
лизации VWFфрагмент фактора фон Виллебранда связывается или ассоциирует с белком FVIII. Путем 
связывания или ассоциации с белком FVIII VWFфрагмент фактора фон Виллебранда согласно настоя-
щему изобретению защищает FVIII от расщепления протеазами и активации FVIII, стабилизирует тяже-
лую цепь и легкую цепь FVIII, и предотвращает клиренс FVIII фагоцитарными рецепторами. В другом 
варианте реализации VWFфрагмент фактора фон Виллебранда связывается или ассоциирует с белком 
FVIII и блокирует или предотвращает связывание белка FVIII к фосфолипидом и активированным про-
теином С. Путем предотвращения или ингибирования связывания белка FVIII с эндогенным полнораз-
мерным VWF, VWFфрагмент фактора фон Виллебранда согласно настоящему изобретению снижает 
клиренс FVIII рецепторами, ответственными за клиренс VWF, и таким образом увеличивает период по-
лувыведения белка FVIII. Таким образом, в одном из вариантов реализации увеличение периода полувы-
ведения белка FVIII обусловлено связыванием или ассоциацией VWFфрагмента фактора фон Виллеб-
ранда, в котором отсутствует сайт связывания с рецептором, ответственным за клиренс VWF, с белком 
FVIII и ограждением или защитой белка FVIII VWFфрагментом фактора фон Виллебранда от VWFэндо-
генного фактора фон Виллебранда, который содержит сайт связывания с рецептором, ответственным за 
клиренс VWF. Белок FVIII, связанный с или защищенный VWFфрагментом фактора фон Виллебранда, 
также может обеспечивать рециркуляцию белка FVIII. За счет устранения сайтов связывания с рецепто-
ром, ответственным за клиренс VWF, содержащихся в полноразмерной молекуле VWF, гетеродимеры 
FVIII/VWF согласно настоящему изобретению защищены от пути клиренса VWF, что также увеличивает 
период полувыведения FVIII. 

В одном из вариантов реализации VWFфрагмент фактора фон Виллебранда согласно настоящему 
изобретению содержит домен D' и домен VWFD3 фактора фон Виллебранда, при этом домен D' по 
меньшей мере на 60, 70, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичен аминокислотам с 764 по 866 
последовательности SEQ ID NO: 2, при этом VWFфрагмент фактора фон Виллебранда предотвращает 
связывание VWFэндогенного фактора фон Виллебранда с FVIII. В другом варианте реализации 
VWFфрагмент фактора фон Виллебранда содержит домен D' и домен VWFD3 фактора фон Виллебранда, 
при этом домен D3 по меньшей мере на 60, 70, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичен амино-
кислотам с 867 по 1240 последовательности SEQ ID NO: 2, при этом VWFфрагмент фактора фон Вил-
лебранда предотвращает связывание VWFэндогенного фактора фон Виллебранда с FVIII. В некоторых 
вариантах реализации VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, описанный в настоящем документе, со-
держит, по существу состоит из или состоит из домена D' и домена VWFD3 фактора фон Виллебранда, 
которые по меньшей мере на 60, 70, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичны аминокислотам с 
764 по 1240 последовательности SEQ ID NO: 2, при этом VWFфрагмент фактора фон Виллебранда пре-
дотвращает связывание VWFэндогенного фактора фон Виллебранда с FVIII. В других вариантах реали-
зации VWFфрагмент фактора фон Виллебранда содержит, по существу состоит из или состоит из доме-
нов D1, D2, D' и D3, по меньшей мере на 60, 70, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичных ами-
нокислотам с 23 по 1240 последовательности SEQ ID NO: 2, при этом VWFфрагмент фактора фон Вил-
лебранда предотвращает связывание VWFэндогенного фактора фон Виллебранда с FVIII. В других вари-
антах реализации VWFфрагмент фактора фон Виллебранда содержит также сигнальный пептид, функ-
ционально связанный с ним. 

В некоторых вариантах реализации VWFфрагмент фактора фон Виллебранда согласно настоящему 
изобретению по существу состоит из или состоит из 

(1) домена D'D3, домена D1D'D3, домена D2D'D3 или домена D1D2D'D3; и 
(2) дополнительной последовательности VWF до примерно 10 аминокислот (например, любые после-

довательности от аминокислот с 764 по 1240 SEQ ID NO: 2 до аминокислот с 764 по 1250 SEQ ID NO: 2), 
до примерно 15 аминокислот (например, любые последовательности от аминокислот с 764 по 1240  
SEQ ID NO: 2 до аминокислот с 764 по 1255 SEQ ID NO: 2), до примерно 20 аминокислот (например, 
любые последовательности от аминокислот с 764 по 1240 SEQ ID NO: 2 до аминокислот с 764 по 1260 
SEQ ID NO: 2), до примерно 25 аминокислот (например, любые последовательности от аминокислот с 
764 по 1240 SEQ ID NO: 2 до аминокислот с 764 по 1265 SEQ ID NO: 2) или до примерно 30 аминокислот 
(например, любые последовательности от аминокислот с 764 по 1240 SEQ ID NO: 2 до аминокислот с 764 
по 1260 SEQ ID NO: 2). 

В конкретном варианте реализации VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, содержащий или по 
существу состоящий из домена D' и домена D3, не представляет собой ни аминокислоты с 764 по 1274 
последовательности SEQ ID NO: 2, ни полноразмерный зрелый VWF. В некоторых вариантах реализации 
домен D1D2 экспрессирован в транс-положении с доменом D'D3. В некоторых вариантах реализации 
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домен D1D2 экспрессирован в цис-положении с доменом D'D3. 
В других вариантах реализации VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, содержащий домены 

D'D3, связанные с доменами D1D2, содержит также сайт внутриклеточного расщепления, например (сайт 
расщепления PACE (фурином) или РС5), что обеспечивает отщепление доменов D1D2 от доменов D'D3 
после экспрессии. Неограничивающие примеры сайта внутриклеточного расщепления описаны в иных 
местах настоящего документа. 

В других вариантах реализации VWFфрагмент фактора фон Виллебранда содержит домен D' и до-
мен D3, но не содержит аминокислотную последовательность, выбранную из группы, состоящей из 

(1) аминокислот с 1241 по 2813 SEQ ID NO: 2; 
(2) аминокислот с 1270 по 2813 SEQ ID NO: 2; 
(3) аминокислот с 1271 по 2813 SEQ ID NO: 2; 
(4) аминокислот с 1272 по 2813 SEQ ID NO: 2; 
(5) аминокислот с 1273 по 2813 SEQ ID NO: 2; 
(6) аминокислот с 1274 по 2813 SEQ ID NO: 2 и их любых комбинаций. 
В других вариантах реализации VWFфрагмент фактора фон Виллебранда согласно настоящему 

изобретению содержит, по существу состоит из или состоит из аминокислотной последовательности, 
соответствующей домену D', домену D3 и домену А1, при этом указанная аминокислотная последова-
тельность по меньшей мере на 60, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентична аминокислотам 
с 764 по 1479 последовательности SEQ ID NO: 2, при этом указанный VWFфрагмент фактора фон Вил-
лебранда предотвращает связывание VWFэндогенного фактора фон Виллебранда с FVIII. В конкретном 
варианте реализации VWFфрагмент фактора фон Виллебранда не соответствует аминокислотам с 764 по 
1274 последовательности SEQ ID NO: 2. В некоторых вариантах реализации VWFфрагмент фактора фон 
Виллебранда согласно настоящему изобретению содержит домен D' и домен D3, но не содержит по 
меньшей мере один домен VWF, выбранный из группы, состоящей из 

(1) домена А1; 
(2) домена А2; 
(3) домена A3; 
(4) домена D4; 
(5) домена В1; 
(6) домена В2; 
(7) домена B3; 
(8) домена С1; 
(9) домена С2; 
(10) домена CK; 
(11) домена СК и домена С2; 
(12) домена CK, домена С2 и домена С1; 
(13) домена CK, домена С2, домена С1, домена B3; 
(14) домена CK, домена С2, домена С1, домена B3, домена В2; 
(15) домена CK, домена С2, домена С1, домена B3, домена В2 и домена В1; 
(16) домена CK, домена С2, домена С1, домена B3, домена В2, домена В1 и домена D4; 
(17) домена CK, домена С2, домена С1, домена B3, домена В2, домена В1, домена D4 и домена A3; 
(18) домена CK, домена С2, домена С1, домена B3, домена В2, домена В1, домена D4, домена A3 и 

домена А2; 
(19) домена CK, домена С2, домена С1, домена B3, домена В2, домена В1, домена D4, домена A3, 

домена А2 и домена А1; и  
(20) их любых комбинаций. 
В других вариантах реализации VWFфрагмент фактора фон Виллебранда содержит домены D'D3 и 

один или более доменов или модулей. Примеры таких доменов или модулей включают, но не ограничи-
ваются перечисленными, домены и модули, описанные в Zhour et al., Blood, опубликованном в интернете 
6 апреля 2012 г., DOI: 10.1182/blood-2012-01-405134. Например, VWFфрагмент фактора фон Виллебран-
да может содержать домен D'D3 и один или более доменов или модулей, выбранных из группы, состоя-
щей из домена А1, домена А2, домена A3, модуля D4N, модуля VWD4, модуля С8-4, модуля TIL-4, мо-
дуля С1, модуля С2, модуля С3, модуля С4, модуля С5, модуля С5, модуля С6 и их любых комбинаций. 
В других вариантах реализации VWFфрагмент фактора фон Виллебранда связан с гетерологичным 
фрагментом, при этом указанный гетерологичный фрагмент связан с N-концом или С-концом VWFфраг-
мента фактора фон Виллебранда, или встроен непосредственно ниже одной или более аминокислот (на-
пример, один или более сайтов встраивания XTEN) в белке FVIII во фрагменте VWF. Например, сайты 
встраивания для гетерологичного фрагмента во фрагменте VWF могут находиться в домене D', домене 
D3 или обоих. Гетерологичный фрагмент может представлять собой "увеличитель" периода полувыведе-
ния. 

В некоторых вариантах реализации VWFфрагмент фактора фон Виллебранда согласно настоящему 
изобретению образует мультимер, например димер, тример, тетрамер, пентамер, гексамер, гептамер или 
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мультимеры более высокого порядка. В других вариантах реализации VWFфрагмент фактора фон Вил-
лебранда представляет собой мономер, содержащий только один VWFфрагмент фактора фон Виллеб-
ранда. В некоторых вариантах реализации VWFфрагмент фактора фон Виллебранда согласно настояще-
му изобретению может содержать одну или более замен, делеций, присоединений или модификаций 
аминокислот. В одном из вариантов реализации VWFфрагмент фактора фон Виллебранда может содер-
жать замены, делеций, присоединения или модификации аминокислот, в результате чего VWFфрагмент 
фактора фон Виллебранда не способен образовывать дисульфидную связь или образовывать димер или 
мультимер. В другом варианте реализации замена аминокислоты находится в пределах домена D' и до-
мена D3. В конкретном варианте реализации VWFфрагмент фактора фон Виллебранда согласно настоя-
щему изобретению содержит по меньшей мере одну замену аминокислоты в остатке, соответствующем 
остатку 1099, остатку 1142 или как остатку 1099, так и остатку 1142 последовательности SEQ ID NO: 2. 
Указанная по меньшей мере одна замена аминокислоты может представлять собой любые аминокислоты, 
которые не встречаются в природе в VWF дикого типа. Например, замена аминокислоты может пред-
ставлять собой любые аминокислоты, отличные от цистеина, например изолейцин, аланин, лейцин, аспа-
рагин, лизин, аспарагиновую кислоту, метионин, фенилаланин, глутаминовую кислоту, треонин, глута-
мин, триптофан, глицин, валин, пролин, серин, тирозин, аргинин или гистидин. В другом примере замена 
аминокислоты включает одну или более аминокислот, которые предотвращают или ингибируют образо-
вание фрагментами VWF мультимеров. В некоторых вариантах реализации VWFфрагмент фактора фон 
Виллебранда, подходящий для настоящего изобретения, может быть дополнительно модифицирован для 
улучшения взаимодействия с FVIII, например, для повышения аффинности связывания в отношении 
FVIII. В качестве неограничивающего примера, VWFфрагмент фактора фон Виллебранда содержит оста-
ток серина в остатке, соответствующем аминокислоте 764 последовательности SEQ ID NO: 2, и остаток 
лизина в остатке, соответствующем аминокислоте 773 последовательности SEQ ID NO: 2. Остатки 764 
и/или 773 могут вносить вклад в аффинность связывания VWFфрагментов фактора фон Виллебранда в 
отношении FVIII. В других вариантах реализации фрагменты VWF, подходящие для настоящего изобре-
тения, могут содержать другие модификации, например белок может быть пегилирован, гликозилирован, 
гэкилирован (модифицирован ГЭК) или полисиалилирован. 

В) Последовательности XTEN. 
В настоящем описании термин "последовательность XTEN" относится к полипептидам увеличен-

ной длины с не встречающимися в природе, по существу не повторяющимися последовательностями, 
которые главным образом состоят из малых гидрофильных аминокислот, при этом последовательность 
имеет низкий уровень или не имеет вторичной или третичной структуры в физиологических условиях. В 
качестве партнера химерного белка, XTEN могут служить в качестве носителя, придавая определенные 
желаемые фармакокинетические, физико-химические и фармацевтические свойства при связывании с 
VWFфрагментом фактора фон Виллебранда или последовательностью FVIII согласно настоящему изо-
бретению с образованием химерного белка. Такие желаемые свойства включают, но не ограничиваются 
перечисленными: улучшенные фармакокинетические параметры и характеристики растворимости. В 
настоящем описании термин "XTEN", в частности, исключает антитела или фрагменты антител, такие 
как одноцепочечные антитела или фрагменты Fc легкой цепи или тяжелой цепи. 

В некоторых вариантах реализации последовательность XTEN согласно настоящему изобретению 
представляет собой пептид или полипептид, содержащий больше примерно 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 
100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1000, 1200, 1400, 
1600, 1800 или 2000 аминокислотных остатков. В некоторых вариантах реализации XTEN представляет 
собой пептид или полипептид, содержащий больше чем от примерно 20 до примерно 3000 аминокислот-
ных остатков, больше чем от примерно 30 до примерно 2500 остатков, больше чем от примерно 40 до 
примерно 2000 остатков, больше чем от 50 до примерно 1500 остатков, больше чем от 60 до примерно 
1000 остатков, больше чем от 70 до примерно 900 остатков, больше чем от 80 до примерно 800 остатков, 
больше чем от 90 до примерно 700 остатков, больше чем от 100 до примерно 600 остатков, больше чем 
от 110 до примерно 500 остатков или больше чем от 120 до примерно 400 остатков. 

Последовательность XTEN согласно настоящему изобретению может содержать одну или более по-
следовательностей-мотивов из 9-14 аминокислотных остатков или аминокислотную последовательность, 
по меньшей мере на 80, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентичную последовательности-мотиву, 
при этом указанный мотив содержит, по существу состоит из или состоит из 4-6 типов аминокислот, вы-
бранных из группы, состоящей из глицина (G), аланина (A), серина (S), треонина (T), глутамата (E) и 
пролина (P). См. US 2010-0239554 А1. 

В некоторых вариантах реализации XTEN содержит не перекрывающиеся последовательности-
мотивы, в которых примерно 80%, или по меньшей мере примерно 85%, или по меньшей мере примерно 
90%, или примерно 91%, или примерно 92%, или примерно 93%, или примерно 94%, или примерно 95%, 
или примерно 96%, или примерно 97%, или примерно 98%, или примерно 99%, или примерно 100% по-
следовательности состоит из нескольких единиц не перекрывающихся последовательностей, выбранных 
из одного семейства мотивов, выбранного из табл. 2А, что приводит к семейству последовательностей. В 
настоящем описании термин "семейство" означает, что XTEN содержит мотивы, выбранные только из 
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одной категории мотивов из табл. 2А, т.е. AD, АЕ, AF, AG, AM, AQ, ВС или BD XTEN, и что любые 
другие аминокислоты в XTEN не из семейства мотивов выбраны для получения необходимого свойства, 
например, для обеспечения включения сайта рестрикции кодирующими нуклеотидами, включения по-
следовательности расщепления или для достижения лучшего связывания с FVIII или VWF. В некоторых 
вариантах семейств XTEN последовательность XTEN содержит несколько единиц не пересекающихся 
последовательностей-мотивов семейства мотивов AD или семейства мотивов AE, или семейства мотивов 
AF, или семейства мотивов AG, или семейства мотивов AM, или семейства мотивов AQ, или семейства 
ВС, или семейства BD, и полученная XTEN демонстрирует диапазон гомологии, описанный выше. В 
других вариантах реализации XTEN содержит несколько единиц последовательностей-мотивов двух или 
более семейств мотивов из табл. 2А. Данные последовательности могут быть выбраны для получения 
желаемых физических/химических характеристик, включая такие свойства, как суммарный заряд, гид-
рофильность, отсутствие вторичной структуры или отсутствие повторяемости, которые придает амино-
кислотный состав мотивов, более подробно описанный ниже. В вариантах реализации, описанных выше 
в данном абзаце, мотивы, включенные в XTEN, могут быть выбраны и собраны с использованием спосо-
бов, описанных в настоящем документе, с получением XTEN из примерно 36 - примерно 3000 аминокис-
лотных остатков. 

Таблица 2А 
Последовательности-мотивы из  

12 аминокислот и семейства мотивов XTEN 

 

 
Обозначает отдельные последовательности-мотивы, которые при совместном использовании в раз-

личных перестановках, приводят к "семейству последовательностей". 
XTEN может иметь различную длину для встраивания или связывания с FVIII или VWF. В одном 

из вариантов реализации длина последовательности (последовательностей) XTEN выбрана исходя из 
свойства или функции, получаемой в гибридном белке. В зависимости от предполагаемого свойства или 
функции, XTEN может представлять собой короткую или средней длины последовательность или более 
длинную последовательность, которая может служить в качестве носителей. В некоторых вариантах реа-
лизации XTEN включает короткие сегменты от примерно 6 до примерно 99 аминокислотных остатков, 
сегменты средней длины от примерно 100 до примерно 399 аминокислотных остатков и более длинные 
сегменты от примерно 400 до примерно 1000 и до примерно 3000 аминокислотных остатков. Таким обра-
зом, XTEN, встроенная или связанная с FVIII или VWF может иметь длину, составляющую примерно 6, 
примерно 12, примерно 36, примерно 40, примерно 42, примерно 72, примерно 96, примерно 144, при-
мерно 288, примерно 400, примерно 500, примерно 576, примерно 600, примерно 700, примерно 800, 
примерно 864, примерно 900, примерно 1000, примерно 1500, примерно 2000, примерно 2500 или до 
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примерно 3000 аминокислотных остатков. В других вариантах реализации длина последовательности 
XTEN составляет от примерно 6 до примерно 50, от примерно 50 до примерно 100, от примерно 100 до 
150, от примерно 150 до 250, от примерно 250 до 400, от примерно 400 до примерно 500, от примерно 
500 до примерно 900, от примерно 900 до примерно 1500, от примерно 1500 до примерно 2000 или от 
примерно 2000 до примерно 3000 аминокислотных остатков. Точная длина XTEN, встроенной или свя-
занной с FVIII или VWF, может варьироваться, не оказывая при этом отрицательного влияния на актив-
ность FVIII или VWF. В одном из вариантов реализации одна или более XTEN, используемых в настоя-
щем изобретении, имеют длину 36 аминокислот, 42 аминокислот, 72 аминокислот, 144 аминокислот,  
288 аминокислот, 576 аминокислот или 864 аминокислот, и могут быть выбраны из одной или более по-
следовательностей семейства XTEN, т.е. AD, AE, AF, AG, AM, AQ, ВС или BD. 

В некоторых вариантах реализации последовательность XTEN, используемая в настоящем изобре-
тении, по меньшей мере на 60, 70, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентична после-
довательности, выбранной из группы, состоящей из 

 
В одном из вариантов реализации последовательность XTEN по меньшей мере на 60, 70, 80, 90, 95, 

96, 97, 98, 99 или 100% идентична аминокислотной последовательности, выбранной из группы, состоя-
щей из 

 
и их любых комбинаций. 
В некоторых вариантах реализации менее 100% аминокислот XTEN выбраны из глицина (G), аланина 

(A), серина (S), треонина (T), глутамата (E) и пролина (P) или менее 100% указанной последовательности 
состоит из последовательностей-мотивов из табл. 2А или последовательностей XTEN из табл. 2В. В таких 
вариантах реализации остальные аминокислотные остатки в XTEN выбраны из любых других 14 при-
родных L-аминокислот, но могут быть предпочтительно выбраны из гидрофильных аминокислот, в ре-
зультате чего последовательность XTEN содержит по меньшей мере примерно 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 
97, 98% или по меньшей мере примерно 99% гидрофильных аминокислот. Содержание гидрофобных 
аминокислот в XTEN, используемой в конъюгированных конструкциях, может быть меньше 5%, или 
меньше 2%, или меньше 1% гидрофобных аминокислот. Гидрофобные остатки, которые менее предпоч-
тительны при формировании XTEN, включают триптофан, фенилаланин, тирозин, лейцин, изолейцин, 
валин и метионин. Кроме того, последовательности XTEN могут содержать меньше 5%, или меньше 4%, 
или меньше 3%, или меньше 2%, или меньше 1% или могут не содержать ни одной из следующих ами-
нокислот: метионина (например, во избежание окисления) или аспарагина и глутамина (во избежание 
дезамидирования). 

В другом варианте реализации последовательность XTEN выбрана из группы, состоящей из 
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и их любых комбинаций. 
В конкретном варианте реализации последовательность XTEN представляет собой АЕ288. Амино-

кислотные последовательности для некоторых последовательностей XTEN согласно настоящему изобре-
тению представлены в табл. 2В. 

Таблица 2В 
Последовательности XTEN 
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В других вариантах реализации последовательность XTEN, используемая в настоящем изобрете-

нии, влияет на физическое или химическое свойство, например фармакокинетику химерного белка со-
гласно настоящему изобретению. Последовательность XTEN, используемая в настоящем изобретении, 
может демонстрировать одно или более из следующих предпочтительных свойств: конформационная 
гибкость, повышенная растворимость в воде, высокая степень резистентности к протеазам, низкая имму-
ногенность, низкое связывание с рецепторами млекопитающих или увеличенные гидродинамические 
радиусы (или радиусы Стокса). В конкретном варианте реализации последовательность XTEN, связанная 
с белком FVIII в настоящем изобретении, улучшает фармакокинетические свойства, такие как более дли-
тельный конечный период полувыведения или увеличенная площадь под кривой (ППК), так что химер-
ный белок, описанный в настоящем документе, остается in vivo в течение увеличенного периода времени 
по сравнению с FVIII дикого типа. В других вариантах реализации последовательность XTEN, исполь-
зуемая в настоящем изобретении, улучшает фармакокинетические свойства, такие как более длительный 
конечный период полувыведения или увеличенная площадь под кривой (ППК), так что белок FVIII оста-
ется in vivo в течение увеличенного периода времени по сравнению с FVIII дикого типа. Для определе-
ния физических/химических свойств белков, содержащих последовательность XTEN, могут быть ис-
пользованы различные методы и анализы. Такие методы включают, но не ограничиваются перечислен-
ными, аналитическое центрифугирование, электронный парамагнитный резонанс (EPR), ВЭЖХ-ионный 
обмен, эксклюзионную ВЭЖХ, обращенно-фазовую ВЭЖХ, рассеяние света, капиллярный электрофорез, 
круговой дихроизм, дифференциальную сканирующую калориметрию, флуоресценцию, ВЭЖХ-ионный 
обмен, эксклюзионную ВЭЖХ, ИК, ЯМР, рамановскую спектроскопию, рефрактометрию и спектроскопию 
в УФ/видимой области. Дополнительные методы описаны в Amau et al., Prot. Expr. and Purif., 48, 1-13 
(2006). Дополнительные примеры последовательностей XTEN, которые могут быть использованы со-
гласно настоящему изобретению, описаны в публикации патента США № 2010/0239554 А1, 
2010/0323956 А1, 2011/0046060 А1, 2011/0046061 А1, 2011/0077199 А1 или 2011/0172146 А1 или между-
народной публикации патента № WO 2010091122 A1, WO 2010144502 А2, WO 2010144508 A1,  
WO 2011028228 A1, WO 2011028229 А1 или WO 2011028344 А2. 

С) Белок фактора VIII (FVIII). 
В настоящем описании термин "белок FVIII" означает функциональный полипептид FVIII, играю-

щий обычную роль в свертывании крови, если не указано иное. Термин "белок FVIII" включает его 
функциональный фрагмент, вариант, аналог или производное, сохраняющее функцию полноразмерного 
фактора VIII дикого типа в пути свертывания крови. Термины "белок FVIII", "полипептид (или белок) 
FVIII" или "FVIII" являются взаимозаменяемыми. Примеры функций FVIII включают, но не ограничи-
ваются перечисленными, способность активировать свертывание крови, способность выступать в качест-
ве кофактора для фактора IX или способность образовывать теназный комплекс с фактором IX в присут-
ствии Са2+ и фосфолипидов, который затем превращает фактор X в активированную форму Xa. Белок 
FVIII может представлять собой белок FVIII человека, свиньи, собаки, крысы или мыши. Кроме того, 
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сравнение FVIII людей и других видов позволило идентифицировать консервативные остатки, которые 
могут быть необходимы для выполнения функции (Cameron et al., Thromb. Haemost., 79:317-22 (1998); 
US 6251632). Доступен ряд тестов для оценки функции системы свертывания крови: тест на определение 
активированного частичного тромбопластинового времени (аРТТ), хромогенный анализ, анализ ROTEM, 
тест на определение протромбинового времени (РТ) (также используемый для определения международ-
ного коэффициента нормализации (INR)), тест на определение фибриногена (часто методом Клаусса), 
подсчет количества тромбоцитов, тестирование функции тромбоцитов (часто с помощью анализатора 
функции тромбоцитов (PFA-100)), процентный объем тромбоцитов в крови (ТСТ), время кровотечения, 
тест со смешиванием (устраняется ли анормальность, если плазму крови пациента смешивают с нор-
мальной плазмой крови), анализы факторов свертывания крови, антифосфолипидные антитела, D-димер, 
генетические тесты (например, фактор V Ляйдена, протромбиновая мутация G20210A), время в пробе с 
разбавленным ядом гадюки Рассела (dRVVT), смешанные тесты на определение функции тромбоцитов, 
тромбоэластография (TEG или Sonoclot), тромбоэластометрия (ТЕМ, например, ротационная тромбоз-
ластометрия (ROTEM )) или время лизиса эуглобулина (ELT). Тест аРТТ является показателем эффек-
тивности, позволяющим оценить эффективность как "внутреннего" (также называемого контактным пу-
тем активации), так и общего пути свертывания крови. Данный тест широко используют для измерения 
свертывающей активности коммерчески доступных рекомбинантных факторов свертывания крови, на-
пример FVIII или FIX. Его используют в сочетании с тестом на определение протромбинового времени 
(РТ), который позволяет оценить внешний путь. Анализ ROTEM дает информацию обо всей кинетике 
гемостаза: время свертывания крови, образование сгустка крови, стабильность и лизис сгустка крови. 
Различные параметры тромбоэластометрии зависят от активности системы свертывания плазмы крови, 
функции тромбоцитов, фибринолиза или многих факторов, влияющих на данные взаимодействия. Дан-
ный анализ может дать полное представление о вторичном гемостазе. Известны полипептидные и поли-
нуклеотидные последовательности FVIII, а также многие функциональные фрагменты, мутанты и моди-
фицированные варианты. Примеры последовательностей (полноразмерные) FVIII человека приведены 
ниже. 

Таблица 3 
Аминокислотная последовательность полноразмерного фактора VIII 
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Полноразмерный FVIII (сигнальный пептид FVIII подчеркнут; тяже-
лая цепь FVIII подчеркнута двойной чертой; домен В выделен курси-
вом; и легкая цепь FVIII представлена в виде обычного текста). 

Таблица 4 
Нуклеотидная последовательность,  

кодирующая полноразмерный FVIII (SEQ ID NO: 5)* 
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* Подчеркнутые нуклеиновые кислоты кодируют сигнальный 
пептид. 

Полипептиды FVIII включают полноразмерный FVIII, полноразмерный FVIII без Met на N-конце, 
зрелый FVIII (без сигнальной последовательности), зрелый FVIII с дополнительным Met на N-конце 
и/или FVIII с полной или частичной делецией домена В. В некоторых вариантах реализации варианты 
FVIII содержат делеции домена В, будь то частичные или полные делеции. 

Последовательность нативного зрелого FVIII человека представлена в виде SEQ ID NO: 4. Натив-
ный белок FVIII имеет следующую формулу: 

А1-а1-А2-а2-В-a3-А3-С1-С2, 
где A1, A2 и A3 представляют собой структурно родственные "домены А", 
В представляет собой "домен В", 
С1 и С2 представляют собой структурно родственные "домены С", и 
a1, а2 и a3 представляют собой кислотные спейсерные области. 
Относительно положения первичной аминокислотной последовательности в SEQ ID NO: 4, домен A1 

FVIII человека простирается от Ala1 до примерено Arg336, спейсерная область a1 простирается от при-
мерно Met337 до примерно Val374, домен А2 простирается от примерно Ala375 до примерно Tyr719, 
спейсерная область а2 простирается от примерно Glu720 до примерно Arg740, домен В простирается от 
примерно Ser741 до примерно Arg1648, спейсерная область a3 простирается от примерно Glu1649 до 
примерно Arg1689, домен A3 простирается от примерно Ser1690 до примерно Leu2025, домен С1 про-
стирается от примерно Gly2026 до примерно Asn2072, и домен С2 простирается от примерно Ser2073 до 
Tyr2332. За исключением конкретных сайтов протеолитического расщепления обозначение расположе-
ния границ между доменами и областями FVIII может варьироваться в разных литературных источниках. 
Следовательно, границы, отмеченные в настоящем описании, обозначены как приблизительные путем 
использования термина "примерно". 

Ген FVIII человека был выделен и экспрессирован в клетках млекопитающих (Toole, J.J. et al., Nature, 
312:342-347 (1984); Gitschier, J. et al., Nature, 312:326-330 (1984); Wood, W.I. et al., Nature, 312:330-337 
(1984); Vehar, G.A. et al., Nature, 312:337-342 (1984); WO 87/04187; WO 88/08035; WO 88/03558; патент 
США № 4757006). Аминокислотная последовательность FVIII была выведена из кДНК, как показано в 
патенте США № 4965199. Кроме того, FVIII с частичной или полной делецией В-домена показан в па-
тентах США № 4994371 и 4868112. В некоторых вариантах реализации В-домен FVIII человека заменен 
В-доменом фактора V человека, как показано в патенте США № 5004803. Последовательность кДНК, ко-
дирующая фактор VIII человека, и аминокислотная последовательность представлены в SEQ ID NO: 4 и 5 
соответственно в публикации заявки США № 2005/0100990. 

Последовательность FVIII свиньи опубликована в Toole, J.J. et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 
83:5939-5942 (1986). Кроме того, полная последовательность кДНК свиньи, полученная в результате 
ПЦР-амплификации последовательностей FVIII из библиотеки кДНК селезенки свиньи, была описана в 
Healey, J.F. et al., Blood, 88:4209-4214 (1996). Гибридный FVIII человека/свиньи, содержащий замены 
всех доменов, всех субъединиц и конкретных аминокислотных последовательностей, описан Lollar и 
Runge в патенте США № 5364771 и в WO 93/20093. Недавно нуклеотидные и соответствующие амино-
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кислотные последовательности доменов А1 и А2 FVIII свиньи и химерного FVIII с заменой соответст-
вующих доменов человека на домены А1 и/или А2 свиньи были описаны в WO 94/11503. В патенте 
США № 5859204, Lollar, J.S., также описана кДНК свиньи и выведенные аминокислотные последова-
тельности. В патенте США № 6458563 описан FVIII свиньи с делецией В-домена. 

В патенте США № 5859204, Lollar, J.S., описаны функциональные мутанты FVIII, обладающие по-
ниженной антигенностью и пониженной иммунореактивностью. В патенте США № 6376463, Lollar, J.S., 
также описаны мутанты FVIII, обладающие пониженной иммунореактивностью. В публикации заявки 
США № 2005/0100990, Saenko et al., описаны функциональные мутации в домене А2 FVIII. 

В одном из вариантов реализации FVIII (или часть FVIII химерного белка) может быть по меньшей 
мере на 50, 60, 70, 80, 90, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичен аминокислотной последовательности FVIII 
аминокислот с 1 по 1438 SEQ ID NO: 6 или аминокислот с 1 по 2332 SEQ ID NO: 4 (без сигнальной после-
довательности) или аминокислотной последовательности FVIII аминокислот с 1 по 19 SEQ ID NO: 3 и с 1 
по 1438 SEQ ID NO: 6 или аминокислот с 1 по 19 SEQ ID NO: 3 и аминокислот с 1 по 2332 SEQ ID NO: 4 (с 
сигнальной последовательностью), при этом FVIII обладает свертывающей активностью, например акти-
вирует фактор IX в качестве кофактора для превращения фактора X в активированный фактор X. FVIII 
(или часть FVIII химерного белка) может быть идентичен аминокислотной последовательности FVIII 
аминокислот с 1 по 1438 SEQ ID NO: 6 или аминокислот с 1 по 2332 SEQ ID NO: 4 (без сигнальной по-
следовательности). FVIII может дополнительно содержать сигнальную последовательность. 

В настоящем описании "В-домен" FVIII является таким же, что и В-домен, известный в данной об-
ласти техники, который определяется идентичностью внутренней аминокислотной последовательности и 
сайтами протеолитического расщепления, например остатки Ser741-Arg1648 полноразмерного FVIII чело-
века. Другие домены FVIII человека определяется следующими аминокислотными остатками: А1, остатки 
Ala1-Arg372; A2, остатки Ser373-Arg740; A3, остатки Serl690-Asn2019; C1, остатки Lys2020-Asn2172; C2, 
остатки Ser2173-Tyr2332. Последовательность А3-С1-С2 содержит остатки Ser1690-Tyr2332. Остальная 
последовательность, остатки Glu1649-Arg1689, обычно называется кислотной областью a3. Расположе-
ние границ для всех доменов, включая В-домены, для FVIII свиньи, мыши и собаки также известно в 
данной области техники. В одном из вариантов реализации домен В FVIII делетирован ("фактор VIII с 
делецией В-домена" или "BDD FVIII"). Примером BDD FVIII является РЕФАКТО (рекомбинантный 
BDD FVIII), который содержит такую же последовательность, что и часть фактора VIII последовательности 
в табл. 5. (тяжелая цепь BDD FVIII подчеркнута двойной чертой; домен В выделен курсивом; и легкая цепь 
BDD FVIII представлена в виде обычного текста). Нуклеотидная последовательность (SEQ ID NO: 7), ко-
дирующая аминокислотную последовательность, приведенную в табл. 5, представлена в табл. 6. 

Таблица 5 
Аминокислотная последовательность  

фактора VIII с делецией В-домена (BDD FVIII) 
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Таблица 6 
Нуклеотидная последовательность,  

кодирующая BDD FVIII (SEQ ID NO: 7)* 
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* Подчеркнутые нуклеиновые кислоты кодируют сигнальный 
пептид. 

"FVIII с делецией В-домена" может содержать полные или частичные делеции, описанные в патентах 
США № 6316226, 6346513, 7041635, 5789203, 6060447, 5595886, 6228620, 5972885, 6048720, 5543502, 
5610278, 5171844, 5112950, 4868112 и 6458563. В некоторых вариантах реализации последовательность 
FVIII с делецией В-домена согласно настоящему изобретению содержит любую из делеций, описанных в  
4 колонке, 4 строке - 5 колонке, 28 строке и примерах 1-5 патента США № 6316226 (также в US 6346513). В 
другом варианте реализации фактор VIII с делецией В-домена представляет собой фактор VIII с делеци-
ей В-домена S743/Q1638 (SQ BDD FVIII) (например, фактор VIII, содержащий делецию с аминокислоты 
744 по аминокислоту 1637, например фактор VIII, содержащий аминокислоты 1-743 и аминокислоты 
1638-2332 последовательности SEQ ID NO: 4, т.е. SEQ ID NO: 6). В некоторых вариантах реализации 
FVIII с делецией В-домена согласно настоящему изобретению содержит делецию, описанную во 2 ко-
лонке, 26-51 строках и примерах 5-8 патента США № 5789203 (также US 6060447, US 5595886 и  
US 6228620). В некоторых вариантах реализации фактор VIII с делецией В-домена содержит делецию, 
описанную в 1 колонке, 25 строке - 2 колонке, 40 строке патента США № 5972885; 6 колонке, 1-22 стро-
ках и примере 1 патента США № 6048720; 2 колонке, 17-46 строках патента США № 5543502; 4 колонке, 
22 строке - 5 колонке, 36 строке патента США № 5171844; 2 колонке, 55-68 строках, фиг. 2 и примере 1 
патента США № 5112950; 2 колонке, 2 строке - 19 колонке, 21 строке и табл. 2 патента США № 4868112; 
2 колонке, 1 строке - 3 колонке, 19 строке, 3 колонке, 40 строке - 4 колонке, 67 строке, 7 колонке,  
43 строке - 8 колонке, 26 строке и 11 колонке, 5 строке - 13 колонке, 39 строке патента США № 7041635; 
или 4 колонке, 25-53 строках патента США № 6458563. В некоторых вариантах реализации FVIII с деле-
цией В-домена содержит делецию большей части домена В, но по-прежнему содержит аминоконцевые 
последовательности домена В, которые необходимы для протеолитического процессинга in vivo первич-
ного продукта трансляции с образованием двух полипептидных цепей, как описано в WO 91/09122. В 
некоторых вариантах реализации получен FVIII с делецией В-домена с делецией аминокислот 747-1638, 
т.е. практически с полной делецией домена В. Hoeben, R.C. et al., J. Biol. Chem., 265(13):7318-7323 (1990). 
Фактор VIII с делецией В-домена также может содержать делецию аминокислот 771-1666 или аминокис-
лот 868-1562 FVIII. Meulien, P. et al., Protein Eng., 2(4):301-6 (1988). Дополнительные делеции домена В, 
которые являются частью настоящего изобретения, включают делецию аминокислот с 982 по 1562 или с 
760 по 1639 (Toole et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA (1986), 83, 5939-5942), с 797 по 1562 (Eaton, et al., Bi-
ochemistry (1986), 25:8343-8347), с 741 по 1646 (Kaufman (опубликованная заявка PCT № WO 87/04187)), 
747-1560 (Sarver et al., DNA (1987), 6:553-564), с 741 по 1648 (Pasek (опубликованная заявка PCT  
№ 88/00831)) или с 816 по 1598, или с 741 по 1648 (Lagner (Behring Inst. Mitt. (1988), № 82:16-25,  
ЕР 295597)). В других вариантах реализации BDD FVIII включает полипептид FVIII, содержащий фраг-
менты В-домена, сохраняющие один или более сайтов N-связанного гликозилирования, например, остат-
ки 757, 784, 828, 900, 963 или, возможно, 943, которые соответствуют аминокислотной последовательно-
сти полноразмерной последовательности FVIII. Примеры фрагментов В-домена включают 226 амино-
кислот или 163 аминокислоты В-домена, описанные в Miao, H.Z. et al., Blood, 103(a):3412-3419 (2004), 
Kasuda, A. et al., J. Thromb. Haemost., 6:1352-1359 (2008); и Pipe, S.W. et al., J. Thromb. Haemost.,  
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9:2235-2242 (2011) (т.е. первые 226 аминокислот или 163 аминокислоты домена В сохраняются). В дру-
гих вариантах реализации BDD FVIII содержит также точечную мутацию в остатке 309 (от Phe к Ser) для 
улучшения экспрессии белка BDD FVIII. См. Miao, H.Z. et al., Blood, 103(a):3412-3419 (2004). В других 
вариантах реализации BDD FVIII включает полипептид FVIII, содержащий часть В-домена, но не содер-
жащий один или более сайтов расщепления фурином (например, Arg1313 и Arg1648). См. Pipe, S.W. et al., 
J. Thromb. Haemost., 9:2235-2242 (2011). Каждая из вышеуказанных делеций может быть произведена в 
любой последовательности FVIII. 

В некоторых вариантах реализации FVIII содержит частичный В-домен. В некоторых вариантах реа-
лизации белок FVIII, содержащий частичный В-домен, представляет собой FVIII198 (SEQ ID NO: 89). 
FVIII198 представляет собой содержащую частичный В-домен одноцепочечную молекулу FVIIIFc-226N6. 
226 представляет собой N-концевую аминокислоту 226 В-домена FVIII, и N6 представляет собой шесть 
сайтов N-гликозилирования в В-домене. 

В одном из вариантов реализации FVIII расщепляется сразу после аргинина в аминокислоте 1648 (в 
полноразмерном факторе VIII или SEQ ID NO: 4), аминокислоте 754 (в факторе VIII с делецией В-домена 
S743/Q1638 или SEQ ID NO: 6) или соответствующем остатке аргинина (в других вариантах), что тем 
самым приводит к образованию тяжелой цепи и легкой цепи. В другом варианте реализации FVIII со-
держит тяжелую цепь и легкую цепь, которые связаны или ассоциированы нековалентной связью, опо-
средуемой ионом металла. 

В других вариантах реализации FVIII представляет собой одноцепочечный FVIII, который не был 
расщеплен сразу после аргинина в аминокислоте 1648 (в полноразмерном FVIII или SEQ ID NO: 4), ами-
нокислоте 754 (в FVIII с делецией В-домена S743/Q1638 или SEQ ID NO: 6) или соответствующем остат-
ке аргинина (в других вариантах). Одноцепочечный FVIII может содержать одну или более замен амино-
кислот. В одном из вариантов реализации замена аминокислоты находится в остатке, соответствующем 
остатку 1648, остатку 1645 или обоим в полноразмерном зрелом полипептиде FVIII (SEQ ID NO: 4), или 
остатку 754, остатку 751 или обоим в SQ BDD факторе VIII (SEQ ID NO: 6). Замена аминокислоты может 
представлять собой любые аминокислоты, отличные от аргинина, например изолейцин, лейцин, лизин, 
метионин, фенилаланин, треонин, триптофан, валин, аланин, аспарагин, аспарагиновую кислоту, цисте-
ин, глутаминовую кислоту, глутамин, глицин, пролин, селеноцистеин, серии, тирозин, гистидин, орни-
тин, пирролизин или таурин. 

FVIII также может расщепляться тромбином, а затем активироваться в виде FVIIIa, служащего в ка-
честве кофактора для активированного фактора IX (FIXa). И активированный FIX совместно с активиро-
ванным FVIII образует комплекс Xase и превращает фактор X в активированный фактор X (FXa). Для акти-
вации FVIII расщепляется тромбином после трех остатков аргинина, в аминокислотах 372, 740 и 1689 (со-
ответствующих аминокислотам 372, 740 и 795 в последовательности FVIII с делецией В-домена); в резуль-
тате данного расщепления образуется FVIIIa, содержащий цепи А1 50 кДа, А2 43 кДа и А3-С1-С2 73 кДа. В 
одном из вариантов реализации белок FVIII, подходящий для настоящего изобретения, представляет со-
бой неактивный FVIII. В другом варианте реализации белок FVIII представляет собой активированный 
FVIII. 

Белок, содержащий полипептид FVIII, связанный или ассоциированный с VWFфрагментом фактора 
фон Виллебранда, может содержать последовательность, по меньшей мере на 50, 60, 70, 80, 90, 95, 96, 97, 
98, 99 или 100% идентичную SEQ ID NO: 4 или 6, при этом указанная последовательность обладает 
свертывающей активностью FVIII, например активирует фактор IX в качестве кофактора для превраще-
ния фактора X в активированный фактор X (FXa). 

В настоящем описании термин "гибридные" или "химерные" полипептиды и белки включает ком-
бинацию первой полипептидной цепи, например, VWFфрагмента фактора фон Виллебранда, возможно 
слитого с первой константной областью Ig или ее частью, со второй полипептидной цепью, например 
белком FVIII, связанным с последовательностью XTEN, возможно слитой со второй константной обла-
стью Ig или ее частью, тем самым образуя гетеродимер. В одном из вариантов реализации первый полипеп-
тид и второй полипептид в гибриде ассоциированы друг с другом за счет белок-белковых взаимодействий, 
таких как взаимодействия заряд-заряд или гидрофобные взаимодействия. В другом варианте реализации 
первый полипептид и второй полипептид в гибриде ассоциированы друг с другом дисульфидной или дру-
гой ковалентной(ыми) связью(ями). Гибриды описаны, например, в US 2004/101740 и US 2006/074199. 
Второй полипептид может представлять собой идентичную копию первого полипептида или неидентич-
ный полипептид. В одном из вариантов реализации первый полипептид представляет собой гибридный 
белок FVIII-белок(X)-Fc, а второй полипептид представляет собой полипептид, содержащий, по сущест-
ву состоящий из или состоящий из области Fc, при этом первый полипептид и второй полипептид ассо-
циированы друг с другом. В другом варианте реализации первый полипептид содержит гибридный белок 
VWFфрагмент фактора фон Виллебранда-XTEN-Fc, а второй полипептид содержит гибридный белок 
FVIII-Fc, образующие гибрид - гетеродимер. В других вариантах реализации первый полипептид содер-
жит гибридный белок VWFфрагмент фактора фон Виллебранда-Fc, а второй полипептид содержит гиб-
ридный белок FVIII(X)-Fc, образующие гибрид - гетеродимер. В других вариантах реализации первый 
полипептид содержит гибридный белок VWFфрагмент фактора фон Виллебранда-XTEN-Fc, а второй 
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полипептид содержит гибридный белок FVIII(X)-Fc. Первый полипептид и второй полипептид могут 
быть ассоциированы ковалентной связью, например дисульфидной связью между первой областью Fc и 
второй областью Fc. Первый полипептид и второй полипептид также могут быть ассоциированы друг с 
другом путем образования связи между VWFфрагментом фактора фон Виллебранда и белком FVIII. 

Белок FVIII, подходящий для настоящего изобретения, может включать FVIII, содержащий одну 
или более дополнительных последовательностей XTEN, которые не влияют на коагулирующую актив-
ность FVIII. Такие последовательности XTEN могут быть слиты с С-концом или N-концом белка FVIII, 
или встроены между одним или более из двух аминокислотных остатков в белке FVIII, при этом данные 
встраивания не влияют на коагулирующую активность FVIII или функцию FVIII. В одном из вариантов 
реализации указанные встраивания улучшают фармакокинетические свойства белка FVIII (например, 
период полувыведения). В другом варианте реализации встраивания могут представлять собой много-
численные встраивания, например, больше двух, трех, четырех, пяти, шести, семи, восьми, девяти или 
десяти встраиваний. Примеры сайтов встраивания включают, но не ограничиваются перечисленными: 
сайты, перечисленные в табл. 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, или их любые комбинации. 

Белок FVIII, связанный с одной или более последовательностями XTEN, может быть представлен в 
виде FVIII(X), FVIII(X1), FVIII(a→b)-X-FVIII(c→d), где FVIII(a→b); 

содержит, по существу состоит из или состоит из первой части белка FVIII от аминокислотного ос-
татка "a" до аминокислотного остатка "b"; 

X или XI содержит, по существу состоит из или состоит из одной или более последовательностей 
XTEN, FVIII(c→d) содержит, по существу состоит из или состоит из второй части белка FVIII от амино-
кислотного остатка "c" до аминокислотного остатка "d"; 

a представляет собой N-концевой аминокислотный остаток первой части белка FVIII; 
b представляет собой С-концевой аминокислотный остаток первой части белка FVIII, a также пред-

ставляет собой N-концевой аминокислотный остаток двух аминокислот сайта встраивания, в который 
встроена последовательность XTEN; 

с представляет собой N-концевой аминокислотный остаток второй части белка FVIII, a также пред-
ставляет собой С-концевой аминокислотный остаток двух аминокислот сайта встраивания, в который 
встроена последовательность XTEN; и 

d представляет собой С-концевой аминокислотный остаток белка FVIII, 
при этом первая часть белка FVIII и вторая часть белка FVIII не идентичны друг другу и вместе 

имеют достаточную длину, в результате чего указанный белок FVIII обладает коагулирующей активно-
стью FVIII. 

В одном из вариантов реализации первая часть белка FVIII и вторая часть белка FVIII представляют 
собой фрагменты SEQ ID NO: 4 [полноразмерная последовательность зрелого FVIII] или SEQ ID NO: 6 
[FVIII с делецией В-домена], например N-концевую часть и С-концевую часть соответственно. В некото-
рых вариантах реализации первая часть белка FVIII содержит домен А1 и домен А2 белка FVIII. Вторая 
часть белка FVIII содержит домен A3, домен С1 и, возможно, домен С2. В других вариантах реализации 
первая часть белка FVIII содержит домен А1 и домен А2, а вторая часть белка FVIII содержит часть до-
мена В, домен A3, домен С1 и возможно домен С2. В других вариантах реализации первая часть белка 
FVIII содержит домен А1, домен А2 и часть домена В белка FVIII, а вторая часть белка FVIII содержит 
домен A3, домен С1 и возможно домен С2. В других вариантах реализации первая часть белка FVIII со-
держит домен А1, домен А2 и первую часть домена В белка FVIII. Вторая часть белка FVIII содержит 
вторую часть домена В, домен A3, домен С1 и возможно домен С2. В некоторых вариантах реализации 
две аминокислоты ("b" и "с") могут представлять собой любой один или более аминокислотных остатков 
сайтов встраивания, представленных в табл. 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 и 15. Например, "b" может представ-
лять собой аминокислотный остаток непосредственно выше сайта, в который встроена или с которым 
связана одна или более последовательностей XTEN, и "с" может представлять собой аминокислотный 
остаток непосредственно ниже сайта, в который встроена или с которым связана одна или более после-
довательностей XTEN. В некоторых вариантах реализации "a" представляет собой первую зрелую ами-
нокислотную последовательность белка FVIII, и "d" представляет собой последнюю аминокислотную 
последовательность белка FVIII. Например, FVIII(a→b); может представлять собой аминокислотную по-
следовательность, по меньшей мере на 70, 80, 90, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичную аминокислотам 
с 1 по 745 последовательности SEQ ID NO: 6 [аминокислотная последовательность FVIII с делецией  
В-домена] или последовательности SEQ ID NO: 4 [полноразмерный FVIII], и FVIII(c→d) может представ-
лять собой аминокислоты с 746 по 1438 последовательности SEQ ID NO: 6 или аминокислоты с 1641 по 
2332 последовательности SEQ ID NO: 4 соответственно. В соответствии с некоторыми аспектами сайт 
встраивания в белке FVIII располагается в одном или более доменах белка FVIII, которые представляют 
собой N-конец, домен А1, домен А2, домен A3, домен В, домен С1, домен С2, С-конец или их две или 
более комбинаций, или между двумя доменами белка FVIII, которые представляют собой домен А1 и 
кислотную область a1, и кислотную область a1 и домен А2, домен А2 и кислотную область а2, кислот-
ную область а2 и домен В, домен В и домен A3, и домен A3 и домен С1, домен С1 и домен С2 или их 
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любые комбинации. Например, сайты встраивания, в которые может быть встроена последовательность 
XTEN, выбраны из группы, состоящей из N-конца и домена А1, N-конца и домена А2, N-конца и домена 
A3, N-конца и домена В, N-конца и домена С1, N-конца и домена С2, N-конца и С-конца, доменов А1 и 
А2, доменов А1 и A3, доменов А1 и В, доменов А1 и С1, доменов А1 и С2, домена А1 и С-конца, доме-
нов А2 и A3, доменов А2 и В, доменов А2 и С1, доменов А2 и С2, домена А2 и С-конца, доменов A3 и В, 
доменов A3 и С1, доменов A3 и С2, домена A3 и С-конца, доменов В и С1, доменов В и С2, домена В и 
С-конца, доменов С1 и С2, С1 и С-конца, домена С2 и С-конца, и их двух или более комбинаций. Неог-
раничивающие примеры сайтов встраивания перечислены в табл. 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 и 15. 

Белок FVIII, в котором последовательность XTEN встроена непосредственно ниже одной или более 
аминокислот (например, один или более сайтов встраивания XTEN) в белке FVIII или связана с С-концом 
или N-концом, сохраняет активность FVIII после связывания или встраивания последовательности 
XTEN. Последовательность XTEN может быть встроена в белок FVIII один раз или более одного раза, 
два раза, три раза, четыре раза, пять раз или шесть раз так, чтобы указанные встраивания не влияли на 
активность FVIII (т.е. белок FVIII по-прежнему сохранял коагулирующее свойство). 

Белок FVIII, подходящий для настоящего изобретения, может быть связан с одним или более поли-
пептидами XTEN на N-конце или С-конце белка FVIII необязательным линкером, или указанные поли-
пептиды могут быть встроены непосредственно ниже одной или более аминокислот (например, один или 
более сайтов встраивания XTEN) в белке FVIII с помощью одного или более необязательных линкеров. 
В одном из вариантов реализации два аминокислотных остатка, в которые встроена последовательность 
XTEN, или аминокислотный остаток, с которым связана последовательность XTEN, соответствуют двум 
или одному аминокислотному остатку последовательности SEQ ID NO: 4 [полноразмерный зрелый 
FVIII], выбранному из группы, состоящей из остатков в табл. 7, 8, 9 и 10, и их любых комбинаций. 

В других вариантах реализации по меньшей мере одна последовательность XTEN встроена в любом 
одном или более сайтах встраивания XTEN, описанных в настоящем документе, или их любых комбина-
циях. В соответствии с одним из аспектов по меньшей мере одна последовательность XTEN встроена в 
одном или более сайтах встраивания XTEN, описанных в табл. 7. 

Таблица 7 
Типичные сайты встраивания XTEN 
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* Показывает точку встраивания XTEN на основе номера аминокис-
лоты в зрелом полноразмерном FVIII человека, при этом указанное 
встраивание может происходить либо в N-, либо в С-концевой части 
указанной аминокислоты. 

В некоторых вариантах реализации одна или более последовательностей XTEN встроены в пределах 
примерно шести аминокислот выше или ниже аминокислот 32, 220, 224, 336, 339, 399, 416, 603, 1656, 1711, 
1725, 1905 или 1910, соответствующих последовательности SEQ ID NO: 4, или их любых комбинаций. 

Таблица 8 
Типичные диапазоны встраивания XTEN 

 
* Отдаленность от остатка встраивания относится к относительному числу 
аминокислот от N-конца (отрицательные числа) или С-конца (положитель-
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ные числа) обозначенного остатка встраивания (остаток "0"), где может 
быть произведено встраивание. 
Обозначение "-x" относится к сайту встраивания, который расположен на  
х аминокислот в сторону на N-концевой части обозначенного остатка 
встраивания. Подобным образом, обозначение "+x" относится к сайту 
встраивания, который расположен на x аминокислот в сторону на  
С-концевой части обозначенного остатка встраивания. 
Например, "-1, +2" означает, что встраивание произведено на N-конце или 
С-конце аминокислотных остатков, обозначенных -1, 0, +1 или +2. 

 В других вариантах реализации одна или более последовательностей XTEN встроены непосредст-
венно ниже одной или более аминокислот, соответствующих полноразмерному зрелому FVIII человека, 
выбранных из группы, состоящей из одного или более сайтов встраивания в табл. 9. 

Таблица 9 
Типичные сайты или диапазоны встраивания XTEN 

 

 
* Показывает диапазон сайтов встраивания, пронумерованных 
относительно номера аминокислоты зрелого FVIII человека. 

В других вариантах реализации одна или более XTEN встроены в домен В FVIII. В одном из при-
меров XTEN встроена между аминокислотами 740 и 1640, соответствующими SEQ ID NO: 4, при этом 
последовательность FVIII между аминокислотами 740 и 1640 возможно не присутствует. В другом при-
мере XTEN встроена между аминокислотами 741 и 1690, соответствующими SEQ ID NO: 4, при этом 
последовательность FVIII между аминокислотами 740 и 1690 возможно не присутствует. В других при-
мерах XTEN встроена между аминокислотами 741 и 1648, соответствующими SEQ ID NO: 4, при этом 
последовательность FVIII между аминокислотами 741 и 1648 возможно не присутствует. В других при-
мерах XTEN встроена между аминокислотами 743 и 1638, соответствующими SEQ ID NO: 4, при этом 
последовательность FVIII между аминокислотами 743 и 1638 возможно не присутствует. В других при-
мерах XTEN встроена между аминокислотами 745 и 1656, соответствующими SEQ ID NO: 4, при этом 
последовательность FVIII между аминокислотами 745 и 1656 возможно не присутствует. В некоторых 
примерах XTEN встроена между аминокислотами 745 и 1657, соответствующими SEQ ID NO: 4, при 
этом последовательность FVIII между аминокислотами 745 и 1657 возможно не присутствует. В некото-
рых примерах XTEN встроена между аминокислотами 745 и 1667, соответствующими SEQ ID NO: 4, при 
этом последовательность FVIII между аминокислотами 745 и 1667 возможно не присутствует. В других 
примерах XTEN встроена между аминокислотами 745 и 1686, соответствующими SEQ ID NO: 4, при этом 
последовательность FVIII между аминокислотами 745 и 1686 возможно не присутствует. В некоторых дру-
гих примерах XTEN встроена между аминокислотами 747 и 1642, соответствующими SEQ ID NO: 4, при 
этом последовательность FVIII между аминокислотами 747 и 1642 возможно не присутствует. В других 
примерах XTEN встроена между аминокислотами 751 и 1667, соответствующими SEQ ID NO: 4, при 
этом последовательность FVIII между аминокислотами 751 и 1667 возможно не присутствует. 

В некоторых вариантах реализации одна или более XTEN встроены в одну или более аминокислот 
непосредственно ниже аминокислоты сайта встраивания, выбранного из группы, состоящей из амино-
кислотных остатков в табл. 10. 
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Таблица 10 
Сайты встраивания XTEN FVIII и обозначения конструкций 

 



042955 

- 73 - 

 
* Показывает номер аминокислоты зрелого белка FVIII. 

В одном из вариантов реализации один или более сайтов встраивания XTEN расположены в преде-
лах одной или более гибких петлеобразных структур белка FVIII с доступностью поверхностных групп 
(например, пермиссивная петля). Например, по меньшей мере одна последовательность XTEN может 
быть встроена в каждый домен "А" FVIII, содержащий по меньшей мере две "пермиссивных петли", в 
которые может быть встроен по меньшей мере один полипептид XTEN без устранения прокоагулянтной 
активности рекомбинантного белка или способности рекомбинантных белков экспрессироваться in vivo 
или in vitro в клетке-хозяине. Пермиссивные петли представляют собой области, которые допускают 
встраивание по меньшей мере одной последовательности XTEN, с высокой степенью доступности по-
верхностных групп или высокой степенью доступности для растворителей, и высокой конформационной 
гибкостью, среди других признаков. Домен А1 содержит область пермиссивной петли-1 (А1-1), и об-
ласть пермиссивной петли-2 (А1-2), домен А2 содержит область пермиссивной петли-1 (А2-1) и область 
пермиссивной петли-2 (А2-2), домен A3 содержит область пермиссивной петли-1 (A3-1) и область пер-
миссивной петли-2 (A3-2). В соответствии с одним из аспектов первая пермиссивная петля в домене А1 
(А1-1) FVIII расположена между бета-нитью 1 и бета-нитью 2, а вторая пермиссивная петля в домене А2 
(A1-2) FVIII расположена между бета-нитью 11 и бета-нитью 12. Первая пермиссивная петля в домене 
А2 (А2-1) FVIII расположена между бета-нитью 22 и бета-нитью 23, а вторая пермиссивная петля в до-
мене А2 (А2-2) FVIII расположена между бета-нитью 32 и бета-нитью 33. Первая пермиссивная петля в 
домене A3 (A3-1) FVIII расположена между бета-нитью 38 и бета-нитью 39, а вторая пермиссивная петля 
в A3 (А3-2) FVIII расположена между бета-нитью 45 и бета-нитью 46. В соответствии с некоторыми ас-
пектами гибкая петлеобразная структура с доступностью поверхностных групп, содержащая А1-1, соот-
ветствует области в нативном зрелом FVIII человека от примерно аминокислоты 15 до примерно амино-
кислоты 45 последовательности SEQ ID NO: 4, например от примерно аминокислоты 18 до примерно ами-
нокислоты 41 последовательности SEQ ID NO: 4. В соответствии с другими аспектами гибкая петлеобраз-
ная структура с доступностью поверхностных групп, содержащая А1-2, соответствует области в нативном 
зрелом FVIII человека от примерно аминокислоты 201 до примерно аминокислоты 232 последовательности 
SEQ ID NO: 4, например, от примерно аминокислоты 218 до примерно аминокислоты 229 последователь-
ности SEQ ID NO: 4. В соответствии с другими аспектами гибкая петлеобразная структура с доступностью 
поверхностных групп, содержащая А2-1, соответствует области в нативном зрелом FVIII человека от при-
мерно аминокислоты 395 до примерно аминокислоты 421 последовательности SEQ ID NO: 4, например от 
примерно аминокислоты 397 до примерно аминокислоты 418 последовательности SEQ ID NO: 4. В соот-
ветствии с другими аспектами гибкая петлеобразная структура с доступностью поверхностных групп, 
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содержащая А2-2, соответствует области в нативном зрелом FVIII человека от примерно аминокислоты 
577 до примерно аминокислоты 635 последовательности SEQ ID NO: 4, например от примерно амино-
кислоты 595 до примерно аминокислоты 607 последовательности SEQ ID NO: 4. В соответствии с другими 
аспектами гибкая петлеобразная структура с доступностью поверхностных групп, содержащая А3-1, соот-
ветствует области в нативном зрелом FVIII человека от примерно аминокислоты 1705 до примерно ами-
нокислоты 1732 последовательности SEQ ID NO: 4, например, от примерно аминокислоты 1711 до при-
мерно аминокислоты 1725 последовательности SEQ ID NO: 4. В соответствии с другими аспектами гиб-
кая петлеобразная структура с доступностью поверхностных групп, содержащая A3-2, соответствует об-
ласти в нативном зрелом FVIII человека от примерно аминокислоты 1884 до примерно аминокислоты 
1917 последовательности SEQ ID NO: 4, например, от примерно аминокислоты 1899 до примерно амино-
кислоты 1911 последовательности SEQ ID NO: 4. 

В другом варианте реализации одна или более аминокислот, в которые встроена по меньшей мере 
одна последовательность XTEN, расположены в пределах домена a3, например аминокислоты с 1649 по 
1689, соответствующие полноразмерному зрелому полипептиду FVIII. В конкретном варианте реализа-
ции последовательности XTEN встроена между аминокислотами 1656 и 1657 последовательности  
SEQ ID NO: 4 (полноразмерный зрелый FVIII). В конкретном варианте реализации белок FVIII, содер-
жащий последовательность XTEN, встроенную непосредственно ниже аминокислоты 1656, соответст-
вующей SEQ ID NO: 4, также содержит делецию с аминокислоты 745 по аминокислоту 1656, соответст-
вующую SEQ ID NO: 4. 

В некоторых вариантах реализации один или более сайтов встраивания для одного или более встра-
иваний XTEN расположены непосредственно ниже одной или более аминокислот, выбранных из группы, 
состоящей из 

(1) аминокислоты 3, 
(2) аминокислоты 18, 
(3) аминокислоты 22, 
(4) аминокислоты 26, 
(5) аминокислоты 32, 
(6) аминокислоты 40, 
(7) аминокислоты 60, 
(8) аминокислоты 65, 
(9) аминокислоты 81, 
(10) аминокислоты 116, 
(11) аминокислоты 119, 
(12) аминокислоты 130, 
(13) аминокислоты 188, 
(14) аминокислоты 211, 
(15) аминокислоты 216, 
(16) аминокислоты 220, 
(17) аминокислоты 224, 
(18) аминокислоты 230, 
(19) аминокислоты 333, 
(20) аминокислоты 336, 
(21) аминокислоты 339, 
(22) аминокислоты 375, 
(23) аминокислоты 399, 
(24) аминокислоты 403, 
(25) аминокислоты 409, 
(26) аминокислоты 416, 
(26) аминокислоты 442, 
(28) аминокислоты 487, 
(29) аминокислоты 490, 
(30) аминокислоты 494, 
(31) аминокислоты 500, 
(32) аминокислоты 518, 
(33) аминокислоты 599, 
(34) аминокислоты 603, 
(35) аминокислоты 713, 
(36) аминокислоты 745, 
(37) аминокислоты 1656, 
(38) аминокислоты 1711, 
(39) аминокислоты 1720, 
(40) аминокислоты 1725, 
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(41) аминокислоты 1749, 
(42) аминокислоты 1796, 
(43) аминокислоты 1802, 
(44) аминокислоты 1827, 
(45) аминокислоты 1861, 
(46) аминокислоты 1896, 
(47) аминокислоты 1900, 
(48) аминокислоты 1904, 
(49) аминокислоты 1905, 
(50) аминокислоты 1910, 
(51) аминокислоты 1937, 
(52) аминокислоты 2019, 
(53) аминокислоты 2068, 
(54) аминокислоты 2111, 
(55) аминокислоты 2120, 
(56) аминокислоты 2171, 
(57) аминокислоты 2188, 
(58) аминокислоты 2221, 
(59) аминокислоты 2277, и 
(60) двух или более комбинаций указанных кислот. 
В одном из вариантов реализации белок FVIII, подходящий для настоящего изобретения, содержит 

две последовательности XTEN: 
первую последовательность XTEN, встроенную в первый сайт встраивания XTEN; и 
вторую XTEN, встроенную во второй сайт встраивания XTEN. 
Неограничивающие примеры первого сайта встраивания XTEN и второго сайта встраивания XTEN 

перечислены в табл. 11. 
Таблица 11 

Типичные сайты встраивания для двух XTEN 
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Две XTEN, встроенные или связанные с белком FVIII, могут быть одинаковыми или разными. В не-

которых вариантах реализации белок FVIII, подходящий для настоящего изобретения, содержит две по-
следовательности XTEN, встроенные в белок FVIII: 

первую последовательность XTEN, встроенную непосредственно ниже аминокислоты 745, соответ-
ствующей SEQ ID NO: 4; и 

вторую последовательность XTEN, встроенную непосредственно ниже аминокислоты 2332, соот-
ветствующей SEQ ID NO: 4 (С-конец). 

В других вариантах реализации первая последовательность XTEN встроена непосредственно ниже 
аминокислоты 18, 26, 40, 1656 или 1720, соответствующей SEQ ID NO: 4, а вторая последовательность 
XTEN встроена непосредственно ниже аминокислоты 403, соответствующей SEQ ID NO: 4. В других 
вариантах реализации первая последовательность XTEN встроена непосредственно ниже аминокислоты 
18, 26 или 40, соответствующей SEQ ID NO: 4, а вторая последовательность XTEN встроена непосредст-
венно ниже аминокислоты 599, соответствующей SEQ ID NO: 4. В других вариантах реализации первая 
последовательность XTEN встроена непосредственно ниже аминокислоты 1656, соответствующей SEQ 
ID NO: 4, а вторая последовательность XTEN встроена непосредственно ниже аминокислоты 18, 26, 40, 
399, 403, 1725, 1720, 1900, 1905 или 2332, соответствующей SEQ ID NO: 4. В некоторых вариантах реали-
зации первая последовательность XTEN встроена непосредственно ниже аминокислоты 1900, соответст-
вующей SEQ ID NO: 4, а вторая последовательность XTEN встроена непосредственно ниже аминокислоты 
18, 26 или 40, соответствующей SEQ ID NO: 4. В некоторых вариантах реализации первая последователь-
ность встроена непосредственно ниже аминокислоты 18, 26 или 40, соответствующей SEQ ID NO: 4, а вто-
рая последовательность XTEN встроена непосредственно ниже аминокислоты 399, соответствующий 
SEQ ID NO: 4. В других вариантах реализации первая последовательность XTEN встроена непосредст-
венно ниже аминокислоты 1720, соответствующей SEQ ID NO: 4, а вторая последовательность XTEN 
встроена непосредственно ниже аминокислоты 18, 26, или 40, соответствующей SEQ ID NO: 4. В других 
вариантах реализации первая последовательность XTEN встроена непосредственно ниже аминокислоты 
1720, соответствующей SEQ ID NO: 4, а вторая последовательность XTEN встроена непосредственно 
ниже аминокислоты 18, соответствующей SEQ ID NO: 4. В конкретном варианте реализации белок FVIII 
содержит две последовательности XTEN: 

первую последовательность XTEN, встроенную непосредственно ниже аминокислоты 745, соответ-
ствующей SEQ ID NO: 4; и 

вторую последовательность XTEN, встроенную непосредственно ниже аминокислоты 2332, соот-
ветствующей SEQ ID NO: 4, 

при этом указанный белок FVIII также содержит делецию с аминокислоты 745, соответствующей 
SEQ ID NO: 4, по аминокислоту 1685, соответствующую SEQ ID NO: 4, мутацию или замену в амино-
кислоте 1680, соответствующей SEQ ID NO: 4, например Y1680F, мутацию или замену в аминокислоте 
1648, соответствующей SEQ ID NO: 4, например R1648A, или по меньшей мере две мутации или замены 
в аминокислоте 1648, соответствующей SEQ ID NO: 4, например R1648A, и аминокислоте 1680, соответ-
ствующей SEQ IDNO: 4, например Y1680F. 

В конкретном варианте реализации белок FVIII содержит две последовательности XTEN: 
первую последовательность XTEN, встроенную непосредственно ниже аминокислоты 1656, соот-

ветствующей SEQ ID NO: 4; и 
вторую последовательность XTEN, встроенную непосредственно ниже аминокислоты 2332 после-

довательности SEQ ID NO: 4, 
при этом указанный белок FVIII также содержит делецию с аминокислоты 745 по аминокислоту 1656, 

соответствующую SEQ ID NO: 4. 
В некоторых вариантах реализации белок FVIII содержит три последовательности XTEN: 
первую последовательность XTEN, встроенную в первый сайт встраивания XTEN; 
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вторую последовательность XTEN, встроенную во второй сайт встраивания XTEN; и 
третью последовательность XTEN, встроенную в третий сайт встраивания XTEN. 
Указанная первая, вторая или третья последовательности XTEN могут быть одинаковыми или раз-

ными. Указанный первый, второй и третий сайты встраивания могут быть выбраны из группы любого из 
сайтов встраивания, описанных в настоящем документе. В некоторых вариантах реализации белок FVIII, 
содержащий три последовательности XTEN, также может содержать мутацию или замену, например, 
аминокислоты 1648, соответствующей SEQ ID NO: 4, например R1648A. Например, неограничивающие 
примеры первого, второго и третьего сайтов встраивания XTEN перечислены в табл. 12. 

Таблица 12 
Типичные сайты встраивания для трех XTEN 

 
В некоторых вариантах реализации белок FVIII содержит три последовательности XTEN: первую 

последовательность XTEN, встроенную непосредственно ниже аминокислоты 26, соответствующей  
SEQ ID NO: 4, вторую последовательность XTEN, встроенную непосредственно ниже аминокислоты 403, 
соответствующей SEQ ID NO: 4, и третью последовательность XTEN, встроенную непосредственно ни-
же аминокислоты 1656, 1720 или 1900, соответствующей SEQ ID NO: 4. В других вариантах реализации 
первая последовательность XTEN встроена непосредственно ниже аминокислоты 26, соответствующей 
SEQ ID NO: 4, вторая последовательность XTEN встроена непосредственно ниже аминокислоты 1656, 
соответствующей SEQ ID NO: 4, а третья последовательность XTEN встроена непосредственно ниже ами-
нокислоты 1720 или 1900, соответствующей SEQ ID NO: 4. В других вариантах реализации первая после-
довательность XTEN встроена непосредственно ниже аминокислоты 26, соответствующей SEQ ID NO: 4, 
вторая последовательность XTEN встроена непосредственно ниже аминокислоты 1720, соответствующей 
SEQ ID NO: 4, а третья последовательность XTEN встроена непосредственно ниже аминокислоты 1900, 
соответствующей SEQ ID NO: 4. В других вариантах реализации первая последовательность XTEN 
встроена непосредственно ниже аминокислоты 403, соответствующей SEQ ID NO: 4, вторая последова-
тельность XTEN встроена непосредственно ниже аминокислоты 1656, соответствующей SEQ ID NO: 4, а 
третья последовательность XTEN встроена непосредственно ниже аминокислоты 1720 или 1900, соот-
ветствующей SEQ ID NO: 4. В других вариантах реализации первая последовательность XTEN встроена 
непосредственно ниже аминокислоты 403 или 1656, соответствующей SEQ ID NO: 4, вторая последова-
тельность XTEN встроена непосредственно ниже аминокислоты 1720, соответствующей SEQ ID NO: 4, а 
третья последовательность XTEN встроена непосредственно ниже аминокислоты 1900, соответствующей 
SEQ ID NO: 4. В других вариантах реализации первая последовательность XTEN встроена непосредст-
венно ниже аминокислоты 18, 26, 40, 399, 403, 1711, 1720, 1725, 1900, 1905 или 1910, соответствующей 
SEQ ID NO: 4, вторая последовательность XTEN встроена непосредственно ниже аминокислоты 745, 
соответствующей SEQ ID NO: 4, а третья последовательность XTEN встроена непосредственно ниже 
аминокислоты 2332, соответствующей SEQ ID NO: 4. В других вариантах реализации белок FVIII содер-
жит четыре последовательности XTEN: первую последовательность XTEN, встроенную в первый сайт 
встраивания, вторую последовательность XTEN, встроенную во второй сайт встраивания, третью после-
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довательность XTEN, встроенную в третий сайт встраивания, и четвертую последовательность XTEN, 
встроенную в четвертый сайт встраивания. Указанная первая, вторая, третья и четвертая последователь-
ности XTEN могут быть одинаковыми, разными или представлять собой их комбинации. В некоторых 
вариантах реализации белок FVIII, содержащий четыре последовательности XTEN, также может содер-
жать мутацию или замену, например, аминокислоты 1648, соответствующей SEQ ID NO: 4, например 
R1648A. Неограничивающие примеры первого, второго, третьего и четвертого сайтов встраивания XTEN 
перечислены в табл. 13. 

Таблица 13 
Типичные сайты встраивания для четырех XTEN 
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В некоторых вариантах реализации белок FVIII содержит пять последовательностей XTEN: 
первую последовательность XTEN, встроенную в первый сайт встраивания; 
вторую последовательность XTEN, встроенную во второй сайт встраивания; 
третью последовательность XTEN, встроенную в третий сайт встраивания; 
четвертую последовательность XTEN, встроенную в четвертый сайт встраивания; и 
пятую последовательность XTEN, встроенную в пятый сайт встраивания. 
Указанная первая, вторая, третья, четвертая и пятая последовательности XTEN могут быть одина-

ковыми, разными или представлять собой их комбинации. Неограничивающие примеры первого, второ-
го, третьего, четвертого и пятого сайтов встраивания XTEN перечислены в табл. 14. 

Таблица 14 
Типичные сайты встраивания для пяти XTEN 

 
В некоторых вариантах реализации белок FVIII содержит шесть последовательностей XTEN: 
первую последовательность XTEN, встроенную в первый сайт встраивания; 
вторую последовательность XTEN, встроенную во второй сайт встраивания; 
третью последовательность XTEN, встроенную в третий сайт встраивания; 
четвертую последовательность XTEN, встроенную в четвертый сайт встраивания; 
пятую последовательность XTEN, встроенную в пятый сайт встраивания; и 
шестую последовательность XTEN, встроенную в шестой сайт встраивания. 
Указанная первая, вторая, третья, четвертая, пятая или шестая последовательности XTEN могут 
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быть одинаковыми, разными или представлять собой их комбинации. Примеры шести сайтов встраивания 
XTEN включают, но не ограничиваются перечисленными: сайты встраивания, перечисленные в табл. 15. 

Таблица 15 
Типичные сайты встраивания XTEN для шести XTEN 

 
В конкретном примере первая XTEN встроена между аминокислотами 26 и 27, соответствующими 

SEQ ID NO: 4, а вторая XTEN встроена между аминокислотами 1720 и 1721, соответствующими  
SEQ ID NO: 4 (полноразмерный зрелый FVIII). В другом примере первая XTEN встроена между ами-
нокислотами 403 и 404, соответствующими SEQ ID NO: 4, а вторая XTEN встроена между аминокис-
лотами 1720 и 1721, соответствующими SEQ ID NO: 4. В некоторых примерах первая XTEN встроена 
между аминокислотами 1656 и 1657, соответствующими SEQ ID NO: 4, а вторая XTEN встроена между 
аминокислотами 1720 и 1721, соответствующими SEQ ID NO: 4. В других примерах первая XTEN встро-
ена между аминокислотами 26 и 27, соответствующими SEQ ID NO: 4, вторая XTEN встроена между 
аминокислотами 1656 и 1657, соответствующими SEQ ID NO: 4, а третья XTEN встроена между амино-
кислотами 1720 и 1721, соответствующими SEQ ID NO: 4. В других вариантах реализации первая XTEN 
встроена между аминокислотами 403 и 404, соответствующими SEQ ID NO: 4, вторая XTEN встроена 
между аминокислотами 1656 и 1657, соответствующими SEQ ID NO: 4, а третья XTEN встроена между 
аминокислотами 1720 и 1721, соответствующими SEQ ID NO: 4. В других вариантах реализации первая 
XTEN встроена между аминокислотами 403 и 404, соответствующими SEQ ID NO: 4, вторая XTEN 
встроена между аминокислотами 1656 и 1657, соответствующими SEQ ID NO: 4, а третья XTEN встроена 
между аминокислотами 1720 и 1721, соответствующими SEQ ID NO: 4. В некоторых вариантах реализа-
ции первая XTEN встроена между аминокислотами 26 и 27, соответствующими SEQ ID NO: 4, вторая 
XTEN встроена между аминокислотами 1720 и 1721, соответствующими SEQ ID NO: 4, а третья XTEN 
встроена между аминокислотами 1900 и 1901, соответствующими SEQ ID NO: 4. В некоторых вариантах 
реализации первая XTEN встроена между аминокислотами 26 и 27, соответствующими SEQ ID NO: 4, 
вторая XTEN встроена между аминокислотами 1656 и 1657, соответствующими SEQ ID NO: 4, третья 
XTEN встроена между аминокислотами 1720 и 1721, соответствующими SEQ ID NO: 4, а четвертая 
XTEN встроена между аминокислотами 1900 и 1901, соответствующими SEQ ID NO: 4. 

В конкретном варианте реализации последовательность XTEN встроена между аминокислотами 745 и 
746 полноразмерного фактора VIII или в соответствующий сайт встраивания фактора VIII с делецией  
В-домена. 

В некоторых вариантах реализации химерный белок согласно настоящему изобретению содержит 
две полипептидных последовательности: 

первую полипептидную последовательность, содержащую аминокислотную последовательность, по 
меньшей мере примерно на 80, 90, 95 или 100% идентичную последовательности, выбранной из 

 
и вторую полипептидную последовательность, содержащую аминокислотную последовательность, 

по меньшей мере примерно на 80, 90, 95 или 100% идентичную последовательности, выбранной из 
VWF031 (SEQ ID NO: 118), VWF034 (SEQ ID NO: 119) или VWF-036 (SEQ ID NO: 120). 

D) Константная область Ig или ее часть. 
VWFфрагмент фактора фон Виллебранда или белок FVIII, связанный с последовательностью XTEN 

в настоящем изобретении, может дополнительно содержать константную область Ig или ее часть. Ука-
занная константная область Ig или ее часть может улучшать фармакокинетические или фармакодинами-
ческие свойства VWFфрагмента фактора фон Виллебранда или белка FVIII в комбинации с последова-
тельностью XTEN. В некоторых вариантах реализации константная область Ig или ее часть увеличивает 
период полувыведения молекулы, слитой с данной константной областью Ig или ее частью. Константная 
область Ig состоит из доменов, обозначаемых доменами СН (константные тяжелые) (CH1, CH2 и т.д.). В 
зависимости от изотипа (т.е. IgG, IgM, IgA, IgD или IgE) константная область может состоять из трех или 
четырех доменов СН. Константные области некоторых изотипов (например, IgG) также содержат шар-
нирную область. См. Janeway et al., 2001, Immunobiology, Garland Publishing, N.Y., N.Y. Константная об-
ласть Ig или ее часть для получения химерного белка согласно настоящему изобретению может быть 
получена из ряда различных источников. В некоторых вариантах реализации константная область Ig или 
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ее часть получена из Ig человека. Однако понятно, что константная область Ig или ее часть может быть 
получена из Ig других видов млекопитающих, включая, например, грызунов (например, мышей, крыс, 
кроликов, морских свинок) или нечеловекообразных приматов (например, шимпанзе, макак). Более того, 
константная область Ig или ее часть может быть получена из любого класса Ig, включая IgM, IgG, IgD, 
IgA и IgE, и любого изотипа Ig, включая IgG1, IgG2, IgG3 и IgG4. В одном из вариантов реализации ис-
пользуют изотип IgG1 человека. Различные последовательности генов константной области Ig (напри-
мер, последовательности генов константной области человека) доступны в форме общедоступных хра-
нилищ. Может быть выбрана последовательность доменов константной области, имеющая конкретную 
эффекторную функцию (или с отсутствием конкретного эффекторной функции) или с конкретной моди-
фикацией для снижения иммуногенности. Были опубликованы многие последовательности антител и 
генов, кодирующих антитела, и подходящие последовательности константной области Ig (например, 
шарнирные последовательности, последовательности СН2 и/или CH3 или их части) могут быть получе-
ны из данных последовательностей с использованием методов, известных в данной области техники. 
Генетический материал, полученный с использованием любого из вышеуказанных методов, может быть 
затем изменен или синтезирован с получением полипептидов согласно настоящему изобретению. Также 
очевидно, что в объем настоящего изобретения включены аллели, варианты и мутации последовательно-
стей ДНК константной области. 

Последовательности константной области Ig или ее части могут быть клонированы, например, с ис-
пользованием полимеразной цепной реакции и праймеров, выбранных для амплификации представляю-
щего интерес домена. Для клонирования последовательности константной области Ig или ей части из 
антитела, мРНК может быть выделена из гибридомы, селезенки или лимфоцитов, обратно транскрибиро-
вана в ДНК и гены антител амплифицированы путем ПЦР. Методы ПЦР-амплификации подробно опи-
саны в патентах США № 4683195; 4683202; 4800159; 4965188; и, например, в "PCR Protocols: A Guide to 
Methods and Applications", Innis et al., eds., Academic Press, San Diego, CA (1990); Ho et al., 1989, Gene 
77:51; Horton et al., 1993, Methods Enzymol., 217:270. ПНР может быть инициирована консенсусными 
праймерами константной области или более специфическими праймерами на основе опубликованных 
ДНК- и аминокислотных последовательностей тяжелой и легкой цепи. Как рассмотрено выше, ПЦР так-
же можно использовать для выделения клонов ДНК, кодирующих легкую и тяжелую цепь антител. В 
данном случае может быть проведен скрининг библиотек с помощью консенсусных праймеров или более 
крупных гомологичных зондов, таких как зонды константной области мыши. В данной области техники 
известны многочисленные наборы праймеров, подходящие для амплификации генов антител (например, 
5' праймеры на основе N-концевой последовательности очищенных антител (Benhar and Pastan, 1994, 
Protein Engineering, 7:1509); быстрая амплификация концов кДНК (Ruberti, F. et al., 1994, J. Immunol. 
Methods, 173:33); лидерные последовательности антител (Larrick et al., 1989, Biochem. Biophys. Res. 
Commun., 160:1250)). Клонирование последовательностей антител также описано у Newman et al., патент 
США № 5658570, зарегистрированный 25 января 1995 г., содержание которого включено в настоящее 
описание посредством ссылки. Константная область Ig, используемая согласно настоящему изобрете-
нию, может содержать все домены и шарнирную область или их части. В одном из вариантов реализации 
константная область Ig или ее часть содержит домен СН2, домен CH3 и шарнирную область, т.е. область 
Fc или партнер по связыванию FcRn. В настоящем описании термин "область Fc" определяется как часть 
полипептида, соответствующая области Fc нативного Ig, т.е. как образованная путем димерной ассоциа-
ции соответствующих доменов Fc двух тяжелых цепей. Нативная область Fc образует гомодимер с дру-
гой областью Fc. В отличие от этого, в настоящем описании термин "генетически слитая область Fc" или 
"одноцепочечная область Fc" (область scFc) относится к синтетической димерной области Fc, состоящей 
из доменов Fc, генетически связанных в пределах одной полипептидной цепи (т.е. кодированных в одной 
непрерывной генетической последовательности). 

В одном из вариантов реализации термин "область Fc" относится к части одной тяжелой цепи Ig, 
начинающейся в шарнирной области непосредственно выше сайта расщепления папаином (т.е. остаток 
216 в IgG, принимая первый остаток константной области тяжелой цепи за 114) и заканчивающейся на  
С-конце антитела. Соответственно, полный домен Fc содержит по меньшей мере шарнирный домен, до-
мен СН2 и домен CH3. Область Fc константной области Ig в зависимости от изотипа Ig может включать 
домены СН2, CH3 и СН4, а также шарнирную область. Химерные белки, содержащие область Fc Ig, при-
обретают некоторые желаемые свойства, включая повышенную стабильность, увеличенный период по-
лувыведения из сыворотки (см. Capon et al., 1989, Nature, 337:525), а также связывание с рецепторами Fc, 
такими как неонатальный рецептор Fc (FcRn) (патенты США № 6086875, 6485726, 6030613;  
WO 03/077834; US 2003-0235536 А1, полное содержание которых включено в настоящее описание по-
средством ссылки). 

Константная область Ig или ее часть может являться партнером по связыванию FcRn. FcRn активен 
в эпителиальных тканях взрослых и экспрессируется в полости кишечника, легочных дыхательных пу-
тях, носовых поверхностях, вагинальных поверхностях, поверхностях толстой и прямой кишки (патент 
США № 6485726). Партнер по связыванию FcRn представляет собой часть Ig, которая связывается с 
FcRn. Рецептор FcRn был выделен из нескольких видов млекопитающих, включая людей. Известны по-
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следовательности FcRn человека, FcRn обезьяны, FcRn крысы и FcRn мыши (Story et al., 1994, J. Exp. 
Med., 180:2377). Рецептор FcRn связывает IgG (но не другие классы Ig, такие как IgA, IgM, IgD и IgE) 
при относительно низком pH, активно переносит IgG трансклеточным путем по направлению от просвета 
органа к серозной оболочке, а затем высвобождает IgG при относительно более высоком pH, обнаружи-
ваемом в интерстициальных жидкостях. Он экспрессируется в эпителиальной ткани взрослых (патенты 
США № 6485726, 6030613, 6086875; WO 03/077834; US 2003-0235536 A1), включая эпителий легких и 
кишечника (Israel et al., 1997, Immunology, 92:69), эпителий проксимальных почечных канальцев (Koba-
yashi et al., 2002, Am. J. Physiol. Renal. Physiol., 282:F358), а также эпителий носовой полости, вагиналь-
ные поверхности и поверхности желчного дерева. 

Партнеры по связыванию FcRn, подходящие для настоящего изобретения, включают молекулы, ко-
торые могут быть специфично связаны рецептором FcRn, включая целый IgG, Fc-фрагмент IgG и другие 
фрагменты, которые содержат полную область связывания рецептора FcRn. Область Fc-части IgG, которая 
связывается с рецептором FcRn, была описана на основе рентгеновской кристаллографии (Burmeister et al., 
1994, Nature, 372:379). Основная область контакта Fc с FcRn располагается вблизи соединения доменов 
СН2 и CH3. Все контакты Fc-FcRn происходят в пределах одной тяжелой цепи Ig. Партнеры по связыва-
нию FcRn включают полный IgG, Fc-фрагмент IgG и другие фрагменты, которые содержат полную об-
ласть связывания FcRn. Основные контактные участки включают аминокислотные остатки 248, 250-257, 
272, 285, 288, 290-291, 308-311 и 314 домена СН2, и аминокислотные остатки 385-387, 428 и 433-436 до-
мена CH3. Все ссылки на нумерацию аминокислот Ig или фрагментов, или областей Ig приведены на ос-
нове Kabat et al., 1991, Sequences of Proteins of Immunological Interest, U.S. Department of Public Health, 
Bethesda, Md. 

Области Fc или партнеры по связыванию FcRn, связанные с FcRn, могут эффективно "курсировать" 
через эпителиальные барьеры за счет FcRn, что таким образом обеспечивает неинвазивные способы сис-
темного введения желаемой терапевтической молекулы. Кроме того, гибридные белки, содержащие об-
ласть Fc или партнер по связыванию FcRn, подвергаются эндоцитозу клетками, экспрессирующими 
FcRn. Но вместо намеченного распада данные гибридные белки снова возвращаются в кровообращение, 
что таким образом увеличивает период полувыведения данных белков in vivo. В некоторых вариантах 
реализации части константных областей Ig представляют собой область Fc или партнер по связыванию 
FcRn, который, как правило, ассоциирует через дисульфидные связи и другие неспецифические взаимо-
действия с другой областью Fc или другим партнером по связыванию FcRn с образованием димеров и 
мультимеров более высокого порядка. 

Два рецептора FcRn могут связывать одну молекулу Fc. Кристаллографические данные позволяют 
предположить, что каждая молекула FcRn связывает один полипептид гомодимера Fc. В одном из вари-
антов реализации связывание партнера по связыванию FcRn, например Fc-фрагмента IgG, с биологиче-
ски активной молекулой позволяет доставлять указанную биологически активную молекулу перорально, 
трансбуккально, сублингвально, ректально, вагинально, в виде аэрозоля, вводимого назально, или легоч-
ным путем, или глазным путем. В другом варианте реализации химерный белок может быть введен инва-
зивным путем, например подкожно, внутривенно. 

Область, являющаяся партнером по связыванию FcRn, представляет собой молекулу или ее часть, 
которая может быть специфично связана рецептором FcRn с последующим активным переносом рецеп-
тором FcRn области Fc. Термин "специфично связанный" относится к двум молекулам, образующим 
комплекс, который является относительно стабильным в физиологических условиях. Специфическое 
связывание характеризуется высокой аффинностью и способностью от низкой до умеренной в отличие 
от неспецифического связывания, которое обычно имеет низкую аффинность и способность от умерен-
ной до высокой. Как правило, связывание считается специфическим, когда константа аффинности KA 
больше 106 М-1 или больше 108 М-1. При необходимости неспецифическое связывание может быть 
уменьшено по существу без влияния на специфическое связывание путем варьирования условий связы-
вания. Соответствующие условия связывания, такие как концентрация молекул, ионная сила раствора, 
температура, время, отведенное на связывание, концентрация блокирующего агента (например, сыворо-
точного альбумина, казеина молока) и т.д., могут быть оптимизированы специалистом в данной области 
техники с использованием обычных способов. В некоторых вариантах реализации химерный белок со-
гласно настоящему изобретению содержит одну или более укороченных областей Fc, которые однако 
при этом являются достаточными для придания области Fc связывающих свойств в отношении рецепто-
ра Fc (FcR). Например, часть области Fc, которая связывается с FcRn (т.е. FcRn-связывающая часть) со-
держит аминокислоты примерно 282-438 IgG1, система нумерации ЕС (первичными контактными сайта-
ми являются аминокислоты 248, 250-257, 272, 285, 288, 290-291, 308-311 и 314 домена СН2 и аминокис-
лотные остатки 385-387, 428 и 433-436 домена CH3. Таким образом, область Fc согласно настоящему 
изобретению может содержать или состоять из FcRn-связывающей части. FcRn-связывающие части мо-
гут быть получены из тяжелых цепей любого изотипа, включая IgG1, IgG2, IgG3 и IgG4. В одном из ва-
риантов реализации используют FcRn-связывающую часть антитела изотипа IgG1 человека. В другом 
варианте реализации используют FcRn-связывающую часть антитела изотипа IgG4 человека. 

В другом варианте реализации "область Fc" включает аминокислотную последовательность домена 
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Fc или полученную из домена Fc. В некоторых вариантах реализации область Fc содержит по меньшей 
мере один из: шарнирный (например, верхняя, средняя и/или нижняя шарнирная область) домен (амино-
кислоты примерно 216-230 области Fc антитела в соответствии с нумерацией ЕС), домен СН2 (амино-
кислоты примерно 232-340 области Fc антитела в соответствии с нумерацией ЕС), домен CH3 (амино-
кислоты примерно 341-438 области Fc антитела в соответствии с нумерацией ЕС), домен СН4 или их 
вариант, часть или фрагмент. В других вариантах реализации область Fc содержит полный домен Fc  
(т.е. шарнирный домен, домен СН2 и домен CH3). В некоторых вариантах реализации область Fc содер-
жит, по существу состоит из или состоит из шарнирного домена (или его части), слитого с доменом CH3 
(или его частью), шарнирного домена (или его части), слитого с доменом СН2 (или его частью), домена 
СН2 (или его части), слитого с доменом CH3 (или его частью), домена СН2 (или его части), слитого как с 
шарнирным доменом (или его частью), так и с доменом CH3 (или его частью). В других вариантах реа-
лизации область Fc не содержит по меньшей мере часть домена СН2 (например, весь или часть домена 
СН2). В конкретном варианте реализации область Fc содержит или состоит из аминокислот, соответст-
вующих номерам ЕС с 221 по 447. Области Fc, обозначаемые в настоящем описании F, F1 или F2, могут 
быть получены из ряда различных источников. В одном из вариантов реализации область Fc полипепти-
да получена из Ig человека. Однако понятно, что область Fc может быть получена из Ig других видов 
млекопитающих, включая, например, грызунов (например, мышей, крыс, кроликов или морских свинок) 
или нечеловекообразных приматов (например, шимпанзе, макак). Более того, полипептид доменов Fc 
или их частей может быть получен из любого класса Ig, включая IgM, IgG, IgD, IgA и IgE, и любого изо-
типа Ig, включая IgG1, IgG2, IgG3 и IgG4. В другом варианте реализации используют изотип IgG1 чело-
века. В некоторых вариантах реализации вариант Fc обеспечивает изменение по меньшей мере одной 
эффекторной функции, наделенной областью Fc, содержащей указанный домен Fc дикого типа (напри-
мер, улучшение или снижение способности области Fc связываться с рецепторами Fc (например, FcγRI, 
FcγRII или FcγRIII) или белками комплемента (например, C1q), или запускать антителозависимую цитоток-
сичность (ADCC), фагоцитоз или комплементзависимую цитотоксичность (CDCC)). В других вариантах 
реализации вариант Fc обеспечивает встроенный остаток цистеина. В областях Fc согласно настоящему 
изобретению можно использовать известные в данной области техники варианты Fc, которые, как извест-
но, придают изменение (например, увеличение или уменьшение) эффекторной функции и/или связывания 
FcR или FcRn. В частности, связывающая молекула согласно настоящему изобретению может содержать, 
например, изменение (например, замену) в одном или более положениях аминокислот, описанных в меж-
дународных публикациях PCT WO 88/07089 A1, WO 96/14339 A1, WO 98/05787 A1, WO 98/23289 A1, WO 
99/51642 A1, WO 99/58572 A1, WO 00/09560 A2, WO 00/32767 A1, WO 00/42072 A2, WO 02/44215 A2, WO 
02/060919 A2, WO 03/074569 A2, WO 04/016750 A2, WO 04/029207 A2, WO 04/035752 A2,  
WO 04/063351 A2, WO 04/074455 A2, W O04/099249 A2, WO 05/040217 A2, WO 04/044859,  
WO 05/070963 A1, WO 05/077981 A2, WO 05/092925 A2, WO 05/123780 A2, WO 06/019447 A1,  
WO 06/047350 A2 и WO 06/085967 A2; публикациях патента США № US 2007/0231329,  
US 2007/0231329, US 2007/0237765, US 2007/0237766, US 2007/0237767, US 2007/0243188,  
US 20070248603, US 20070286859, US 20080057056; или патентах США 5648260; 5739277; 5834250; 
5869046; 6096871; 6121022; 6194551; 6242195; 6277375; 6528624; 6538124; 6737056; 6821505; 6998253; 
7083784; 7404956 и 7317091, содержание каждого из которых включено в настоящее описание посредст-
вом ссылки. В одном из вариантов реализации может быть произведено конкретное изменение (напри-
мер, конкретная замена одной или более аминокислот, описанная в данной области техники) в одном или 
более из описанных положений аминокислот. В другом варианте реализации может быть произведено 
другое изменение в одном или более из описанных положений аминокислот (например, другая замена 
одного или более положений аминокислот, описанная в данной области техники). Область Fc или парт-
нер по связыванию FcRn IgG может быть модифицирован в соответствии с хорошо известными процеду-
рами, такими как сайт-направленный мутагенез и т.п., с получением модифицированных фрагментов IgG 
или Fc, или их частей, которые будет связывать FcRn. Такие модификации включают модификации, уда-
ленные от контактных сайтов FcRn, а также модификации в пределах контактных сайтов, которые со-
храняют или даже увеличивают связывание с FcRn. Например, следующие единичные аминокислотные 
остатки в Fc IgG1 человека (Fcγ1) могут быть заменены без значительной потери аффинности связыва-
ния Fc в отношении 
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где, например, Р238А представляет собой замену пролина дикого типа аланином в положении но-

мер 238. В качестве примера конкретный вариант реализации включает мутацию N297A, позволяющую 
удалить высококонсервативный сайт N-гликозилирования. В дополнение к аланину другие аминокисло-
ты могут заменять аминокислоты дикого типа в положениях, указанных выше. Мутации могут быть вве-
дены в Fc по отдельности, что приводит к образованию более ста областей Fc, отличных от нативной Fc. 
Кроме того, комбинации двух, трех или более данных отдельных мутаций могут быть введены совмест-
но, что приводит к образованию еще сотен областей Fc. Более того, одна из областей Fc конструкции 
согласно настоящему изобретению может быть мутирована, а другая область Fc указанной конструкции 
может быть совсем не мутирована или они обе могут быть мутированы, но с использованием разных му-
таций. 

Некоторые из вышеуказанных мутаций могут придавать области Fc или партнеру по связыванию 
FcRn новую функциональность. Например, один из вариантов реализации включает N297А, позволяющую 
удалить высококонсервативный сайт N-гликозилирования. Влияние данной мутации заключается в сниже-
нии иммуногенности и тем самым увеличении периода полувыведения области Fc из крови, и в приведении 
области Fc в состояние неспособности связываться с FcγRI, FcγRIIA, FcγRIIB и FcγRIIIA, не нарушая при 
этом аффинности в отношении FcRn (Routledge et al., 1995, Transplantation 60:847; Friend et al., 1999, 
Transplantation, 68:1632; Shields et al., 1995, J. Biol. Chem., 276:6591). Другим примером новой функцио-
нальности, являющейся результатом мутаций, описанных выше, является возможность увеличения аф-
финности в отношении FcRn, которая в некоторых случаях будет выше аффинности дикого типа. Данная 
увеличенная аффинность может отражать повышенную скорость ассоциации, пониженную скорость 
диссоциации или как повышенную скорость ассоциации, так и пониженную скорость диссоциации. 
Примеры мутаций, которые, как считается, наделяют повышенной аффинностью в отношении FcRn, 
включают Т256А, Т307А, Е380А и N434A (Shields et al., 2001, J. Biol. Chem., 276:6591). Кроме того, по 
меньшей мере три гамма-рецептора Fc человека, по-видимому, распознают сайт связывания в IgG в пре-
делах нижней шарнирной области, как правило, аминокислоты 234-237. Следовательно, другой пример 
новой функциональности и возможно пониженной иммуногенности может являться результатом мута-
ций данной области, например, путем замены аминокислот 233-236 "ELLG" IgG1 человека на соответст-
вующую последовательность "PVA" IgG2 (с делецией одной аминокислоты). Было показано, что FcγRI, 
FcγRII и FcγRIII, которые опосредуют различные эффекторные функции, не будут связываться с IgG1, 
когда введены такие мутации. Ward and Ghetie, 1995, Therapeutic Immunology, 2:77; и Armour et al., 1999, 
Eur. J. Immunol., 29:2613. В одном из вариантов реализации константная область Ig или ее часть, напри-
мер область Fc, представляет собой полипептид, содержащий последовательность 

 и возможно дополнительно содержащий последовательность, 

выбранную из  

 (патент США № 5739277). 
В другом варианте реализации константная область иммуноглобулина или ее часть содержит ами-

нокислотную последовательность в шарнирной области или ее часть, которая образует одну или более 
дисульфидных связей с другой константной областью иммуноглобулина или ее частью. Дисульфидная 
связь, образованная константной областью иммуноглобулина или ее частью, располагает первый поли-
пептид, содержащий FVIII, и второй полипептид, содержащий VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, 
вместе, так что эндогенный VWF не заменяет VWFфрагмент фактора фон Виллебранда и не связывается 
с FVIII. Следовательно, дисульфидная связь между первой константной областью иммуноглобулина или 
ее частью и второй константной областью иммуноглобулина или ее частью предотвращает взаимодейст-
вие между VWFэндогенным фактором фон Виллебранда и белком FVIII. Данное ингибирование взаимо-
действия между VWF и белком FVIII позволяет периоду полувыведения белка FVIII превысить двукрат-
ный предел. Шарнирная область или ее часть также может быть связана с одним или более доменами 
CH1, CH2, CH3, их фрагментом и их любыми комбинациями. В конкретном варианте реализации кон-
стантная область иммуноглобулина или ее часть представляет собой шарнирную область и СН2. 
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В некоторых вариантах реализации константная область Ig или ее часть является полугликозилиро-
ванной. Например, химерный белок, содержащий две области Fc или партнера по связыванию FcRn, мо-
жет содержать первую гликозилированную область Fc (например, гликозилированную область СН2) или 
партнер по связыванию FcRn, и вторую агликозилированную область Fc (например, агликозилирован-
ную область СН2) или партнер по связыванию FcRn. В одном из вариантов реализации линкер может 
быть помещен между гликозилированной и агликозилированной областями Fc. В другом варианте реали-
зации область Fc или партнер по связыванию FcRn является полностью гликозилированной, т.е. все об-
ласти Fc являются гликозилированными. В других вариантах реализации область Fc может быть аглико-
зилированной, т.е. ни один из фрагментов Fc не является гликозилированным. 

В некоторых вариантах реализации химерный белок согласно настоящему изобретению содержит 
замену аминокислоты в константной области Ig или ее части (например, варианты Fc), которая изменяет 
антигеннезависимые эффекторные функции константной области Ig, в частности, период полувыведения 
белка из крови. Такие белки демонстрируют либо повышенное, либо пониженное связывание с FcRn по 
сравнению с белками, не содержащими данные замены, и, следовательно, имеют увеличенный или 
уменьшенный период полувыведения из сыворотки соответственно. Варианты Fc с повышенной аффин-
ностью в отношении FcRn, как ожидается, имеют более длительные периоды полувыведения из сыво-
ротки, и такие молекулы имеют полезное применение в способах лечения млекопитающих, когда желае-
мым является длительный период полувыведения вводимого полипептида, например, для лечения хро-
нического заболевания или нарушения (см., например, патенты США 7348004, 7404956 и 7862820). В 
отличие от этого варианты Fc с пониженной аффинностью связывания в отношении FcRn, как ожидает-
ся, имеют более короткие периоды полувыведения и такие молекулы также являются полезными, напри-
мер, для введения млекопитающему, когда может быть предпочтительным сокращенное время в крово-
обращении, например, для диагностической визуализации in vivo или в ситуациях, когда исходный по-
липептид обладает токсическими побочными эффектами при нахождении в кровообращении в течение 
длительных периодов времени. Кроме того, варианты Fc с пониженной аффинностью связывания в от-
ношении FcRn с меньшей вероятностью проходят через плаценту и, таким образом, также подходят для 
лечения заболеваний или нарушений у беременных женщин. Кроме того, другие виды применения, при 
которых может быть желательной пониженная аффинность связывания в отношении FcRn, включают те 
виды применения, при которых желательной является локализация в головном мозге, почках и/или пече-
ни. В одном из типичных вариантов реализации химерный белок согласно настоящему изобретению де-
монстрирует пониженный транспорт через эпителий почечных клубочков из сосудистой сети. В другом 
варианте реализации химерный белок согласно настоящему изобретению демонстрирует пониженный 
транспорт через гематоэнцефалический барьер (ГЭБ) из головного мозга в сосудистое пространство. В 
одном из вариантов реализации белок с измененным связыванием FcRn содержит по меньшей мере одну 
область Fc или партнер по связыванию FcRn (например, одну или две области Fc или партнера по связы-
вания FcRn), содержащий одну или более замен аминокислот в пределах "FcRn-связывающей петли" 
константной области Ig. FcRn-связывающая петля состоит из аминокислотных остатков 280-299 (в соот-
ветствии с нумерацией ЕС) полноразмерной области Fc дикого типа. В других вариантах реализации 
константная область Ig или ее часть в химерном белке согласно настоящему изобретению, обладающая 
измененной аффинностью связывания в отношении FcRn, содержит по меньшей мере одну область Fc 
или партнер по связыванию FcRn, содержащий одну или более замен аминокислот в пределах 15 Å "зоны 
контакта" FcRn. В настоящем описании термин 15 Å "зона контакта" FcRn включает остатки в следующих 
положениях полноразмерного фрагмента Fc дикого типа: 243-261, 275-280, 282-293, 302-319, 336-348, 367, 
369, 372-389, 391, 393, 408, 424, 425-440 (нумерация ЕС). В других вариантах реализации константная 
область Ig или ее часть согласно настоящему изобретению, обладающая измененной аффинностью свя-
зывания в отношении FcRn, содержит по меньшей мере одну область Fc или партнер по связыванию 
FcRn, содержащий одну или более замен аминокислот в положении аминокислоты, соответствующем 
любому из следующих положений согласно ЕС: 256, 277-281, 283-288, 303-309, 313, 338, 342, 376, 381, 
384, 385, 387, 434 (например, N434A или N434K) и 438. Типичные замены аминокислот, которые изме-
няли связывающую активность в отношении FcRn, описаны в международной публикации PCT  
№ WO 05/047327, содержание которой включено в настоящее описание посредством ссылки. 

Область Fc или партнер по связыванию FcRn, используемый в настоящем изобретении, также мо-
жет содержать известную в данной области техники замену аминокислоты, которая изменяет гликозили-
рование химерного белка. Например, область Fc или партнер по связыванию FcRn химерного белка, свя-
занный с VWFфрагментом фактора фон Виллебранда или белком FVIII, может включать область Fc, со-
держащую мутацию, приводящую к уменьшению гликозилирования (например, N- или О-связанного 
гликозилирования), или может включать измененную гликоформу фрагмента Fc дикого типа (например, 
гликан с низким содержанием фукозы или гликан, не содержащий фукозы). В одном из вариантов реали-
зации непроцессированный химерный белок согласно настоящему изобретению может содержать гене-
тически слитую область Fc (т.е. область scFc), содержащую две или более составляющих константных 
областей Ig или их частей, независимо выбранных из константной области Ig или ее части, описанной в 
настоящем документе. В одном из вариантов реализации области Fc димерной Fc области являются оди-
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наковыми. В другом варианте реализации по меньшей мере две из областей Fc являются разными. На-
пример, области Fc или партнеры по связыванию FcRn белков согласно настоящему изобретению содер-
жат одинаковое количество аминокислотных остатков или они могут отличаться по длине на один или 
более аминокислотных остатков (например, на примерно 5 аминокислотных остатков (например, 1, 2, 3, 
4 или 5 аминокислотных остатков), примерно 10 остатков, примерно 15 остатков, примерно  
20 остатков, примерно 30 остатков, примерно 40 остатков или примерно 50 остатков). В других вариан-
тах реализации области Fc или партнеры по связыванию FcRn белка согласно настоящему изобретению 
могут отличаться последовательностью в одном или более положениях аминокислот. Например, по 
меньшей мере две из областей Fc или партнеров по связыванию FcRn могут отличаться примерно 5 по-
ложениями аминокислот (например, 1, 2, 3, 4 или 5 положениями аминокислот), примерно 10 положе-
ниями, примерно 15 положениями, примерно 20 положениями, примерно 30 положениями, примерно  
40 положениями или примерно 50 положениями). 

Е) Линкеры. 
Химерный белок согласно настоящему изобретению содержит также один или более линкеров. Од-

ним из типов линкеров является расщепляемый линкер, который может быть расщеплен под действием 
различных протеаз при введении субъекту in vivo, например, в месте коагуляции. В одном из вариантов 
реализации расщепляемый линкер обеспечивает отщепление фрагмента, например, VWFфрагмента фак-
тора фон Виллебранда, от химерного белка в месте каскада свертывания крови, что таким образом по-
зволяет активированному FVIII (FVIIIa) обладать активностью FVIIIa. Другим типом линкеров является 
процессируемый линкер, который содержит сайт внутриклеточного расщепления и, таким образом, мо-
жет быть расщеплен под действием фермента внутриклеточного процессинга в клетке-хозяине, что обес-
печивает подходящую экспрессию полипептида и образование химерного белка. 

Один или более линкеров могут присутствовать между любыми двумя белками в химерном белке. 
В одном из вариантов реализации химерный белок содержит 

(i) VWFфрагмент фактора фон Виллебранда; 
(ii) последовательность XTEN; и 
(iii) белок FVIII, 
при этом VWFфрагмент фактора фон Виллебранда связан с последовательностью XTEN линкером, 

например расщепляемым линкером, и последовательность XTEN также связана с белком FVIII  
(т.е. V-L-X-FVIII). 

В другом варианте реализации химерный белок содержит 
(i) VWFфрагмент фактора фон Виллебранда; 
(ii) последовательность XTEN; и 
(iii) белок FVIII, 
при этом VWFфрагмент фактора фон Виллебранда связан с последовательностью XTEN и последо-

вательность XTEN связана с белком FVIII линкером, например расщепляемым линкером  
(т.е. V-X-L-FVIII). 

В некоторых вариантах реализации химерный белок содержит 
(i) VWFфрагмент фактора фон Виллебранда; 
(ii) последовательность XTEN; 
(iii) первую константную область Ig или ее часть (например, первую область Fc); 
(iv) белок FVIII; и 
(v) вторую константную область Ig или ее часть (например, вторую область Fc), 
при этом VWFфрагмент фактора фон Виллебранда связан с последовательностью XTEN необяза-

тельным линкером, например расщепляемым линкером. 
Последовательность XTEN также может быть связана с первой константной областью Ig или ее ча-

стью линкером, например расщепляемым линкером. Белок FVIII (с последовательностью XTEN или без 
нее) также может быть связан со второй константной областью Ig или ее частью необязательным линке-
ром, например, расщепляемым линкером. В некоторых вариантах реализации химерный белок содержит 
также один или более линкеров, например процессируемых линкеров, между первой константной обла-
стью Ig или ее частью (например, первой областью Fc) и второй константной областью Ig или ее частью 
(например, второй областью Fc), между VWFфрагментом фактора фон Виллебранда и второй констант-
ной областью Ig или ее частью или между белком FVIII и первой константной областью Ig или ее частью 
(например, первой областью Fc). 

В некоторых вариантах реализации настоящее изобретение включает химерный белок, содержащий 
(i) белок FVIII; 
(ii) последовательность XTEN; 
(iii) первую константную область Ig или ее часть; и 
(iv) вторую константную область Ig или ее часть, 
при этом первая константная область Ig или ее часть и вторая константная область Ig или ее часть 

связаны процессируемым линкером. 
Линкер, подходящий для настоящего изобретения, может содержать любую органическую молеку-
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лу. В одном из вариантов реализации линкер содержит полимер, например полиэтиленгликоль (ПЭГ) или 
гидроксиэтилкрахмал (ГЭК). В другом варианте реализации линкер содержит аминокислотную последо-
вательность. Линкер может содержать по меньшей мере примерно 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 
150, 200, 300, 400 ,500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400, 1500, 1600, 1700, 1800, 1900 или 
2000 аминокислот. Линкер может содержать 1-5 аминокислот, 1-10 аминокислот, 1-20 аминокислот,  
10-50 аминокислот, 50-100 аминокислот, 100-200 аминокислот, 200-300 аминокислот, 300-400 аминокис-
лот, 400-500 аминокислот, 500-600 аминокислот, 600-700 аминокислот, 700-800 аминокислот, 800-900 ами-
нокислот или 900-1000 аминокислот. В одном из вариантов реализации линкер содержит последователь-
ность XTEN. Дополнительные примеры XTEN могут быть использованы согласно настоящему изобрете-
нию, и они описаны в публикациях патента США № 2010/0239554 А1, 2010/0323956 А1, 2011/0046060 А1, 
2011/0046061 А1, 2011/0077199 А1 или 2011/0172146 А1, или международных публикациях патента  
№ WO 2010091122 A1, WO 2010144502 А2, WO 2010144508 A1, WO 2011028228 A1, WO 2011028229 А1 
или WO 2011028344 А2. В другом варианте реализации линкер представляет собой последовательность 
PAS. Линкер, подходящий для настоящего изобретения, может содержать любую органическую молеку-
лу. В одном из вариантов реализации линкер представляет собой полимер, например полиэтиленгликоль 
(ПЭГ) или гидроксиэтилкрахмал (ГЭК). В другом варианте реализации линкер представляет собой ами-
нокислотную последовательность. Линкер может содержать по меньшей мере примерно 10, 20, 30, 40, 
50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400, 1500, 1600, 
1700, 1800, 1900 или 2000 аминокислот. Линкер может содержать 1-5 аминокислот, 1-10 аминокислот,  
1-20 аминокислот, 10-50 аминокислот, 50-100 аминокислот, 100-200 аминокислот, 200-300 аминокислот, 
300-400 аминокислот, 400-500 аминокислот, 500-600 аминокислот, 600-700 аминокислот, 700-800 амино-
кислот, 800-900 аминокислот или 900-1000 аминокислот. 

Примеры линкеров хорошо известны в данной области техники. В одном из вариантов реализации 
линкер содержит последовательность Gn. Линкер может содержать последовательность (GA)n. Линкер 
может содержать последовательность (GGS)n. В других вариантах реализации линкер содержит (GGGS)n 
(SEQ ID NO: 57). В других вариантах реализации линкер содержит последовательность (GGS)n(GGGGS)n 
(SEQ ID NO: 58). В данных случаях n может представлять собой целое число 1-100. В других случаях n 
может представлять собой целое число 1-20, т.е. 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 
или 20. Примеры линкеров включают, но не ограничиваются перечисленными, 

 
Линкер не устраняет или не снижает активность VWFфрагмента фактора фон Виллебранда или 

свертывающую активность фактора VIII. Линкер возможно усиливает активность VWFфрагмента факто-
ра фон Виллебранда или свертывающую активность белка, представляющего собой фактор VIII, напри-
мер, за счет дополнительного снижения влияния стерического препятствия и делая VWFфрагмент фак-
тора фон Виллебранда или часть фактора VIII более доступными для целевого сайта связывания. 

В одном из вариантов реализации линкер, подходящий для химерного белка, имеет длину  
15-25 аминокислот. В другом варианте реализации линкер, подходящий для химерного белка, имеет 
длину 15-20 аминокислот. В некоторых вариантах реализации линкер для химерного белка имеет длину 
10-25 аминокислот. В других вариантах реализации линкер для химерного белка имеет длину 15 амино-
кислот. В других вариантах реализации линкер для химерного белка представляет собой (GGGGS)n  
(SEQ ID NO: 64), где G представляет собой глицин, S представляет собой серии и n представляет собой 
целое число 1-20. 

F) Сайты расщепления. 
Линкер также может включать фрагмент, способный расщепляться либо химически (например, 

гидролиз сложноэфирной связи), под воздействием ферментов (т.е. включение последовательности, рас-
щепляемой протеазой) или фотолитически (например, хромофор, такой как 3-амино-3-(2-
нитрофенил)пропионовая кислота (ANP)), для освобождения одной молекулы от другой. 

В одном из вариантов реализации линкер представляет собой расщепляемый линкер. Расщепляемые 
линкеры могут содержать один или более сайтов расщепления на N-конце, или С-конце, или обоих. В 
другом варианте реализации расщепляемый линкер по существу состоит из или состоит из одного или 
более сайтов расщепления. В других вариантах реализации расщепляемый линкер содержит гетероло-
гичные аминокислотные линкерные последовательности, описанные в настоящем документе, или поли-
меры и один или более сайтов расщепления. 

В некоторых вариантах реализации расщепляемый линкер содержит один или более сайтов расще-
пления, которые могут расщепляться в клетке-хозяине (например, сайты внутриклеточного процессинга). 
Неограничивающие примеры сайта расщепления включают  

 
В других вариантах реализации расщепляемый линкер содержит один или более сайтов расщепле-

ния, которые расщепляются под действием протеазы после введения химерного белка, содержащего ука-
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занный расщепляемый линкер, субъекту. В одном из вариантов реализации сайт расщепления расщепля-
ется под действием протеазы, выбранной из группы, состоящей из фактора XIa, фактора ХПа, каллик-
реина, фактора VIIa, фактора IXa, фактора Ха, фактора IIa (тромбина), эластазы-2, ММР-12, ММР-13, 
ММР-17 и ММР-20. В другом варианте реализации сайт расщепления выбран из группы, состоящей из 
сайта расщепления FXIa (например, KLTR↓AET (SEQ ID NO: 65)), сайта расщепления FXIa (например, 
DFTR↓VVG (SEQ ID NO: 66)), сайта расщепления FXIIa (например, TMTR↓IVGG (SEQ ID NO: 67)), сайта 
расщепления калликреином (например, SPFR↓STGG (SEQ ID NO: 68)), сайта расщепления FVIIa (напри-
мер, LQVR↓IVGG (SEQ ID NO: 69)), сайта расщепления FIXa (например, PLGR↓IVGG (SEQ ID NO: 70)), 
сайта расщепления FXa (например, IEGR↓TVGG (SEQ ID NO: 71)), сайта расщепления FIIa (тромбином) 
(например, LTPR↓SLLV (SEQ ID NO: 72)), сайта расщепления эластазой-2 (например, LGPV↓SGVP 
(SEQ ID NO: 73)), сайта расщепления гранзимом-В (например, VAGD↓SLEE (SEQ ID NO: 74)), сайта 
расщепления ММР-12 (например, GPAG↓LGGA (SEQ ID NO: 75)), сайта расщепления ММР-13 (например, 
GPAG↓LRGA (SEQ ID NO: 76)), сайта расщепления ММР-17 (например, APLG↓LRLR (SEQ ID NO: 77)), 
сайта расщепления ММР-20 (например, PALP↓LVAQ (SEQ ID NO: 78)), сайта расщепления TEV (на-
пример, ENLYFQ↓G (SEQ ID NO: 79)), сайта расщепления энтерокиназой (например, DDDK↓IVGG 
(SEQ ID NO: 80)), сайта расщепления протеазой 3С (PRESCISSION) (например, LEVLFQ↓GP  
(SEQ ID NO: 81)) и сайта расщепления сортазой А (например, LPKT↓GSES) (SEQ ID NO: 82). В некото-
рых вариантах реализации сайты расщепления FXIa включают, но не ограничиваются перечисленными: 
например,  и . 

Неограничивающие типичные сайты расщепления тромбином включают, например, 

  и последо-
вательность, содержащую, по существу состоящую из или состоящую из  (напри-
мер, ). 

В конкретном варианте реализации сайт расщепления представляет собой 

 
Полинуклеотиды, векторы и клетки-хозяева. 
Согласно настоящему изобретению также предложен полинуклеотид, кодирующий 
(а) VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, связанный с последовательностью XTEN и белком 

FVIII; 
(b) белок FVIII, связанный с последовательностью XTEN и Fc; или 
(с) белок FVIII, связанный с последовательностью XTEN и VWFфрагментом фактора фон Виллеб-

ранда, описанным в настоящем документе. 
В случае когда химерный белок представляет собой одну полипептидную цепь (например, F2-L2-X-

V-L1-F1-FVIII, где FVIII содержит белок FVIII, F1 содержит первую константную область Ig или ее 
часть, например, первую область Fc, L1 содержит первый линкер, V содержит VWFфрагмент фактора 
фон Виллебранда, X содержит последовательность XTEN, L2 содержит второй линкер и F2 содержит 
вторую константную область Ig или ее часть, например вторую область Fc), настоящее изобретение от-
носится к одной полинуклеотидной цепи, кодирующей указанную одну полипептидную цепь. В случае 
когда химерный белок содержит первую и вторую полипептидные цепи (F2-L2-X-V:FVIII-F1): 

первую полипептидную цепь, содержащую VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, связанный с 
последовательностью XTEN, который также связан с первой константной областью Ig или ее частью 
(например, первой областью Fc) расщепляемым линкером (например, F2-L2-X-V); и 

вторую полипептидную цепь, содержащую белок FVIII и вторую константную область Ig или ее 
часть (например, вторую область Fc) (например, FVIII-F1), 

при этом первая полипептидная цепь и вторая полипептидная цепь ассоциированы друг с другом, 
полинуклеотид может содержать первую нуклеотидную последовательность и вторую нуклеотидную 
последовательность. 

В одном из вариантов реализации первая полипептидная цепь и вторая полипептидная цепь могут 
кодироваться одной полинуклеотидной цепью. В другом варианте реализации первая полипептидная 
цепь и вторая полипептидная цепь кодируются двумя разными полинуклеотидами, т.е. первой нуклео-
тидной последовательностью и второй нуклеотидной последовательностью. В другом варианте реализа-
ции первая нуклеотидная последовательность и вторая нуклеотидная последовательность присутствуют 
в двух разных полинуклеотидах (например, разных векторах). В некоторых вариантах реализации на-
стоящее изобретение относится к группе полинуклеотидов, содержащей первую нуклеотидную цепь и 
вторую нуклеотидную цепь, при этом первая нуклеотидная цепь кодирует VWFфрагмент фактора фон 
Виллебранда химерного белка, а вторая нуклеотидная цепь кодирует белок FVIII. В некоторых вариантах 
реализации химерный белок, содержащий две полипептидные цепи или три полипептидные цепи, может 
быть кодирован одной полинуклеотидной цепью, а затем процессирован с образованием двух или трех 
(или более) полипептидных цепей. В других вариантах реализации химерный белок, содержащий данные 
полипептидные цепи, может быть кодирован двумя или тремя полинуклеотидными цепями. В других 
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вариантах реализации группа полинуклеотидов также содержит дополнительную нуклеотидную цепь 
(например, вторую нуклеотидную цепь, когда химерный полипептид кодируется одной полинуклеотидную 
цепью, или третью нуклеотидную цепь, когда химерный белок кодируется двумя полинуклеотидными це-
пями), которая кодирует протеинконвертазу. Протеинконвертаза может быть выбрана из группы, состоя-
щей из пропротеинконвертазы субтилизин/кексинового типа 5 (PCSK5 или РС5), пропротеинконвертазы 
субтилизин/кексинового типа 7 (PCSK7 или РС5), Kex 2 дрожжей, пропротеинконвертазы субтили-
зин/кексинового типа 3 (PACE или PCSK3) и их двух или более комбинаций. В некоторых вариантах реа-
лизации протеинконвертаза представляет собой PACE, PC5 или РС7. В конкретном варианте реализации 
протеинконвертаза представляет собой РС5 или РС7. См. международную заявку № PCT/US2011/043568. 

В настоящем описании термин "вектор экспрессии" относится к любой конструкции нуклеиновой 
кислоты, которая содержит элементы, необходимые для транскрипции и трансляции встроенной коди-
рующей последовательности, или в случае РНК-вирусного вектора - элементы, необходимые для репли-
кации и трансляции, при введении в соответствующую клетку-хозяина. Векторы экспрессии могут вклю-
чать плазмиды, фагмиды, вирусы и их производные. 

Векторы экспрессии согласно настоящему изобретению будут включать полинуклеотиды, коди-
рующие химерный белок, описанный в настоящем документе. В одном из вариантов реализации одна 
или более кодирующих последовательностей для VWFфрагмента фактора фон Виллебранда и XTEN, 
белка FVIII и XTEN или тех и других, функционально связаны с последовательностью, контролирующей 
экспрессию. В настоящем изобретении две последовательности нуклеиновых кислот являются функцио-
нально связанными, когда они ковалентно связаны таким образом, чтобы обеспечивать сохранение 
функциональности каждого компонента, представляющего собой последовательность нуклеиновой ки-
слоты. Говорят, что кодирующая последовательность и последовательность, контролирующая экспрес-
сию генов, являются функционально связанными, когда они ковалентно связаны таким образом, чтобы 
экспрессия или транскрипция и/или трансляция кодирующей последовательности находилась под влия-
нием или контролем последовательности, контролирующей экспрессию генов. Говорят, что две последо-
вательности ДНК являются функционально связанными, если индукция промотора на 5'-конце последо-
вательности для экспрессии генов приводит к транскрипции кодирующей последовательности, и если 
природа связи между двумя последовательностями ДНК 

(1) не приводит к введению мутации со сдвигом рамки; 
(2) не нарушает способность промоторной области направлять транскрипцию кодирующей после-

довательности; или 
(3) не нарушает способность соответствующего РНК-транскрипта транслироваться в белок. 
Таким образом, последовательность для экспрессии генов была бы функционально связана с коди-

рующей последовательностью нуклеиновой кислоты, если бы указанная последовательность для экс-
прессии генов была способна осуществлять транскрипцию данной кодирующей последовательности 
нуклеиновой кислоты так, чтобы полученный транскрипт транслировался в желаемый белок или поли-
пептид. В настоящем описании последовательность, контролирующая экспрессию генов, представляет 
собой любую регуляторную нуклеотидную последовательность, такую как промоторная последователь-
ность или комбинация промотор-энхансер, которая способствует эффективной транскрипции и трансля-
ции кодирующей нуклеиновой кислоты, с которой она функциональна связана. Последовательность, 
контролирующая экспрессию генов, может, например, представлять собой промотор млекопитающего 
или вирусный промотор, такой как конститутивный или индуцируемый промотор. Конститутивные про-
моторы млекопитающих включают, но не ограничиваются перечисленными, промоторы для следующих 
генов: гипоксантинфосфорибозилтрансфераза (HPRT), аденозиндеаминаза, пируваткиназа, промотор 
бета-актина и другие конститутивные промоторы. Типичные вирусные промоторы, которые конститу-
тивно функционируют в эукариотических клетках, включают, например, промоторы цитомегаловируса 
(CMV), обезьяньего вируса (например, SV40), вируса папилломы, аденовируса, вируса иммунодефицита 
человека (ВИЧ), вируса саркомы Рауса, цитомегаловируса, длинные концевые повторы (LTR) вируса 
лейкоза Молони и других ретровирусов, и тимидинкиназный промотор вируса простого герпеса. Другие 
конститутивные промоторы известны специалисту в данной области техники. Промоторы, подходящие в 
качестве последовательностей для экспрессии генов согласно настоящему изобретению, также включают 
индуцируемые промоторы. Индуцируемые промоторы экспрессируются в присутствии индуцирующего 
агента. Например, промотор металлотионеина индуцируется для того, чтобы способствовать транскрип-
ции и трансляции, в присутствии некоторых ионов металла. Другие индуцируемые промоторы известны 
специалисту в данной области техники. 

В целом последовательность, контролирующая экспрессию генов, будет включать при необходимо-
сти 5' нетранскрибируемые и 5' нетранслируемые последовательности, вовлеченные в инициацию транс-
крипции и трансляции соответственно, такие как ТАТА-бокс, кэпирующая последовательность, последо-
вательность СААТ и т.п. В частности, такие 5' нетранскрибируемые последовательности будут включать 
промоторную область, которая включает промоторную последовательность для транскрипционного кон-
троля функционально присоединенной кодирующей нуклеиновой кислоты. Последовательности для экс-
прессии генов возможно включают энхансерные последовательности или вышележащие активирующие 
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последовательности, при необходимости. Вирусные векторы включают, но не ограничиваются перечис-
ленными, последовательности нуклеиновых кислот следующих вирусов: ретровирус, такой как вирус 
лейкоза Молони мышей, вирус саркомы Харви мышей, вирус опухоли молочной железы мышей и вирус 
саркомы Рауса; аденовирус, аденоассоциированный вирус; вирусы типа SV40; полиомавирусы; вирусы 
Эпштейна-Барра; вирусы папилломы; вирус герпеса; вирус осповакцины; полиовирус; и РНК-вирус, та-
кой как ретровирус. Можно легко использовать другие векторы, хорошо известные в данной области 
техники. Некоторые вирусные векторы основаны на нецитопатических эукариотических вирусах, в кото-
рых нежизненно важные гены были заменены представляющим интерес геном. Нецитопатические виру-
сы включают ретровирусы, в жизненный цикл которых вовлечена обратная транскрипция геномной ви-
русной РНК в ДНК с последующей провирусной интеграцией в ДНК клетки-хозяина. Ретровирусы были 
одобрены для исследований генной терапии человека. Наиболее подходящими являются те ретровирусы, 
которые являются дефектными по репликации (т.е. способны направлять синтез желаемых белков, но не 
способны производить инфекционные частицы). Такие генетически измененные ретровирусные векторы 
экспрессии в целом применимы для высокоэффективной трансдукции генов in vivo. Стандартные прото-
колы получения дефектных по репликации ретровирусов (включая этапы включения экзогенного генети-
ческого материала в плазмиду, трансфекции пакующей линии клеток плазмидой, выработки рекомби-
нантных ретровирусов пакующей линией клеток, сбора вирусных частиц из сред для культивирования 
ткани и инфицирования целевых клеток вирусными частицами) приведены в  
Kriegler, M., Gene Transfer and Expression, A Laboratory Manual, W.H. Freeman Co., New York (1990); и 
Murry, E.J., Methods in Molecular Biology, vol. 7, Humana Press, Inc., Cliffton, N.J. (1991). В одном из вари-
антов реализации вирус представляет собой аденоассоциированный вирус, двухцепочечный ДНК-вирус. 
Аденоассоциированный вирус может быть создан дефектным по репликации и способным инфицировать 
широкий диапазон типов и видов клеток. Он также обладает такими преимуществами, как термостабиль-
ность и стабильность в отношении липидных растворителей; высокая частота трансдукции в клетках 
различных линий, включая гемопоэтические клетки; и отсутствие ингибирования суперинфекции, что 
таким образом обеспечивает множественные серии трансдукции. По сообщениям, аденоассоциирован-
ный вирус может интегрироваться в клеточную ДНК человека сайт-специфическим способом, что тем 
самым минимизирует возможность инсерционного мутагенеза и вариабельность экспрессии встроенных 
генов, характерную для ретровирусной инфекции. Кроме того, инфекции аденоассоциированного вируса 
дикого типа прослеживались в тканевой культуре более чем через 100 пересевов в отсутствие селектив-
ного давления, что позволяет предположить, что геномная интеграция аденоассоциированного вируса 
является относительно стабильной. 

Аденоассоциированный вирус также может функционировать экстрахромосомным способом. 
Другие векторы включают плазмидные векторы. Плазмидные векторы подробно описаны в данной 

области техники и хорошо известны специалисту. См., например, Sambrook et al., Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual, Second Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989. В последние несколько лет 
было обнаружено, что плазмидные векторы особенно предпочтительны для доставки генов в клетки in 
vivo из-за их неспособности в них реплицироваться и интегрироваться в геном хозяина. Однако данные 
плазмиды, содержащие промотор, совместимый с клеткой-хозяином, могут экспрессировать пептид с 
гена, функционально кодированного в плазмиде. Некоторые широко используемые плазмиды, доступные 
от коммерческих поставщиков, включают pBR322, pUC18, pUC19 различные плазмиды pcDNA, 
pRC/CMV, различные плазмиды pCMV, pSV40 и pBlueScript. Дополнительные примеры конкретных 
плазмид включают pcDNA3.1, номер по каталогу V79020; pcDNA3.1/hygro, номер по каталогу V87020; 
pcDNA4/myc-His, номер по каталогу V86320; и pBudCE4.1, номер по каталогу V53220, все от Invitrogen 
(Карлсбад, Калифорния). Другие плазмиды хорошо известны специалисту в данной области техники. 
Кроме того, плазмиды могут быть индивидуально разработаны с использованием стандартных методов 
молекулярной биологии для удаления и/или добавления конкретных фрагментов ДНК. 

В одной из систем экспрессии у насекомых, которую можно использовать для получения белков со-
гласно настоящему изобретению, используют вирус ядерного полигидроза Autographa californica 
(AcNPV) в качестве вектора для экспрессии чужеродных генов. Указанный вирус выращивают в клетках 
Spodoptera frugiperda. Кодирующая последовательность может быть клонирована в нежизненно важные 
области (например, ген polyhedron) вируса и помещена под контроль промотора ACNPV (например, 
промотор polyhedron). Успешное встраивание кодирующей последовательности приведет к инактивации 
гена polyhedron и образованию "невкрапленного" рекомбинантного вируса (т.е. вируса, у которого отсут-
ствует белковоподобная оболочка, кодируемая геном polyhedron). Затем данные рекомбинантные вирусы 
используют для инфицирования клеток Spodoptera frugiperda, в которых экспрессируется встроенный ген 
(см., например, Smith et al. (1983), J. Virol., 46:584; патент США № 4215051). Дополнительные примеры 
данной системы экспрессии можно найти в Ausubel et al., eds. (1989), Current Protocols in Molecular Biol-
ogy, vol. 2, Greene Publish. Assoc. & Wiley Interscience. 

Другая система, которую можно использовать для экспрессии белков согласно настоящему изобре-
тению, представляет собой систему экспрессии гена глутаминсинтетазы, также называемую "системой 
экспрессии GS" (Lonza Biologics PLC, Беркшир, Соединенное Королевство). Данная система экспрессии 
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подробно описана в патенте США № 5981216. 
В клетках-хозяевах млекопитающих можно использовать ряд систем экспрессии на основе вирусов. 

В случаях когда в качестве вектора экспрессии используют аденовирус, кодирующая последовательность 
может быть лигирована с комплексом контроля транскрипции/трансляции аденовируса, например позд-
ним промотором и состоящей из трех частей лидерной последовательностью. Затем данный химерный 
ген может быть встроен в аденовирусный геном путем рекомбинации in vitro или in vivo. Встраивание в 
нежизненно важную область вирусного генома (например, область Е1 или Е3) приведет к рекомбинант-
ному вирусу, который является жизнеспособным и способен экспрессировать пептид в инфицированных 
хозяевах (см., например, Logan & Shenk (1984), Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 81:3655). В качестве альтерна-
тивы, можно использовать промотор осповакцины 7.5 K. См., например, Mackett et al. (1982), Proc. Natl. 
Acad. Sci., USA, 79:7415; Mackett et al. (1984), J. Virol., 49:857; Panicali et al. (1982), Proc. Natl. Acad. Sci., 
USA, 79:4927. 

Для повышения эффективности получения могут быть разработаны полинуклеотиды, кодирующие 
многочисленные единицы белка согласно настоящему изобретению, разделенные сайтами ферментатив-
ного расщепления. Полученный полипептид может быть расщеплен (например, путем обработки соот-
ветствующим ферментом) с получением полипептидных единиц. Это может увеличивать выход поли-
пептидов, управляемых одним промотором. При использовании в соответствующих вирусных системах 
экспрессии направление трансляции каждого полипептида, кодируемого мРНК, происходит внутри тран-
скрипта, например, участком внутренней посадки рибосомы, IRES. Таким образом, полицистронная кон-
струкция направляет транскрипцию одной крупной полицистронной мРНК, которая, в свою очередь, 
направляет трансляцию многочисленных отдельных полипептидов. Данный подход исключает образова-
ние и ферментативный процессинг полипротеинов и может значительно увеличивать выход полипепти-
дов под управлением одного промотора. Векторы, используемые для трансформации, как правило, будут 
содержать селектируемый маркер, используемый идентификации трансформантов. В бактериальных си-
стемах он может включать ген резистентности к антибиотику, такому как ампициллин или канамицин. 
Селектируемые маркеры для применения в культивируемых клетках млекопитающих включают гены, 
которые придают резистентность к лекарственным средствам, таким как неомицин, гигромицин и метот-
рексат. Селектируемый маркер может представлять собой амплифицируемый селектируемый маркер. 
Одним из амплифицируемых селектируемых маркеров является ген дигидрофолатредуктазы (DHFR). 
Simonsen С.С. et al. (1983), Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 80:2495-9. Селектируемые маркеры рассмотрены 
Thilly (1986), Mammalian Cell Technology, Butterworth Publishers, Stoneham, Mass., и выбор селектируе-
мых маркеров находится в рамках компетенции специалиста в данной области техники. 

Селектируемые маркеры могут быть введены в клетку в отдельной плазмиде одновременно с пред-
ставляющим интерес геном или они могут быть введены в той же плазмиде. В случае одной плазмиды се-
лектируемый маркер и представляющий интерес ген могут находиться под контролем разных промоторов 
или одного и того же промотора, в случае последнего расположения образуется дицистронная мРНК. Кон-
струкции данного типа известны в данной области техники (например, патент США № 4713339). Векторы 
экспрессии могут кодировать метки, которые позволяют легко очищать полученный рекомбинантным 
способом белок. Примеры включают, но не ограничиваются перечисленными, вектор pUR278 (Ruther et al. 
(1983), EMBO J., 2:1791), в котором кодирующие последовательности для экспрессируемого белка могут 
быть лигированы в вектор в рамке с lac z-кодирующей областью, так что образуется меченый гибридный 
белок; векторы pGEX могут быть использованы для экспрессии белков согласно настоящему изобрете-
нию с меткой в виде глутатион-S-трансферазы (GST). Данные белки обычно являются растворимыми и 
могут быть легко очищены от клеток путем адсорбции на глутатион-агарозных гранулах с последующим 
элюированием в присутствии свободного глутатиона. Векторы содержат сайты расщепления (протеаза, 
представляющая собой тромбин или фактор Ха, или PRESCISSION PROTEASE (Pharmacia, Пипак, 
Нью-Джерси)) для легкого удаления метки после очистки. 

Затем вектор или векторы экспрессии трансфицируют или совместно трансфицируют в подходя-
щую целевую клетку, которая будет экспрессировать полипептиды. Методы трансфекции, известные в 
данной области техники, включают, но не ограничиваются перечисленными: осаждение фосфатом каль-
ция (Wigler et al. (1978), Cell, 14:725), электропорацию (Neumann et al. (1982), EMBO J., 1:841) и реагенты 
на основе липосом. Для экспрессии белков, описанных в настоящем документе, можно применять раз-
личные векторные системы, использующие механизмы экспрессии хозяина, включая как прокариотиче-
ские, так и эукариотические клетки. Данные системы включают, но не ограничиваются перечисленными, 

микроорганизмы, такие как бактерии (например, Е. colt), трансформированные рекомбинантными 
векторами экспрессии из ДНК бактериофага или плазмидной ДНК, содержащими соответствующую ко-
дирующую последовательность; 

дрожжевые или мицелиальные грибы, трансформированные рекомбинантными векторами экспрес-
сии дрожжей или грибов, содержащими соответствующую кодирующую последовательность; 

системы клеток насекомых, инфицированные рекомбинантными вирусными векторами экспрессии 
(например, бакуловирусом), содержащими соответствующую кодирующую последовательность; 

системы клеток растений, инфицированные рекомбинантными вирусными векторами экспрессии 
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(например, вирус мозаики цветной капусты или вирус табачной мозаики) или трансформированные ре-
комбинантными плазмидными векторами экспрессии (например, Ti-плазмида), содержащими соответст-
вующую кодирующую последовательность; или 

системы клеток животных, включая клетки млекопитающих (например, клетки HEK293, СНО, Cos, 
HeLa, НКВ11 и BHK). 

В одном из вариантов реализации клетка-хозяин представляет собой эукариотическую клетку. В на-
стоящем описании термин "эукариотическая клетка" относится к любой клетке животного или растения, 
содержащей характерное ядро. Эукариотические клетки животных включают клетки позвоночных, на-
пример, млекопитающих и клетки беспозвоночных, например, насекомых. Эукариотические клетки рас-
тений, в частности, могут включать без ограничения клетки дрожжей. Эукариотическая клетка отличает-
ся от прокариотической клетки, например, бактерий. 

В некоторых вариантах реализации эукариотическая клетка представляет собой клетку млекопи-
тающего. Клетка млекопитающего представляет собой любую клетку, полученную от млекопитающего. 
Клетки млекопитающих, в частности, включают, но не ограничиваются перечисленными, линии клеток 
млекопитающих. В одном из вариантов реализации клетка млекопитающего представляет собой клетку 
человека. В другом варианте реализации клетка млекопитающего представляет собой клетку HEK293, 
которая представляет собой линию клеток мезонефроса человека. Клетки HEK293 доступны в виде  
CRL-1533 от Американской коллекции типовых культур, Манассас, Вирджиния, и в виде клеток 293-Н, 
номер по каталогу 11631-017, или клеток 293-F, номер по каталогу 11625-019 от Invitrogen (Карлсбад, 
Калифорния). В некоторых вариантах реализации клетка млекопитающего представляет собой клетку 
PER.C6 , которая представляет собой линию клеток человека, полученную из сетчатки. Клетки PER.C6 
доступны от Crucell (Лейден, Нидерланды). В других вариантах реализации клетка млекопитающего 
представляет собой клетку яичника китайского хомячка (СНО). Клетки СНО доступны от Американской 
коллекции типовых культур, Манассас, Вирджиния (например, СНО-K1; CCL-61). В других вариантах 
реализации клетка млекопитающего представляет собой клетку почки новорожденного хомяка (ВНК). 
Клетки ВНК доступны от Американской коллекции типовых культур, Манассас, Вирджиния (например, 
CRL-1632). В некоторых вариантах реализации клетка млекопитающего представляет собой клетку 
НКВ11, которая представляет собой гибридную линию клеток на основе линии клеток HEK293 и  
В-клеток человека. Mei et al., Mol Biotechnol., 34(2):165-78 (2006). 

В одном из вариантов реализации плазмиду, содержащую последовательность, кодирующую гибрид 
FVIII(X)-Fc, последовательность, кодирующую гибрид VWFфрагмент фактора фон Виллебранда-L-Fc, или 
обе последовательности и селектируемый маркер, например, ген резистентности к зеоцину, трансфици-
руют в клетки HEK293 для получения химерного белка. 

В другом варианте реализации плазмиду, содержащую последовательность, кодирующую гибрид 
FVIII-Fc, последовательность, кодирующую гибрид VWFфрагмент фактора фон Виллебранда-XTEN-L-Fc, 
или обе последовательности и селектируемый маркер, например, ген резистентности к зеоцину, транс-
фицируют в клетки HEK293 для получения химерного белка. 

В других вариантах реализации плазмиду, содержащую последовательность, кодирующую гибрид 
FVIII(X)-Fc, последовательность, кодирующую Fc, или обе последовательности и селектируемый мар-
кер, например, ген резистентности к зеоцину, трансфицируют в клетки HEK293 для получения химерно-
го белка. 

В некоторых вариантах реализации первую плазмиду, содержащую последовательность, кодирую-
щую гибрид FVIII(X)-Fc и первый селектируемый маркер, например ген резистентности к зеоцину, и 
вторую плазмиду, содержащую последовательность, кодирующую Fc, или последовательность, коди-
рующую VWFфрагмент фактора фон Виллебранда-L-Fc и второй селектируемый маркер, например ген 
резистентности к неомицину, и третью плазмиду, содержащую последовательность, кодирующую проте-
инконвертазу, и третий селектируемый маркер, например ген резистентности к гигромицину, совместно 
трансфицируют в клетки HEK293 для получения химерного белка. Указанная первая и вторая плазмиды 
могут быть введены в равных количествах (т.е. молярное соотношение 1:1) или они могут быть введены 
в неравных количествах. 

В других вариантах реализации первую плазмиду, содержащую последовательность, кодирующую 
гибрид FVIII-Fc и первый селектируемый маркер, например ген резистентности к зеоцину, и вторую 
плазмиду, содержащую последовательность, кодирующую VWFфрагмент фактора фон Виллебранда-
XTEN-L-Fc, и второй селектируемый маркер, например ген резистентности к неомицину, и третью плаз-
миду, содержащую последовательность, кодирующую протеинконвертазу, и третий селектируемый мар-
кер, например ген резистентности к гигромицину, совместно трансфицируют в клетки HEK293 для полу-
чения химерного белка. Указанная первая и вторая плазмиды могут быть введены в равных количествах 
(т.е. молярное соотношение 1:1) или они могут быть введены в неравных количествах. 

В других вариантах реализации первую плазмиду, содержащую последовательность, кодирующую 
гибрид FVIII(X)-Fc и первый селектируемый маркер, например ген резистентности к зеоцину, и вторую 
плазмиду, содержащую последовательность, кодирующую VWFфрагмент фактора фон Виллебранда-
XTEN-L-Fc, и второй селектируемый маркер, например ген резистентности к неомицину, и третью плаз-
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миду, содержащую последовательность, кодирующую протеинконвертазу, и третий селектируемый мар-
кер, например ген резистентности к гигромицину, совместно трансфицируют в клетки HEK293 для полу-
чения химерного белка. Указанная первая и вторая плазмиды могут быть введены в равных количествах 
(т.е. молярное соотношение 1:1) или они могут быть введены в неравных количествах. 

В некоторых вариантах реализации первую плазмиду, содержащую последовательность, кодирую-
щую химерный белок FVIII (с или без XTEN)-F1-L1-V-XTEN-L2-F2 и первый селектируемый маркер, 
например ген резистентности к зеоцину, и вторую плазмиду, содержащую последовательность, коди-
рующую протеинконвертазу, и второй селектируемый маркер, например ген резистентности к гигроми-
цину, совместно трансфицируют в клетки HEK293 для получения химерного белка. Промоторы для по-
следовательности, кодирующей FVIII(X)-Fc, и последовательности, кодирующей VWF-XTEN-Fc, могут 
быть разными или они могут быть одинаковыми. 

В других вариантах реализации трансфицированные клетки являются стабильно трансфицирован-
ными. Данные клетки можно отбирать и хранить в виде стабильной линии клеток с использованием 
обычных методов, известных специалисту в данной области техники. 

Клетки-хозяева, содержащие ДНК-конструкции белка, выращивают в соответствующей питатель-
ной среде. В настоящем описании термин "соответствующая питательная среда" означает среду, содер-
жащую питательные вещества, необходимые для роста клеток. Питательные вещества, необходимые для 
роста клеток, могут включать источник углерода, источник азота, незаменимые аминокислоты, витами-
ны, минералы и факторы роста. Среды могут содержать один или более факторов отбора. Среды могут 
содержать телячью сыворотку или фетальную телячью сыворотку (FCS). В одном из вариантов реализа-
ции среды по существу не содержат IgG. Питательная среда, как правило, будет обеспечивать отбор кле-
ток, содержащих ДНК-конструкцию, например, путем отбора по чувствительности к лекарственному 
средству или дефициту незаменимого питательного вещества, который дополняет селектируемый маркер 
в ДНК-конструкции или совместно трансфицированный с ДНК-конструкцией. Культивируемые клетки 
млекопитающих обычно выращивают в коммерчески доступных содержащих сыворотку или бессыворо-
точных средах (например, MEM, DMEM, DMEM/F12). В одном из вариантов реализации среда представ-
ляет собой CD293 (Invitrogen, Карлсбад, Калифорния). В другом варианте реализации среда представляет 
собой CD17 (Invitrogen, Карлсбад, Калифорния). Выбор среды, подходящей для конкретной линии кле-
ток, находится в рамках компетенции специалиста в данной области техники. 

Для совместной экспрессии двух полипептидных цепей химерного белка клетки-хозяева культиви-
руют в условиях, обеспечивающих экспрессию обеих цепей. В настоящем описании термин "культиви-
рование" относится к выдерживанию живых клеток in vitro в течение по меньшей мере определенного 
времени. Выдерживание может включать, но не обязательно включает, увеличение популяции живых 
клеток. Например, популяция клеток, выдерживаемых в культуре, может не меняться, но они по-
прежнему являются жизнеспособными и способны продуцировать желаемый продукт, например, реком-
бинантный белок или рекомбинантный гибридный белок. Подходящие условия для культивирования 
эукариотических клеток хорошо известны в данной области техники и включают соответствующий вы-
бор питательных сред, добавок в питательные среды, температуры, pH, насыщения кислородом и т.п. 
Для коммерческих целей культивирование может включать использование любого из различных типов 
систем увеличения масштаба, включая шейкерные колбы, роллерные флаконы, биореакторы с полыми 
волокнами, биореакторы с механическим перемешиванием, эрлифтные биореакторы, волновые биореак-
торы и другие. 

Условия для культивирования клеток также выбирают таким образом, чтобы обеспечить ассоциа-
цию VWFфрагмента фактора фон Виллебранда с белком FVIII. 

Условия, обеспечивающие экспрессию VWFфрагмента фактора фон Виллебранда и/или белка 
FVIII, могут включать присутствие источника витамина K. Например, в одном из вариантов реализации 
стабильно трансфицированные клетки HEK293 культивируют в средах CD293 (Invitrogen, Карлсбад, Ка-
лифорния) или средах OptiCHO (Invitrogen, Карлсбад, Калифорния) с добавлением 4 мМ глутамина. 

Один из аспектов настоящего изобретения относится к способу экспрессии, получения или проду-
цирования химерного белка согласно настоящему изобретению, включающему 

а) трансфекцию клетки-хозяина, содержащей полинуклеотид, кодирующий химерный белок; и 
b) культивирование клетки-хозяина в культуральной среде в условиях, подходящих для экспрессии 

химерного белка, при которых происходит экспрессия химерного белка. 
В других вариантах реализации белковый продукт, содержащий VWFфрагмент фактора фон Вил-

лебранда, связанный с последовательностью XTEN, или белок FVIII, связанный с последовательностью 
XTEN, секретируется в среды. Среды отделяют от клеток, концентрируют, фильтруют, а затем пропус-
кают через две или три колонки для аффинной хроматографии, например колонку с белком А и одну или 
две анионообменные колонки. 

Некоторые аспекты настоящего изобретения относятся к химерному белку, получаемому способа-
ми, описанными в настоящем документе. 

Получение in vitro позволяет увеличивать масштаб для получения больших количеств желаемых 
измененных полипептидов согласно настоящему изобретению. 
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Методы культивирования клеток млекопитающих в условиях культивирования тканей известны в 
данной области техники и включают однородную суспензионную культуру, например, в эрлифтном ре-
акторе или в реакторе с непрерывным перемешиванием, или культуру иммобилизованных или "захва-
ченных" клеток, например, в полых волокнах, микрокапсулах, на агарозных микрогранулах или керами-
ческих картриджах. При необходимости и/или желании растворы полипептидов могут быть очищены 
обычными методами хроматографии, например, гель-фильтрации, ионообменной хроматографии, гид-
рофобной хроматографии (HIC), хроматографии на DEAE-целлюлозе или аффинной хроматографии. 

Фармацевтическая композиция. 
Композиции, содержащие химерный белок согласно настоящему изобретению, могут содержать 

подходящий фармацевтически приемлемый носитель. Например, они могут содержать вспомогательные 
вещества и/или дополнительные вещества, которые облегчают переработку активных соединений в пре-
параты, предназначенные для доставки к месту действия. 

Фармацевтическая композиция может быть представлена в форме для парентерального введения 
(т.е. внутривенного, подкожного или внутримышечного) путем болюсной инъекции. Составы для инъек-
ции могут быть представлены в единичной лекарственной форме, например в ампулах или в многодозо-
вых емкостях с добавлением консерванта. Композиции могут принимать такие формы, как суспензии, 
растворы или эмульсии в масляных или водных носителях, и могут содержать вспомогательные вещест-
ва, такие как суспендирующие, стабилизирующие и/или диспергирующие вещества. В качестве альтер-
нативы, активный ингредиент может находиться в форме порошка для восстановления подходящим но-
сителем, например, апирогенной водой. Подходящие составы для парентерального введения также 
включают водные растворы активных соединений в водорастворимой форме, например водораствори-
мые соли. Кроме того, могут быть введены суспензии активных соединений в виде соответствующих 
масляных суспензий для инъекций. Подходящие липофильные растворители или носители включают 
жирные масла, например кунжутное масло, или синтетические эфиры жирных кислот, например этило-
леат или триглицериды. Водные суспензии для инъекций могут содержать вещества, повышающие вяз-
кость суспензии, включая, например, натрийкарбоксиметилцеллюлозу, сорбитол и декстран. Суспензия 
также может содержать стабилизаторы. Липосомы также можно использовать для инкапсулирования 
молекул согласно настоящему изобретению для доставки в клетки или интерстициальные пространства. 
Типичными фармацевтически приемлемыми носителями являются физиологически совместимые раство-
рители, дисперсионные среды, покрытия, антибактериальные и противогрибковые агенты, изотониче-
ские и замедляющие абсорбцию агенты, вода, физиологический раствор, фосфатный буферный раствор, 
декстроза, глицерин, этанол и т.п. В некоторых вариантах реализации композиция содержит изотониче-
ские агенты, например, сахара, полиспирты, такие как маннитол, сорбитол, или хлорид натрия. В других 
вариантах реализации композиции содержат фармацевтически приемлемые вещества, такие как смачи-
вающие агенты, или незначительные количества вспомогательных веществ, таких как смачивающие 
агенты или эмульгаторы, консерванты или буферы, которые увеличивают срок хранения или эффектив-
ность активных ингредиентов. 

Композиции согласно настоящему изобретению могут находиться в различных формах, включая, 
например, жидкие лекарственные формы (например, растворы для инъекций и инфузий), дисперсии, 
суспензии, полужидкие и твердые лекарственные формы. Предпочтительная форма зависит от способа 
введения и терапевтического применения. Композиция может быть представлена в виде раствора, мик-
роэмульсии, дисперсии, липосомы или другой упорядоченной структуры, подходящей для высокой кон-
центрации лекарственного средства. Стерильные растворы для инъекций могут быть приготовлены пу-
тем включения активного ингредиента в требуемом количестве в соответствующий растворитель с од-
ним ингредиентом или комбинацией ингредиентов, перечисленных выше, при необходимости с после-
дующей стерилизацией путем фильтрации. Как правило, дисперсии готовят путем включения активного 
ингредиента в стерильный носитель, содержащий основную дисперсионную среду и другие требуемые 
ингредиенты из перечисленных выше. В случае стерильных порошков для приготовления стерильных 
растворов для инъекций, предпочтительные способы получения представляют собой вакуумную сушку и 
сушку методом сублимации, которые позволяют получить порошок активного ингредиента, а также лю-
бого желаемого дополнительного ингредиента из предварительно стерилизованного путем фильтрации 
раствора. Необходимая текучесть раствора может быть сохранена, например, путем использования по-
крытия, такого как лецитин, путем поддержания требуемого размера частиц в случае дисперсии или пу-
тем использования поверхностно-активных веществ. Пролонгированную абсорбцию композиций для 
инъекций можно вызвать путем включения в композицию агента, который отсрочивает абсорбцию, на-
пример, моностеаратных солей и желатина. Активный ингредиент может быть включен в состав или уст-
ройство с контролируемым высвобождением. Примеры таких составов и устройств включают импланта-
ты, трансдермальные пластыри и микроинкапсулированные системы доставки. Могут быть использова-
ны биоразлагаемые биосовместимые полимеры, например, этиленвинилацетат, полиангидриды, поли-
гликолевая кислота, коллаген, полиортоэфиры и полимолочная кислота. Способы получения таких со-
ставов и устройств известны в данной области техники. См., например, Sustained and Controlled Release 
Drug Delivery Systems, J. R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., New York, 1978. 
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Депо-составы для инъекций могут быть получены путем образования микроинкапсулированных 
матриц лекарственного средства в биоразлагаемых полимерах, таких как полилактид-полигликолид. В 
зависимости от соотношения лекарственного средства и полимера, и природы используемого полимера, 
можно контролировать скорость высвобождения лекарственного средства. Другие типичные биоразла-
гаемые полимеры представляют собой полиортоэфиры и полиангидриды. Депо-составы для инъекций 
также могут быть получены путем включения лекарственного средства в липосомы или микроэмульсии. 

В композиции могут быть включены дополнительные активные соединения. В одном из вариантов 
реализации химерный белок согласно настоящему изобретению включают в состав совместно с другим 
фактором свертывания крови или его вариантом, фрагментом, аналогом или производным. Например, 
фактор свертывания крови включает, но не ограничивается ими, фактор V, фактор VII, фактор VIII, фак-
тор IX, фактор X, фактор XI, фактор XII, фактор XIII, протромбин, фибриноген, фактор фон Виллебранда 
или рекомбинантный растворимый тканевой фактор (rsTF), или активированные формы любого из 
предшествующих. Фактор свертывания крови гемостатического средства также может включать анти-
фибринолитические лекарственные средства, например, эпсилон-аминокапроновую кислоту, транекса-
мовую кислоту. 

Режимы дозирования можно корректировать для обеспечения оптимального желаемого ответа. На-
пример, можно вводить однократную болюсную дозу, можно вводить несколько раздельных доз в тече-
ние некоторого времени или дозу можно пропорционально уменьшать или увеличивать в зависимости от 
обстоятельств терапевтической ситуации. Предпочтительным является получение композиций для па-
рентерального введения в единичной лекарственной форме для удобства введения и однородности дозы. 
См., например, Remington's Pharmaceutical Sciences (Mack Pub. Co., Easton, Pa., 1980). В дополнение к 
активному соединению жидкая лекарственная форма может содержать инертные ингредиенты, такие как 
вода, этиловый спирт, этилкарбонат, этилацетат, бензиловый спирт, бензилбензоат, пропиленгликоль, 
1,3-бутиленгликоль, диметилформамид, масла, глицерин, тетрагидрофурфуриловый спирт, полиэтиленг-
ликоли и сложные эфиры сорбитана и жирных кислот. 

Неограничивающие примеры подходящих фармацевтических носителей также описаны в Reming-
ton's Pharmaceutical Sciences, E. W. Martin. Некоторые примеры вспомогательных веществ включают 
крахмал, глюкозу, лактозу, сахарозу, желатин, солод, рис, муку, мел, силикагель, стеарат натрия, моно-
стеарат глицерина, тальк, хлорид натрия, сухое обезжиренное молоко, глицерин, пропиленгликоль, воду, 
этанол и т.п. Композиция также может содержать pH буферные реагенты и смачивающие агенты или 
эмульгаторы. Для перорального введения фармацевтическая композиция может принимать форму табле-
ток или капсул, полученных обычными способами. Композиция также может быть получена в виде жид-
кости, например, сиропа или суспензии. Указанная жидкость может содержать суспендирующие агенты 
(например, сорбитовый сироп, производные целлюлозы или гидрогенизированные пищевые жиры), 
эмульгаторы (лецитин или камедь), неводные носители (например, миндальное масло, масляные слож-
ные эфиры, этиловый спирт или фракционированные растительные масла) и консерванты (например, 
метил- или пропил-п-гидроксибензоаты или сорбиновая кислота). Препараты также могут содержать 
ароматизаторы, красители и подсластители. В качестве альтернативы, композиция может быть представ-
лена в виде сухого продукта для восстановления водой или другим подходящим носителем. 

Для трансбуккального введения композиция может принимать форму таблеток или пастилок в со-
ответствии с традиционными протоколами. 

Для введения путем ингаляции соединения для применения согласно настоящему изобретению 
удобным образом доставляют в форме распыляемого аэрозоля, содержащего или не содержащего вспо-
могательные вещества, или в форме спрея-аэрозоля из находящейся под давлением упаковки или распы-
лителя возможно с использованием пропеллента, например, дихлордифторметана, трихлорфторметана, 
дихлортетрафторэтана, диоксида углерода или другого подходящего газа. В случае аэрозоля, находяще-
гося под давлением, единицу дозирования можно определять путем снабжения клапаном для доставки 
отмеренного количества. Могут быть получены капсулы и картриджи, например, из желатина для при-
менения в ингаляторе или инсуффляторе, содержащие порошковую смесь соединения и подходящей по-
рошковой основы, такой как лактоза или крахмал. Фармацевтическая композиция также может быть по-
лучена в форме для ректального введения в виде суппозитория или удерживающей клизмы, например, 
содержащей традиционные основы для суппозиториев, такие как масло какао или другие глицериды. 

В одном из вариантов реализации фармацевтическая композиция содержит химерный белок, поли-
нуклеотид, кодирующий указанный химерный белок, вектор, содержащий полинуклеотид, или клетку-
хозяина, содержащую вектор, и фармацевтически приемлемый носитель. Белок FVIII в химерном белке 
имеет увеличенный период полувыведения по сравнению с белком FVIII дикого типа или соответствую-
щим белком FVIII, не содержащим VWFфрагмент фактора фон Виллебранда. В одном из вариантов реа-
лизации период полувыведения белка FVIII по меньшей мере примерно в 1,5 раза, по меньшей мере 
примерно в 2 раза, по меньшей мере примерно в 2,5 раза, по меньшей мере примерно в 3 раза, по мень-
шей мере примерно в 4 раза, по меньшей мере примерно в 5 раз, по меньшей мере примерно в 6 раз, по 
меньшей мере примерно в 7 раз, по меньшей мере примерно в 8 раз, по меньшей мере примерно в 9 раз, 
по меньшей мере примерно в 10 раз, по меньшей мере примерно в 11 раз или по меньшей мере примерно 
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в 12 раз больше чем у FVIII дикого типа. В другом варианте реализации период полувыведения фактора 
VIII составляет по меньшей мере примерно 17 ч, по меньшей мере примерно 18 ч, по меньшей мере при-
мерно 19 ч, по меньшей мере примерно 20 ч, по меньшей мере примерно 21 ч, по меньшей мере пример-
но 22 ч, по меньшей мере примерно 23 ч, по меньшей мере примерно 24 ч, по меньшей мере примерно  
25 ч, по меньшей мере примерно 26 ч, по меньшей мере примерно 27 ч, по меньшей мере примерно 28 ч, 
по меньшей мере примерно 29 ч, по меньшей мере примерно 30 ч, по меньшей мере примерно 31 ч, по 
меньшей мере примерно 32 ч, по меньшей мере примерно 33 ч, по меньшей мере примерно 34 ч, по 
меньшей мере примерно 35 ч, по меньшей мере примерно 36 ч, по меньшей мере примерно 48 ч, по 
меньшей мере примерно 60 ч, по меньшей мере примерно 72 ч, по меньшей мере примерно 84 ч, по 
меньшей мере примерно 96 ч или по меньшей мере примерно 108 ч. В некоторых вариантах реализации 
композицию вводят путем, выбранным из группы, состоящей из топического введения, внутриглазного 
введения, парентерального введения, интратекального введения, субдурального введения и перорального 
введения. Парентеральное введение может представлять собой внутривенное или подкожное введение. 

В других вариантах реализации композицию применяют для лечения заболевания или состояния, 
связанного с кровотечениями, у нуждающегося в этом субъекта. Указанное заболевание или состояние, 
связанное с кровотечениями, выбрано из группы, состоящей из нарушения свертываемости крови, со-
провождающегося повышенной кровоточивостью, гемартроза, мышечного кровотечения, кровотечения в 
ротовой полости, кровоизлияния, кровоизлияния в мышцы, кровоизлияния в ротовой полости, травмы, 
травмы головы, желудочно-кишечного кровотечения, внутричерепного кровоизлияния, внутрибрюшин-
ного кровоизлияния, внутригрудного кровоизлияния, перелома костей, кровотечения в центральной 
нервной системе, кровотечения в заглоточном пространстве, кровотечения в забрюшинном пространстве, 
кровотечения во влагалище подвздошно-поясничной мышцы и их любых комбинаций. В других вариан-
тах реализации субъекту назначено оперативное вмешательство. В других вариантах реализации лечение 
является профилактическим или по необходимости. 

Генная терапия. 
Химерный белок согласно настоящему изобретению может быть получен in vivo у млекопитающе-

го, например пациента, представляющего собой человека, с использованием подхода на основе генной 
терапии для лечения заболевания или нарушения, сопровождающегося повышенной кровоточивостью, 
выбранного из группы, состоящей из нарушения свертываемости крови, сопровождающегося повышен-
ной кровоточивостью, гемартроза, мышечного кровотечения, кровотечения в ротовой полости, кровоиз-
лияния, кровоизлияния в мышцы, кровоизлияния в ротовой полости, травмы, травмы головы, желудоч-
но-кишечного кровотечения, внутричерепного кровоизлияния, внутрибрюшинного кровоизлияния, внут-
ригрудного кровоизлияния, перелома костей, кровотечения в центральной нервной системе, кровотече-
ния в заглоточном пространстве, кровотечения в забрюшинном пространстве, кровотечения во влагали-
ще подвздошно-поясничной мышцы. В одном из вариантов реализации заболевание или нарушение, со-
провождающееся повышенной кровоточивостью, представляет собой гемофилию. В другом варианте 
реализации заболевание или нарушение, сопровождающееся повышенной кровоточивостью, представля-
ет собой гемофилию А. Данный подход включает введение подходящей нуклеиновой кислоты, коди-
рующей химерный белок, функционально связанной с подходящими последовательностями, контроли-
рующими экспрессию. В определенном варианте реализации данные последовательности включены в 
вирусный вектор. Подходящие вирусные векторы для такой генной терапии включают аденовирусные 
векторы, лентивирусные векторы, бакуловирусные векторы, векторы на основе вируса Эпштейна-Барра, 
паповавирусные векторы, векторы на основе вируса осповакцины, векторы на основе вируса простого 
герпеса и векторы на основе аденоассоциированного вируса (AAV). Вирусный вектор может представ-
лять собой дефектный по репликации вирусный вектор. В других вариантах реализации аденовирусный 
вектор содержит делецию в гене E1 или гене E3. При использовании аденовирусного вектора млекопи-
тающее могут не подвергать воздействию нуклеиновой кислотой, кодирующей селектируемый маркер-
ный ген. В других вариантах реализации последовательности включают в невирусный вектор, известный 
специалисту в данной области техники. 

Способы применения химерного белка. 
Настоящее изобретение относится к способу применения химерного белка, описанного в настоящем 

документе, для предотвращения или ингибирования связывания VWFэндогенного фактора фон Виллеб-
ранда с белком FVIII. Настоящее изобретение также относится к способу применения химерного белка, 
содержащего белок FVIII, связанный с XTEN и константной областью Ig или ее частью. 

Один из аспектов настоящего изобретения относится к предотвращению или ингибированию взаи-
модействия FVIII с VWFэндогенным фактором фон Виллебранда путем блокировки или защиты сайта 
VWFсвязывания фактора фон Виллебранда в FVIII от VWFэндогенного фактора фон Виллебранда, и в то 
же время к увеличению периода полувыведения белка FVIII с использованием последовательности 
XTEN в комбинации с константной областью Ig или ее частью, которая также может представлять собой 
"увеличитель" периода полувыведения. Один из вариантов реализации настоящего изобретения относит-
ся к способу конструирования белка FVIII, имеющего более длительный период полувыведения, чем 
FVIII дикого типа. В одном из вариантов реализации последовательность XTEN ингибирует или предот-
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вращает взаимодействие белка FVIII в химерном белке с VWFэндогенным фактором фон Виллебранда. В 
другом варианте реализации константная область Ig или ее часть ингибирует или предотвращает взаимо-
действие белка FVIII с VWFэндогенным фактором фон Виллебранда. Химерный белок, применяемый в 
данном способе, включает любой один или более химерных белков, описанных в настоящем документе. 

Другой аспект настоящего изобретения включает способ введения нуждающемуся в этом субъекту 
химерного белка, содержащего белок FVIII, имеющий более длительный период полувыведения, чем 
FVIII дикого типа, при этом указанный способ включает введение указанному субъекту химерного белка, 
описанного в настоящем документе. Один из вариантов реализации настоящего изобретения относится к 
способу применения последовательности XTEN и константной области Ig или ее части для увеличения 
периода полувыведения белка FVIII, и VWFфрагмента фактора фон Виллебранда для предотвращения 
или ингибирования взаимодействия VWFэндогенного фактора фон Виллебранда с белком FVIII. Белок 
FVIII, связанный с последовательностью XTEN (например, FVIII(X)), а затем связанный или ассоцииро-
ванный с VWFфрагментом фактора фон Виллебранда, огражден или защищен от пути клиренса VWF и, 
таким образом, демонстрирует пониженный клиренс по сравнению с белком FVIII, не связанный с 
VWFфрагментом фактора фон Виллебранда. Таким образом, защищенный белок FVIII демонстрирует 
максимальное увеличение периода полувыведения по сравнению с белком FVIII, не связанным или не 
ассоциированным с последовательностью XTEN и VWFфрагментом фактора фон Виллебранда. В неко-
торых вариантах реализации белок FVIII, ассоциированный с или защищенный VWFфрагментом факто-
ра фон Виллебранда, и связанный с последовательностью XTEN, не выводится рецептором, ответствен-
ным за клиренс VWF. В других вариантах реализации белок FVIII, ассоциированный с или защищенный 
VWFфрагментом фактора фон Виллебранда, и связанный с последовательностью XTEN, выводится из 
системы медленнее, чем белок FVIII, который не ассоциирован с или не защищен VWFфрагментом фак-
тора фон Виллебранда и не связан с последовательностью XTEN. 

В соответствии с одним из аспектов химерный белок, содержащий белок FVIII, связанный с после-
довательностью XTEN, или белок FVIII, связанный или ассоциированный с VWFфрагментом фактора 
фон Виллебранда, связанным с XTEN, демонстрирует пониженный клиренс из кровообращения, по-
скольку указанный VWFфрагмент фактора фон Виллебранда не содержит сайт связывания с рецептором, 
ответственным за клиренс VWF. VWFфрагмент фактора фон Виллебранда предотвращает или ингибиру-
ет клиренс FVIII, связанного или ассоциированного с VWFфрагментом фактора фон Виллебранда, из 
системы по пути клиренса VWF. Фрагменты VWF, подходящие для настоящего изобретения, также мо-
гут обеспечивать по меньшей мере одно или более защитных свойств в отношении FVIII, подобных 
VWF, которые обеспечивает эндогенный VWF. В некоторых вариантах реализации VWFфрагмент фак-
тора фон Виллебранда или последовательность XTEN также может маскировать один или более сайтов 
связывания с рецептором, ответственным за клиренс FVIII, тем самым предотвращая клиренс FVIII по 
собственному пути клиренса. 

В некоторых вариантах реализации предотвращение или ингибирование VWFфрагментом фактора 
фон Виллебранда или последовательностью XTEN связывания белка FVIII с VWFэндогенным фактором 
фон Виллебранда может происходить in vitro или in vivo. 

Также предложен способ увеличения периода полувыведения белка FVIII, включающий введение 
химерного белка, описанного в настоящем документе, нуждающемуся в этом субъекту. Период полувы-
ведения неактивированного FVIII, связанного или ассоциированного с полноразмерным VWF, составля-
ет от примерно 12 до 14 ч в плазме крови. При болезни фон Виллебранда (БВ) 3 типа, когда в кровооб-
ращении почти отсутствует VWF, период полувыведения FVIII составляет лишь примерно шесть часов, 
что у таких пациентов приводит к симптомам гемофилии А от легкой до умеренной из-за пониженных 
концентраций FVIII. Период полувыведения белка FVIII, связанного или ассоциированного с VWFфраг-
ментом фактора фон Виллебранда или последовательностью XTEN, согласно настоящему изобретению 
может увеличиваться по меньшей мере примерно в 1,5, 1,6, 1,7, 1,8, 1,9, 2,0, 2,1, 2,2, 2,3, 2,4, 2,6, 2,7, 2,8, 
2,9, 3,0, 3,1, 3,2, 3,3, 3,4, 3,5, 3,6, 3,7, 3,8, 3,9 или 4,0 раза по сравнению с периодом полувыведения неак-
тивированного FVIII, связанного или ассоциированного с полноразмерным VWF. 

В одном из вариантов реализации период полувыведения белка FVIII, связанного или ассоцииро-
ванного с VWFфрагментом фактора фон Виллебранда, или связанного с константной областью Ig или ее 
частью в химерного белке, содержащем последовательность XTEN, увеличивается по меньшей мере 
примерно в 2, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 7, 8, 9 или 10 раз по сравнению с периодом полувыведе-
ния неактивированного FVIII, связанного или ассоциированного с полноразмерным VWF. В другом ва-
рианте реализации период полувыведения белка FVIII, связанного или ассоциированного с VWFфраг-
ментом фактора фон Виллебранда или константной областью Ig или ее частью в химерного белке, со-
держащем последовательность XTEN, увеличивается от примерно в 2 до примерно в 5 раз, от примерно в 
3 до примерно в 10 раз, от примерно в 5 до примерно в 15 раз, от примерно в 10 до примерно в 20 раз, от 
примерно в 15 до примерно в 25 раз, от примерно в 20 до примерно в 30 раз, от примерно в 25 до при-
мерно в 35 раз, от примерно в 30 до примерно в 40 раз, от примерно в 35 до примерно в 45 раз по сравне-
нию с периодом полувыведения неактивированного FVIII, связанного или ассоциированного с полно-
размерным VWF, или FVIII дикого типа. В конкретном варианте реализации период полувыведения бел-
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ка FVIII, связанного или ассоциированного с VWFфрагментом фактора фон Виллебранда, или связанно-
го с константной областью Ig в химерного белке, содержащем последовательность XTEN, увеличивается 
по меньшей мере примерно в 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 или 40 раз по сравнению с периодом по-
лувыведения FVIII дикого типа у мышей с двойным нокаутом FVIII и VWF. 

В некоторых вариантах реализации период полувыведения химерного белка, содержащего 
VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, слитый с первой константной областью Ig или ее частью, на-
пример первой областью Fc, и последовательностью XTEN, и белком FVIII, связанным с последователь-
ностью XTEN и второй константной областью Ig или ее частью, например второй областью Fc, больше 
периода полувыведения FVIII, ассоциированного с VWFэндогенным фактором фон Виллебранда. В дру-
гих вариантах реализации период полувыведения химерного белка по меньшей мере примерно в 1,5, 2, 
2,5, 3,5, 3,6, 3,7, 3,8, 3,9, 4,0, 4,5 или 5,0 раз больше периода полувыведения FVIII дикого типа или белка 
FVIII, ассоциированного с VWFэндогенным фактором фон Виллебранда. 

В некоторых вариантах реализации благодаря настоящему изобретению период полувыведения 
белка FVIII увеличен по сравнению с белком FVIII, не содержащим VWFфрагмент фактора фон Виллеб-
ранда, или FVIII дикого типа. Период полувыведения химерного белка согласно настоящему изобрете-
нию по меньшей мере примерно в 1,5 раза, по меньшей мере примерно в 2 раза, по меньшей мере при-
мерно в 2,5 раза, по меньшей мере примерно в 3 раза, по меньшей мере примерно в 4 раза, по меньшей 
мере примерно в 5 раз, по меньшей мере примерно в 6 раз, по меньшей мере примерно в 7 раз, по мень-
шей мере примерно в 8 раз, по меньшей мере примерно в 9 раз, по меньшей мере примерно в 10 раз, по 
меньшей мере примерно в 11 раз или по меньшей мере примерно в 12 раз больше периода полувыведе-
ния белка FVIII, не содержащего VWFфрагмент фактора фон Виллебранда, или FVIII дикого типа. В од-
ном из вариантов реализации период полувыведения FVIII от примерно в 1,5 раза до примерно в 20 раз, 
от примерно в 1,5 раза до примерно в 15 раз или от примерно в 1,5 раза до примерно в 10 раз больше пе-
риода полувыведения FVIII дикого типа. 

В другом варианте реализации период полувыведения FVIII увеличен от примерно в 2 раза до при-
мерно в 10 раз, от примерно в 2 раза до примерно в 9 раз, от примерно в 2 раза до примерно в 8 раз, от 
примерно в 2 раза до примерно в 7 раз, от примерно в 2 раза до примерно в 6 раз, от примерно в 2 раза до 
примерно в 5 раз, от примерно в 2 раза до примерно в 4 раза, от примерно в 2 раза до примерно в 3 раза, 
от примерно в 2,5 раза до примерно 10 раз, от примерно в 2,5 раза до примерно в 9 раз, от примерно в  
2,5 раза до примерно в 8 раз, от примерно в 2,5 раза до примерно в 7 раз, от примерно в 2,5 раза до при-
мерно в 6 раз, от примерно в 2,5 раза до примерно в 5 раз, от примерно в 2,5 раза до примерно в 4 раза, от 
примерно в 2,5 раза до примерно в 3 раза, от примерно в 3 раза до примерно в 10 раз, от примерно в  
3 раза до примерно в 9 раз, от примерно в 3 раза до примерно в 8 раз, от примерно в 3 раза до примерно в 
7 раз, от примерно в 3 раза до примерно в 6 раз, от примерно в 3 раза до примерно в 5 раз, от примерно в 
3 раза до примерно в 4 раза, от примерно в 4 раза до примерно в 6 раз, от примерно в 5 раз до примерно в 
7 раз или от примерно в 6 раз до примерно в 8 раз по сравнению с FVIII дикого типа или белком FVIII, не 
содержащим VWFфрагмент фактора фон Виллебранда. В других вариантах реализации период полувы-
ведения химерного белка согласно настоящему изобретению составляет по меньшей мере примерно 17 ч, 
по меньшей мере примерно 18 ч, по меньшей мере примерно 19 ч, по меньшей мере примерно 20 ч, по 
меньшей мере примерно 21 ч, по меньшей мере примерно 22 ч, по меньшей мере примерно 23 ч, по 
меньшей мере примерно 24 ч, по меньшей мере примерно 25 ч, по меньшей мере примерно 26 ч, по 
меньшей мере примерно 27 ч, по меньшей мере примерно 28 ч, по меньшей мере примерно 29 ч, по 
меньшей мере примерно 30 ч, по меньшей мере примерно 31 ч, по меньшей мере примерно 32 ч, по 
меньшей мере примерно 33 ч, по меньшей мере примерно 34 ч, по меньшей мере примерно 35 ч, по 
меньшей мере примерно 36 ч, по меньшей мере примерно 48 ч, по меньшей мере примерно 60 ч, по 
меньшей мере примерно 72 ч, по меньшей мере примерно 84 ч, по меньшей мере примерно 96 ч или по 
меньшей мере примерно 108 ч. В других вариантах реализации период полувыведения химерного белка 
согласно настоящему изобретению составляет от примерно 15 ч до примерно двух недель, от примерно 
16 ч до примерно одной недели, от примерно 17 ч до примерно одной недели, от примерно 18 ч до при-
мерно одной недели, от примерно 19 ч до примерно одной недели, от примерно 20 ч до примерно одной 
недели, от примерно 21 ч до примерно одной недели, от примерно 22 ч до примерно одной недели, от 
примерно 23 ч до примерно одной недели, от примерно 24 ч до примерно одной недели, от примерно 36 
ч до примерно одной недели, от примерно 48 ч до примерно одной недели, от примерно 60 ч до пример-
но одной недели, от примерно 24 ч до примерно шести дней, от примерно 24 ч до примерно пяти дней, от 
примерно 24 ч до примерно четырех дней, от примерно 24 ч до примерно трех дней или от примерно 24 ч 
до примерно двух дней. 

В некоторых вариантах реализации средний период полувыведения химерного белка согласно на-
стоящему изобретению у субъекта составляет примерно 15 ч, примерно 16 ч, примерно 17 ч, примерно 
18 ч, примерно 19 ч, примерно 20 ч, примерно 21 ч, примерно 22 ч, примерно 23 ч, примерно 24 ч  
(1 день), примерно 25 ч, примерно 26 ч, примерно 27 ч, примерно 28 ч, примерно 29 ч, примерно 30 ч, 
примерно 31 ч, примерно 32 ч, примерно 33 ч, примерно 34 ч, примерно 35 ч, примерно 36 ч, примерно 
40 ч, примерно 44 ч, примерно 48 ч (2 дня), примерно 54 ч, примерно 60 ч, примерно 72 ч (3 дня), при-
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мерно 84 ч, примерно 96 ч (4 дня), примерно 108 ч, примерно 120 ч (5 дней), примерно 6 дней, примерно 
7 дней (одна неделя), примерно 8 дней, примерно 9 дней, примерно 10 дней, примерно 11 дней, примерно 
12 дней, примерно 13 дней или примерно 14 дней. 

Более того, согласно настоящему изобретению предложен способ лечения или предотвращения за-
болевания или нарушения, сопровождающегося повышенной кровоточивостью, включающий введение 
эффективного количества химерного белка. В одном из вариантов реализации указанное заболевание или 
нарушение, сопровождающееся повышенной кровоточивостью, выбрано из группы, состоящей из нару-
шения свертываемости крови, сопровождающегося повышенной кровоточивостью, гемартроза, мышеч-
ного кровотечения, кровотечения в ротовой полости, кровоизлияния, кровоизлияния в мышцы, кровоиз-
лияния в ротовой полости, травмы, травмы головы, желудочно-кишечного кровотечения, внутричереп-
ного кровоизлияния, внутрибрюшинного кровоизлияния, внутригрудного кровоизлияния, перелома кос-
тей, кровотечения в центральной нервной системе, кровотечения в заглоточном пространстве, кровоте-
чения в забрюшинном пространстве и кровотечения во влагалище подвздошно-поясничной мышцы. В 
конкретном варианте реализации заболевание или нарушение, сопровождающееся повышенной кровото-
чивостью, представляет собой гемофилию А. Химерный белок, содержащий последовательность XTEN и 
константную область Ig или ее часть в комбинации с VWFфрагментом фактора фон Виллебранда, опи-
санным в настоящем документе, который предотвращает или ингибирует взаимодействие белка FVIII с 
VWFэндогенным фактором фон Виллебранда, полученный в соответствии с настоящим изобретением, 
имеет множество применений, очевидных для специалиста в данной области техники, включая, но не 
ограничиваясь ими, способы лечения субъекта с нарушением гемостаза и способы лечения субъекта, ну-
ждающегося в общем гемостатическом средстве. Один из вариантов реализации настоящего изобретения 
относится к способу лечения субъекта с нарушением гемостаза, включающему введение терапевтически 
эффективного количества химерного белка. 

Часть химерного белка, представляющая собой белок FVIII, лечит или предотвращает нарушение 
гемостаза, выступая в качестве кофактора для фактора IX на отрицательно заряженной фосфолипидной 
поверхности, тем самым образуя комплекс Xase. Связывание активированных факторов свертывания 
крови с фосфолипидной поверхностью локализует данный процесс в местах повреждения сосудов. На 
фосфолипидной поверхности фактор VIIIa увеличивает максимальную скорость активации фактора X 
фактором IXa приблизительно в 200000 раз, что приводит к значительному второму выбросу тромбина. 

Химерный белок согласно настоящему изобретению можно применять для лечения любого нару-
шения гемостаза. Нарушения гемостаза, которые можно лечить путем введения химерного белка соглас-
но настоящему изобретению, включают, но не ограничиваются перечисленными: гемофилию А, а также 
дефициты или структурные нарушения, относящиеся к фактору VIII. В одном из вариантов реализации 
нарушение гемостаза представляет собой гемофилию А. 

Химерный белок согласно настоящему изобретению можно применять профилактически для лече-
ния субъекта с нарушением гемостаза. Химерный белок согласно настоящему изобретению можно при-
менять для лечения острого эпизода кровотечения у субъекта с нарушением гемостаза. В другом вариан-
те реализации нарушение гемостаза может являться следствием дефекта фактора свертывания крови, 
например, фактора фон Виллебранда. В одном из вариантов реализации нарушение гемостаза представ-
ляет собой наследственное нарушение. В другом варианте реализации нарушение гемостаза представляет 
собой приобретенное нарушение. Приобретенное нарушение может являться следствием первопричин-
ного вторичного заболевания или состояния. Состояние, не связанное с указанным нарушением, может 
представлять собой, в качестве примера, но без ограничения, рак, аутоиммунное заболевание или бере-
менность. Приобретенное нарушение может возникать вследствие преклонного возраста или лекарствен-
ных средств для лечения первопричинного вторичного заболевания (например, химиотерапия рака). 

Настоящее изобретение также относится к способам лечения субъекта, у которого нет врожденного 
нарушения гемостаза, но который страдает вторичным заболеванием или состоянием, приводящим к 
"приобретению" нарушения гемостаза, например, вследствие выработки антител анти-FVIII или опера-
тивного вмешательства. Таким образом, настоящее изобретение относится к способу лечения субъекта, 
нуждающегося в общем гемостатическом средстве, включающему введение терапевтически эффективно-
го количества химерного белка, полученного настоящими способами. 

Настоящее изобретение также относится к способам снижения иммуногенности FVIII или индукции 
меньшей иммуногенности в отношении FVIII, включающим введение эффективного количества химерных 
белков, описанных в настоящем документе, или полинуклеотидов, кодирующих указанные белки. 

В одном из вариантов реализации субъект, нуждающийся в общем гемостатическом средстве, под-
вергается или вскоре подвергнется оперативному вмешательству. Химерный белок согласно настоящему 
изобретению может быть введен до, во время или после оперативного вмешательства в качестве профи-
лактического средства. Химерный белок согласно настоящему изобретению может быть введен до, во 
время или после оперативного вмешательства для контроля острого эпизода кровотечения. Химерный 
белок согласно настоящему изобретению можно применять для лечения субъекта с острым эпизодом 
кровотечения, который не страдает нарушением гемостаза. Указанный острый эпизод кровотечения мо-
жет являться следствием тяжелой травмы, например оперативного вмешательства, автомобильной ката-
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строфы, ранения, огнестрельного ранения с разрывом или любого другого травматического случая, при-
водящего к неконтролируемому кровотечению. Неограничивающие примеры эпизодов кровотечения 
включают нарушение свертываемости крови, сопровождающееся повышенной кровоточивостью, гемар-
троз, мышечное кровотечение, кровотечение в ротовой полости, кровоизлияние, кровоизлияние в мыш-
цы, кровоизлияние в ротовой полости, травму, травму головы, желудочно-кишечное кровотечение, внут-
ричерепное кровоизлияние, внутрибрюшинное кровоизлияние, внутригрудное кровоизлияние, перелом 
костей, кровотечение в центральной нервной системе, кровотечение в заглоточном пространстве, крово-
течение в забрюшинном пространстве, кровотечение во влагалище подвздошно-поясничной мышцы и их 
любые комбинации. 

При профилактическом применении одну или более композиций, содержащих химерный белок со-
гласно настоящему изобретению, или их смесь вводят пациенту еще не в состоянии заболевания для по-
вышения резистентности пациента или уменьшения симптомов, связанных с заболеванием или наруше-
нием. Такое количество определяется как "профилактически эффективная доза". При терапевтическом 
применении иногда требуется относительно высокая доза (например, от примерно 1 до 400 мг/кг поли-
пептида на дозу, при этом дозы от 5 до 25 мг чаще используют для радиоиммуноконьюгатов, а более вы-
сокие дозы - для полипептидов, модифицированных цитотоксиновыми лекарственными средствами) с 
относительно короткими интервалами пока не произойдет ослабление или прекращение прогрессирова-
ния заболевания и пока пациент не будет демонстрировать частичное или полное уменьшение интенсив-
ности симптомов заболевания. После этого пациент может быть переведен на профилактический режим. 

В некоторых вариантах реализации химерный белок или композицию согласно настоящему изобре-
тению применяют для лечения по необходимости, которое включает лечение эпизода кровотечения, ге-
мартроза, мышечного кровотечения, кровотечения в ротовой полости, кровоизлияния, кровоизлияния в 
мышцы, кровоизлияния в ротовой полости, травмы, травмы головы, желудочно-кишечного кровотече-
ния, внутричерепного кровоизлияния, внутрибрюшинного кровоизлияния, внутригрудного кровоизлия-
ния, перелома костей, кровотечения в центральной нервной системе, кровотечения в заглоточном про-
странстве, кровотечения в забрюшинном пространстве и кровотечения во влагалище подвздошно-
поясничной мышцы. Субъект может нуждаться в профилактике при оперативном вмешательстве, перио-
перационном ведении или лечении для оперативного вмешательства. Такие оперативные вмешательства 
включают, например, малое оперативное вмешательство, обширное оперативное вмешательство, удале-
ние зуба, тонзиллэктомию, герниотомию паховой грыжи, синовэктомию, полную замену коленного сус-
тава, краниотомию, остеосинтез, оперативное вмешательство при травме, внутричерепное оперативное 
вмешательство, внутрибрюшное оперативное вмешательство, внутригрудное оперативное вмешательст-
во или оперативное вмешательство по замене сустава. 

В одном из вариантов реализации химерный белок согласно настоящему изобретению вводят внут-
ривенно, подкожно, внутримышечно или через какую-либо поверхность слизистой оболочки, например, 
перорально, сублингвально, трансбуккально, интраназально, ректально, вагинально или через легкие. 
Химерный белок, содержащий VWFфрагмент фактора фон Виллебранда и белок FVIII, согласно настоя-
щему изобретению может быть внедрен или связан с твердой биополимерной подложкой, которая обес-
печивает медленное высвобождение химерного белка в место кровотечения, или внедрен в 
бинт/перевязочный материал. Доза химерного белка будет варьироваться в зависимости от субъекта и от 
конкретного используемого пути введения. Дозы могут находиться в диапазоне от 0,1 до 100000 мкг/кг 
массы тела. В одном из вариантов реализации диапазон доз составляет 0,1-1000 мкг/кг. В другом вариан-
те реализации диапазон доз составляет 0,1-500 мкг/кг. Белок можно вводить непрерывно или с конкрет-
ными установленными интервалами. Для определения оптимальных диапазонов доз и/или режимов введе-
ния можно использовать анализы in vitro. Анализы in vitro для измерения активности факторов свертыва-
ния крови известны в данной области техники, например, анализ свертывания STA-CLOT VIIa-rTF или 
анализ свертывания ROTEM. Кроме того, эффективные дозы могут быть экстраполированы из кривых до-
за-ответ, полученных в моделях у животных, например, собаки, страдающей гемофилией (Mount et al., 
2002, Blood, 99(8):2670). 

После подробного описания настоящего изобретения оно станет более понятным со ссылкой на 
следующие примеры, которые включены только в целях иллюстрации и не ограничивают настоящее изо-
бретение. Содержание всех патентов, публикаций и статей, указанных в настоящем документе, явным 
образом и определенно включено в настоящее описание посредством ссылки. 

Примеры 

В примерах использовали следующие материалы и способы, если не указано иное. 
Материалы и способы. 
В целом при осуществлении настоящего изобретения использовали, если не указано иное, обще-

принятые методики химии, биофизики, молекулярной биологии, технологии рекомбинантных ДНК, им-
мунологии (в особенности, например, технологии антител) и стандартные методики электрофореза. См., 
например, Sambrook, Fritsch and Maniatis, Molecular Cloning: Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989); 
Antibody Engineering Protocols (Methods in Molecular Biology), 510, Paul, S., Humana Pr (1996); Antibody 
Engineering: A Practical Approach (Practical Approach Series, 169), McCafferty, Ed., Irl Pr (1996); Antibodies: 



042955 

- 101 - 

A Laboratory Manual, Harlow et al., CS.H.L. Press, Pub. (1999); и Current Protocols in Molecular Biology, eds. 
Ausubel et al., John Wiley & Sons (1992). 

Пример 1. Клонирование различных доменов VWF (фиг. 1). 
(а) Клонирование pSYN-VWF-002. 
pSYN-VWF-002 содержит нуклеотидные последовательности, кодирующие фрагмент VWF, пред-

ставляющий собой аминокислоты 1-477 SEQ ID NO: 100 [белковая последовательность VWF-D'D3]. Ну-
мерация аминокислот представляет собой последовательность зрелого VWF без пропептида и соответст-
вует аминокислотам 764-1240 SEQ ID NO: 2. Конструкт pSYN-VWF-002 содержит сигнальный пептид 
FVIII на N-конце, который обеспечивает надлежащую секрецию синтезированного белка и за которым 
следует маркер 6×His на С-конце, который используется для очистки белка. Его синтезировали с приме-
нением следующих комбинаций праймеров: ESC48-прямой праймер-VWF-D'D3 с сигнальным пептидом 
VIII и сайтом BsiW1 

 
ESC51-обратный праймер-VWF D'D3 (аминокислоты 1-477) с 6His и сайтом Not 1 

 
ПЦР в объеме 50 мкл проводили с применением комбинации праймеров ESC 48/ESC 51 и полно-

размерной плазмиды VWF в качестве матрицы, используя 2-этапный цикл PCR-амплификации: 2 мин 
при 94°С; 21 цикл (30 с при 96°С, 2 мин при 68°С). Полосу 1460 п.о. очищали в геле с помощью ком-
плекта для гель-экстракции (Qiagen, Валенсия, штат Калифорния, США) и клонировали в сайтах рест-
рикции BsiWI и Not1 плазмиды pcDNA 4, получая pSYN-VWF 002. 

(b) Клонирование pSYN-VWF-010 и 013. 
pSYN-VWF-010 конструировали с использованием pSYN-VWF-008 и pSYN-VWF-002. pSYN-VWF-008 

содержала полноразмерную последовательность VWF в pcDNA 3.1 (аминокислоты 1-2813 SEQ ID NO: 2), 
она включала пропептид из 763 аминокислот (т.е. домены D1D2), за которым следовали остальные 2050 
аминокислот последовательности зрелого VWF. Сигнальный пептид FVIII в pSYN-VWF-002 заменяли 
доменами D1D2 из pSYN-VWF-008; полученный конструкт представлял собой pSYN-VWF-010. pSYN-
VWF-008 содержал сайт BamH1 в положении Arg907 и Not1 в конце кодирующей области (после стоп-
кодона). pSYN-VWF-008 и 002 гидролизовали с помощью ферментов рестрикции BamH1 и Not1. Вставки 
из pSYN-VWF-002 (1026 п.о.) лигировали с pSYN-VWF-008 (8242 п.о.), гидролизованным BamH1/Not1, 
получая pSYN-VWF-010 (D1D2D'D3: аминокислоты 1-1240 SEQ ID NO: 2), к С-концу также добавляли 
маркер 6×His. В трансформированных клетках синтезировали pSYN-VWF-010 с пропептидом, однако 
вследствие внутриклеточного процессинга секретируемый продукт не содержал пропептида (D1D2). Бе-
лок VWF-010 существует в виде димера. 

pSYN-VWF-010 использовали для создания pSYN-VWF-013, который содержал две точечные мута-
ции в положениях С336А и С379А, соответствующие SEQ ID NO: 100 (нумерация аминокислот пред-
ставляла собой последовательность зрелого VWF без домена D1D2 - последовательность VWF 2). Со-
гласно прогнозам, указанные мутации предотвращали димеризацию домена D'D3 VWF. 

(с) Клонирование pSYN-VWF-025 и pSYN-VWF-029. 
pSYN-VWF-025 содержала последовательности D1D2D'D3 дикого типа из полноразмерного VWF в 

векторе pLIVE, a pSYN-VWF-029 содержит последовательность D1D2D'D3 с мутациями С336А и С379А. 
Для клонирования pSYN-VWF-025 использовали следующую комбинацию праймеров: 

ESC 89-прямой праймер с сайтом 
Nhe1=  

ESC 91-обратный праймер с сайтом 
Sal1=  

ПЦР в объеме 50 мкл проводили с применением комбинации праймеров ESC 89/ESC91 и плазмиды 
pSYN-VWF 010 (для pSYN-VWF-025) или pSYN-VWF 013 (для pSYN-VWF-029) в качестве матрицы, 
используя 3-этапный цикл PCR-амплификации: 2 мин при 94°С; 21 цикл (30 с при 96°С, 30 с при 55°С,  
4 мин при 68°С). Полосу ожидаемого размера (~3800 п.о.) очищали в геле с помощью комплекта для 
гель-экстракции (Qiagen, Валенсия, штат Калифорния, США) и клонировали в сайтах рестрикции Nhe1 и 
Sal1 вектора pLIVE-Mirus (Invitrogen, Карлсбад, штат Калифорния,США), получая pSYN-VWF 025 и 029. 

(d) Клонирование pSYN-VWF-031. 
pSYN-VWF-031 представлял собой конструкт D1D2D'D3(C336A/C379A)-Fc, содержащий тромбин-

расщепляемый линкер длиной 48 аминокислот (8× GGGGS (SEQ ID NO 94)+сайт тромбина) между по-
следовательностями VWF D1D2D'D3(C336A/C379A) и Fc. Для получения этого конструкта область 
VWF-Fc амплифицировали из конструкта pSYN-FVIII-064 (см. конструкт FVIII-VWF ниже). pSYN-FVIII-
VWF расщепляли с помощью Xba1 и Nhe1. Полученную область вставки размером 4165 п.о., содержа-
щую фрагмент VWF и область Fc, использовали в качестве матрицы для амплификации VWF и области 
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Fc с помощью комбинации праймеров LW 22/LW23. 
LW 22-прямой праймер-VWF-D'D3 с сигнальной последовательностью FVIII и сайтом BsiW1 

 
LW 23-обратный праймер-Fc со стоп-кодоном и сайтом Not1 

 
Продукт ПЦР, полученный в результате амплификации LW22/LW23 (~2300 п.о.), клонировали в 

pSYN-VWF-002, гидролизованном с помощью BsiW1/Not1, получая промежуточный конструкт  
pSYN-VWF-014. pSYN-VWF-014 содержал сигнальный пептид FVIII-D'D3-20-аминокислотный тромбин-
расщепляемый линкер с последующей областью Fc. 

Для получения конструкта D1D2D'D3-Fc область D1D2D'D3 амплифицировали из pSYN-OB-013 с 
использованием комбинации праймеров LW24/LW27 и стандартной методики ПЦР. 

LW24- прямой праймер- VWF D1D2D'D3 клонируемый олигонуклеотид с сайтом BsiW1 

 
LW27-обратный праймер-VWF D'D3 олигонуклеотид с EcoRV 

 
Продукт ПЦР, полученный в результате амплификации LW22/LW23 (~3750 п.о.), клонировали в 

pSYN-VWF-014, расщепленном с помощью BsiW1/EcoRV, получая промежуточный конструкт pSYN-
VWF-015. Длину линкера между фрагментом VWF и областью Fc меняли, получая pSYN-VWF-031. 

Белковая последовательность VWF-D1D2D'D3 1 (SEQ ID NO: 99). 
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Белковая последовательность VWF-D'D3 2 (SEQ ID NO: 100). 

 
Пример 2. Влияние гибридного продукта D'D3 и XTEN на увеличение периода полужизни FVIII. 
Для оценки возможности увеличения периода полужизни D'D3 FVIII в гибридном белке rFVIII-XTEN 

димер VWF D'D3 вводили мышам FVIII-VWF DKO мышей путем гидродинамической инъекции соответ-
ствующего ДНК-конструкта VWF-025 (пример 1). 

После достижения равновесной экспрессии D'D3 (на 5 день после инъекции) вводили разовую дозу 
200 МЕ/кг rFVIII-XTEN посредством в/в инъекции. Образцы крови собирали до 120 ч после введения 
rFVIII-XTEN. Активность FVIII в плазме анализировали посредством хромогенного анализа FVIII. Уро-
вень экспрессии D'D3 измеряли посредством твердофазного ИФА VWF, а ФК-профиль rFVIIIFc анали-
зировали с помощью программы WinNonlin. 

Результаты исследования показаны на фиг. 2, а ФК-параметр rFVIII-XTEN с/без D'D3 в кровотоке 
приведен в табл. 16. t1/2 rFIII-XTEN для димера D'D3 увеличивалось с 3,4 до 17,8 ч, т.е. в 5 раз. В допол-
нение к периоду полужизни наблюдали 5-кратное повышение MRT, 3,6-кратное повышение ПИК и 3,8-
кратное снижение клиренса. 

Авторы изобретения наблюдали синергический эффект фрагмента D'D3 и технологии XTEN; будет 
выполнена оценка возможности увеличения времени полужизни ряда конструктов FVIII/VWF/XTEN у 
животных с гемофилией. 

Таблица 16 
ФК-параметр rFVIII-XTEN с/без D'D3 в кровотоке 

 
Очистка белка FVIII-XTEN. 
Для данного исследования АЕ288 XTEN вставляли по С-концу BDD-FVIII. Для очистки данного 

белка вначале использовали этап тангенциальной проточной фильтрации (TFF) для замены буфера кон-
диционированной среды. Затем продукты в фильтрате захватывали с помощью ионообменной хромато-
графии сильных анионов, а затем выполняли дальнейшую очистку с помощью аффинной хроматогра-
фии. Чистота молекул была приемлема согласно эксклюзионной ВЭЖХ и дополнительно подтвержда-
лась с помощью вестерн-блоттинга. Удельная активность молекулы была сопоставима с активностью 
FVIII с удаленным В-доменом согласно измерениям с помощью анализа аЧТВ и твердофазного ИФА. 

Хромогенный анализ FVIII. 
Активность FVIII измеряли с помощью набора COATEST SP FVIII от DiaPharma (№ партии N089019), 

все этапы инкубирования проводили на нагревателе планшетов при 37°С и встряхивании. 
Диапазон стандартов rFVIII составлял от 100 до 0,78 мМЕ/мл. Контрольные образцы объединенной 

нормальной плазмы человека и образцы плазмы (разбавленные буфером 1X Coatest) добавляли в  
96-луночные планшеты Immulon 2HB в двух повторностях (25 мкл/лунку). Свежеприготовленную смесь 
IXa/FX/фосфолипид (50 мкл), 25 мкл 25 мМ CaCl2 и 50 мкл субстрата FXa последовательно добавляли в 
каждую лунку, после добавления каждого реагента осуществляли инкубирование в течение 5 мин. После 
инкубирования с субстратом добавляли 25 мкл 20% уксусной кислоты для остановки цветной реакции и 
измеряли оптическую плотность OD405 с помощью прибора SpectraMAX plus (Molecular Devices). Данные 
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анализировали с помощью программного обеспечения SoftMax Pro (версии 5.2). Нижний предел количе-
ственного определения (НПКО) составлял 7,8 мМЕ/мл. 

Твердофазный ИФА VWF. 
При твердофазном ИФА VWF в качестве иммобилизованного антитела использовали антитело козы 

против VWF человека (аффинно очищенное, Affinity Biologicals, GAVWF-AP) в количестве 0,5 мкг/лунку, а 
в качестве обнаруживающего антитела - VWF-EIA-D (Affinity Biologicals, VWF-EIA-D, разбавление 
1:100). Твердофазный ИФА выполняли в соответствии со стандартной процедурой твердофазного ИФА; 
в качестве субстрата ПХ использовали ТМБ, в качестве блокирующего буфера и буфера для связывания - 
буфер PBST/1,5% БСА/0,5 М NaCl. Стандартный диапазон анализа составлял от 100 до 0,78 нг, нижний 
предел количественного определения (НПКО) составил 7,8 нг/мл. 

Пример 3. Конструирование плазмиды XTEN, содержащей конструкты FVIII/VWF. 
(а) Клонирование pSYN-FVIII-161 (фиг. 3). 
Плазмида FVIII-161 содержит одноцепочечный каркас Fc (scFc) с сайтами ферментативного расще-

пления, который подвергается процессингу во время синтеза в клетке. Конструкт содержит домен связыва-
ния FVIII из полноразмерного VWF (D'D3). Плазмиду (pSYN-FVIII-161) разработали с целью экспрессии 
гетеродимеров FVIII-Fc и VWF-Fc, причем домены D'D3 должны связывать FVIII и предотвращать взаимо-
действие FVIII с фосфолипидами и активированным белком С. Белок pSYN-FVIII-161 экспрессировался в 
клетке в виде единого полипептида, в котором С-конец субъединицы FVIII-Fc был связан с  
N-концом субъединицы VWF D'D3-Fc посредством полипептидного линкера 6× (GGGGS) (SEQ ID NO: 64). 
Кроме того, на 5'- и 3'-концах полипептидного линкера вставили последовательности RRRRS  
(SEQ ID NO: 11) и RKRRKR (SEQ ID NO: 10), соответственно, с целью внутриклеточного расщепления 
каждой последовательности пропротеинконвертазами после последнего Arg. Следовательно, клетки мог-
ли экспрессировать двуцепочечный гетеродимер FVIII-Fc/D'D3-Fc, в котором цепь FVIII-Fc содержала 
последовательность RRRRS (SEQ ID NO: 11) на С-конце, однако остальная часть последовательности 
линкера удалялась. Фрагмент АЕ288 XTEN, непосредственно за которым следовал полипептид 
IS{5X(GGGGS)}LVPRGSGG (SEQ ID NO: 122) (содержавший сайт расщепления тромбином) внедряли 
между доменами VWF и областью Fc для содействия отщепления фрагмента VWF от FVIII при актива-
ции гетеродимерного белка FVIII-VWF тромбином, что обеспечивало взаимодействие FVIII с другими 
факторами свертывания крови. 

Белковая последовательность pSYN-FVIII-161 (SEQ ID NO: 101) (положения аминокислот последо-
вательности FVIII - 1-1457; подчеркнутая область представляет собой область Fc; волнистым подчерки-
ванием обозначен расщепляемый линкер между первым Fc и фрагментом VWF; двойным подчеркивани-
ем обозначен фрагмент VWF; полужирным шрифтом обозначен расщепляемый линкер между фрагмен-
том VWF и Fc. 
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(b) Клонирование pSYN-FVIII-168, 175, 172 и 174 (фиг. 4A-4D). 
pSYN-FVIII-168, 172, 174 и 175 происходят от pSYN-FVIII-161. В pSYN-FVIII-161 внедряли мута-

ции R1645A/R1648A с целью получения pSYN-FVIII-168, который продуцировал изоформу SC-FVIII, а 
для дополнительного увеличения периода полужизни к С-концу FVIII-HC непосредственно присоедини-
ли АЕ288 XTEN. Для конструирования pSYN-FVIII-175 из pSYN-FVIII-168 удалили последовательность 
кодонов D'D3 с целью оценки влияния Fc и технологии XTEN на увеличение периода полужизни FVIII. 

Для конструирования pSYN-FVIII-172 к С-концу FVIII-HC непосредственно присоединили АЕ288 
XTEN с целью дополнительного увеличения периода полужизни, а для получения pSYN-FVIII-174 из 
pSYN-FVIII-172 удалили последовательность кодонов D'D3 с целью оценки влияния Fc и технологии 
XTEN на увеличение периода полужизни FVIII. 

(с) Клонирование pSYN-FVIII-170 (фиг. 4Е). 
pSYN-FVIII-170 сконструировали для оценки влияния XTEN и фрагмента D'D3 на увеличение пе-

риода полужизни FVIII. Последовательность кодонов фрагмента VWF-D1D2D'D3 и BDD-FVIII внедрили 
по 5'- и 3'-концу экспрессирующей кассеты, последовательность кодонов АЕ288 XTEN с последующим 
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35-аминокислотным тромбин-расщепляемым линкером использовали для соединения молекул VWF и 
FVIII. После внутриклеточного процессинга секретируемые белки содержали полипептид, содержавший 
фрагмент D'D3 зрелой молекулы VWF, связанный с N-концом зрелого BDD-FVIII посредством АЕ288 
XTEN/35-аминокислотного тромбин-расщепляемого линкера. 

Белковая последовательность pSYN-FVIII-170 (SEQ ID NO: 102). 
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Пример 4. Гидродинамическая инъекция XTEN-содержащих конструктов FVIIIF/VWF мышам с не-

достаточностью FVIII и VWF. 
XTEN-содержащие ДНК-конструкты на фиг. 3 и 4 содержат 2-3 элемента, обеспечивающих увели-

чение периода полужизни, объединенных друг с другом. Для оценки возможности увеличения периода 
полужизни FVIII селективную группу ДНК-конструктов, изображенных на фиг. 3 и 4, ввели мышам с 
двойным нокаутом (DKO) FVIII/VWF путем гидродинамической инъекции (HDI) в дозе 100 мкг/мышь. 
Затем через 24 ч после HDI собрали образцы крови путем ретроорбитального пробоотбора крови. Актив-
ность FVIII в плазме после HDI анализировали посредством хромогенного анализа FVIII; результаты 
приведены в табл. 17 и на фиг. 5. По сравнению с BDD-FVIII дикого типа, все XTEN-содержащие ДНК-
конструкты позволяли получить значительно повышенную активность FVIII в плазме через 24 ч после 
HDI, что указывало на значительно более продолжительный период полужизни молекул соответствую-
щего циркулирующего белка по сравнению с BDD-FVIII. Затем оценивали применение комбинации ука-
занных элементов, увеличивающих период полужизни, у животных с гемофилией. 

Таблица 17 
Активность FVIII в плазме через 24 ч после HDI у мышей FVIII/VWF DKO 

 
Гидродинамическая инъекция. 
Гидродинамическая инъекция является эффективным и безопасным способом доставки невирусных 

генов в печень мелких животных, например, мышей и крыс. Первоначально ее описали как быструю 
инъекцию раствора депротеинизированной плазмидной ДНК/NaCl, не содержащего эндотоксинов, в объ-
еме одной десятой от массы тела животного в течение приблизительно 5-7 с. Депротеинизированная 
плазмидная ДНК содержала исследуемый ген, а печень составляет одну десятую от массы тела животно-
го. Белок-мишень продуцировался в печени из введенной ДНК и мог обнаруживаться в течение 24 ч по-
сле инъекции. Для исследования терапевтических свойств экспрессированного белка собирали образцы 
плазмы. 

При всех гидродинамических инъекциях, выполненных в рамках настоящего исследования, вводи-
ли 2 мл плазмидной ДНК в стерильном 0,9% физиологическом растворе путем внутривенной инъекции в 
хвостовую вену мышей массой 20-35 г в течение приблизительно 4-7 с. Мышей подвергали тщательному 
мониторингу в течение первых нескольких часов до возобновления нормальной деятельности. После 
ретроорбитального отбора образцов крови получали образцы плазмы и хранили их при температуре -
80°С для дальнейшего анализа. 

Пример 5. Конструирование плазмид для систем совместной трансфекции гетеродимера FVIIIFc-
VWF, содержавшего вставки XTEN (фиг. 6). 

Для увеличения выхода продукции белка создали две системы совместной трансфекции, содержав-
шие три ДНК-конструкта. Первый ДНК-конструкт кодировал гибридный белок FVIII-Fc, в котором 
фрагмент АЕ288 XTEN был непосредственно присоединен к С-концу тяжелой цепи FVIII, а за ним сле-
довал фрагмент легкой цепи FVIII дикого типа (pSYN-FVIII-173, фиг. 6В) или фрагмент легкой цепи 
FVIII с мутациями R1645A/R1648A(pSYN-FVIII-169, фиг. 6А), а легкая цепь FVIII была непосредственно 
присоединена к одиночному Fc-фрагменту. Второй ДНК-конструкт представлял собой pSYN-VWF-031, 
который кодировал гибридный белок D'D3-Fc (пример 1). Клетки HEK293F трансфицировали двумя 
плазмидами вместе с третьей плазмидой (РС5) в соотношении 80:15:5. Синтезированные белки секрети-
ровались в виде гетеродимера FVIII (XTEN) Fc/D'D3Fc и димера D'D3Fc; гетеродимер FVIII (XTEN) 
Fc/D'D3Fc отделяли от димера D'D3Fc путем очистки белка. 



042955 

- 108 - 

Зрелая белковая последовательность pSYN-FVIII-169 (SEQ ID NO: 103). 
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Зрелая белковая последовательность pSYN-FVIII-173 (SEQ ID NO: 104). 

 
Пример 6. Очистка белка FVIII-169/VWF-031 и FVIII-173/VWF-031. 
Для замены буфера осветленной кондиционированной среды использовали этап тангенциальной 

проточной фильтрации (TFF). Затем гетеродимер FVIII-169/VWF-031 или FVIII-173/VWF-031 очищали с 
использованием двухступенчатого хроматографического процесса. Использовали анионообменную смо-
лу для слабых анионов, а затем аффинную хроматографию. Конечный очищенный продукт обладал при-
емлемой чистотой согласно эксклюзионной ВЭЖХ. Удельная активность была совместима с активно-
стью FVIII с удаленным В-доменом согласно измерению с помощью хромогенного анализа FVIII и кон-
центрации А280. Чистоту и присутствие каждого фрагмента указанной молекулы подтверждали с помо-
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щью электрофореза в ДСН-ПААГ и вестерн-блоттинга. 
Пример 7. Оценка способности FVIII- 169/VWF-031 к связыванию VWF с помощью Octet-анализа. 
Способность FVIII-169/VWF-031 к связыванию VWF получали с помощью измерений на основе 

интерферометрии в биологическом слое (BLI) (Octet-анализа) при 25°С с использованием прибора Forte-
Bio Octet 384 и трис-буфера для связывания (50 мМ трис, pH 7,2, 150 мМ NaCl, 5 мМ CaCl2). Octet-анализ 
для определения связывания FVIII был основан на гидрофобной иммобилизации фактора фон Виллеб-
ранда человека (Haematologic Technologies, № по каталогу HCVWF-0191) на биосенсоре APS с после-
дующим связыванием 1,0% бычьего сывороточного альбумина (Jackson ImmunoResearch, № по каталогу 
001-000-161). Вкратце, hvWF (20 мкг/мл) разбавляли трис-буфером и наносили на биосенсор APS в тече-
ние 600 с, получая на поверхности реакционных датчиков слой связавшихся молекул толщиной прибли-
зительно 3,0-3,5 нм. На контрольные датчики APS наносили 1,0% БСА в отсутствие hvWF для вычитания 
сигнала сравнения. После загрузки все датчики инкубировали в трис-буфере в течение 300 с для опреде-
ления нового исходного уровня. Затем датчики биосенсора инкубировали в растворах FVIII-XTEN 169 
или лекарственного вещества FVIIIFc (0, 0,6, 2, 6, 20, 60, 200, 600 МЕ/мл) в течение 5 мин при комнатной 
температуре с последующим этапом диссоциации в течение 5 мин. С использованием программного 
обеспечения для анализа данных Octet находили ответ на связывание (нм) из вычтенных данных (реак-
ционный датчик минус датчик сравнения). Для FVIII-169/VWF-031 обнаружено отсутствие связывания с 
иммобилизованным VWF (фиг. 7), что указывает на полное экранирование FVIII от полноразмерной мо-
лекулы VWF фрагментом D'D3. 

Пример 8. ФК FVIII-169/VWF-031 у мышей HemA и мышей FVIII/VWF DKO. 
ФК-профиль FVIII-169/VWF-031 проверяли на мышах HemA и мышах FVIII/VWF DKO для оценки 

способности фрагмента D'D3 экранировать молекулу FVIII от эндогенного VWF. Мышей HemA или 
мышей FVIII/VWF DKO обрабатывали путем внутривенного введения FVIII-169/VWF-031 в разовой до-
зе 200 МЕ/кг; затем выполняли отбор образцов плазмы через 5 мин, 8, 24, 48 и 72 ч после введения. Ак-
тивность FVIII в образцах плазмы проверяли с помощью хромогенного анализа FVIII; период полужизни 
FVIII-169/VWF-031 рассчитывали с помощью программы WinNonlin. Для FVIII-169/VWF-031 с помо-
щью интерферометрии в биологическом слое было продемонстрировано полное ингибирование связыва-
ния конструкта с иммобилизованным VWF (фиг. 7). Это означает, что фрагмент D'D3 в составе молекулы 
успешно блокировал связывание FVIII с нативной молекулой VWF; поэтому в двух различных линиях 
мышей прогнозировали аналогичный период полужизни FVIII-169/VWF-031. На фиг. 8А и в табл. 18 
показано, что, как и ожидалось, FVIII-169/VWF-031 обладал аналогичными ФК-профилями у мышей 
HemA и мышей FVIII/VWF DKO, что подтвердило независимость периода полужизни гетеродимера 
FVIIIFc/VWF от периода полужизни эндогенного VWF. Отделение периода полужизни гетеродимера 
FVIIIFc/VWF от периода полужизни эндогенного VWF устранило верхний предел увеличения периода 
полужизни FVIII и открыло возможность дальнейшего увеличения периода полужизни FVIII более чем в 
2 раза по сравнению с верхним пределом, обусловленным эндогенным VWF. 

Таблица 18 
ФК FVIII-169/VWF-031 у мышей HemA и мышей FVIII/VWF DKO 

Линия мыши. Восстановление. 

 
Защитную способность вставки XTEN и фрагмента D'D3 по отношению к FVIII оценивали путем 

сравнения периодов полужизни FVIII-169/VWF-031 с FVIII-169/Fc и FVIIIFc у мышей FVIII/VWF DKO. 
После разового в/в введения выполняли отбор образцов крови через 5 мин, 8, 24, 48 и 72 ч для  
FVIII-169/VWF-031, через 5 мин, 8, 24, 32, 48 ч для FVIII-169/Fc и через 5 мин, 1, 2, 4, 6 и 8 ч для FVIIIFc. 
Активность FVIII в образцах плазмы проверяли с помощью хромогенного анализа FVIII; период полу-
жизни FVIII-155/VWF-031 рассчитывали с помощью программы WinNonlin. 

Сводка по результатам исследования представлена на фиг. 8В и в табл. 19; rFVIIIFc обладал  
1,6-часовым периодом полужизни у мышей DKO из-за потери защиты от VWF. При внедрении вставки 
XTEN в молекулу FVIIIFc полученная молекула FVIII-169/Fc обладала 7-часовым периодом полужизни, 
т.е. вставка XTEN увеличивала период полужизни в 4 раза. Наконец, при внедрении в молекулу фраг-
мента D'D3 с образованием FVIII-169/VWF-031, наблюдали 17-часовой период полужизни, т.е. фрагмент 
D'D3 обеспечивал его дополнительное увеличение еще в 2,5 раза. Кроме улучшения периода полужизни, 
наблюдали улучшение среднего времени пребывания (MRT), клиренса (С1) и ППК, как показано в  
табл. 19. 
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Для FVIII-169/VWF-031 у мышей HemA и мышей FVIII/VWF DKO достигалось t1/2, равное 17-18 ч, 
что представляет собой верхний предел t1/2, обусловленный клиренсом VWF. В данную молекулу мож-
но внедрить дополнительные элементы, обеспечивающие увеличение t1/2, например вторую вставку 
XTEN в пределах FVIII. Синергический эффект фрагмента D'D3 и вставок XTEN предоставляет возмож-
ность полной защиты FVIII от факторов его клиренса; варианты FVIIIFc/XTEN/VWF могут достичь 
окончательного прорыва 2-кратного предела увеличения t1/2 FVIII. 

Таблица 19 
ФК FVIII-169/VWF-031 у мышей FVIII/VWF DKO 

 
Пример 9. ФК концентрата клеточной среды вариантов FVIII-XTEN у мышей FVIII/VWF DKO, 

экспрессирующих D'D3. 
Способность фрагмента D'D3 увеличивать t1/2 FVII-XTEN оценивали в модели мыши FVIII/VWF 

DKO, экспрессирующей D'D3 (описанной в примере 2). В данном исследовании вместо использования 
VWF-025 для внедрения димера D'D3 в кровоток использовали конструкт VWF-029 для внедрения мо-
номера D'D3 в кровоток. Для получения вариантов белка FVIII-XTEN подготовили ограниченный объем 
(50-100 мл) культуральной среды для временной трансфекции, в день 4 после трансфекции культуру кле-
ток собирали и концентрировали до диапазона активности FVIII 10-20 МЕ/мл, подходящего для исследо-
вания ФК. Концентрированную клеточную среду затем использовали для стандартного исследования ФК 
у мышей FVIII/VWF DKO с D'D3 или без него в кровотоке. 

В общей сложности в системе протестировали 6 вариантов FVIII-XTEN, содержавших 1-3 вставки 
XTEN; сводка по их t1/2 приведена в табл. 20, данные типичных вариантов нанесены на график на  
фиг. 9А. 

Для всех вариантов FVIII-XTEN, переносящих фрагмент D'D3 в кровоток, наблюдали увеличенный 
период полужизни (табл. 20), что продемонстрировало защиту FVIII-XTEN от факторов его клиренса со 
стороны D'D3. Кроме того, по сравнению с 14-часовым временем полужизни у мышей HemA, 
LSD0055.021 обладал 20,4-часовым t1/2 у мышей с DKO, экспрессирующих D'D3 (фиг. 9В, табл. 20), что 
указывает на окончательный прорыв 2-кратного предела увеличения периода полужизни для молекул 
FVIII. За счет дальнейшей модификации молекулы FVIII(XTEN)/VWF потенциально возможно достичь 
еще более продолжительного t1/2 FVIII и обеспечить пациентов с HemA белком FVIII, который требует 
приема раз в неделю или реже. 

Таблица 20 
t1/2 FVIII-XTEN у мышей FVIII/VWF DKO, экспрессирующих D'D3 

 
* В указывает, что последовательность XTEN (например, 144) вставлена непо-
средственно после аминокислотного остатка 745, соответствующего последо-
вательности зрелого FVIII. 

Пример 10. Стабильность VWF- и XTEN-содержащих вариантов FVIII в плазме при двойном но-
кауте (DKO) FVIII/VWF. 

Стабильность вариантов белка rFVIIIFc в плазме тестировали в плазме мыши с двойным нокаутом 
(DKO) FVIII/VWF. Для анализа стабильности клетки HEK293 совместно трансфицировали плазмидами, 
управляющими экспрессией rFVIIIFc или FVIII-169 (rFVIIIFc с 288 АЕ XTEN, вставленным на стыке  
В-домена) и плазмидами, управляющими экспрессией IgG-Fc или VWF-031 (области D'D3 VWF, присое-
диненной к IgG-Fc). На четвертый день после трансфекции собирали культуральную среду и концентри-
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ровали ее до 30 МЕ/мл согласно хромогенной активности FVIII. Затем концентрированную культураль-
ную среду добавляли в плазму мыши DKO, получая активность FVIII 5 МЕ/мл, и инкубировали при 
37°С. В разные моменты времени выполняли отбор аликвот для измерения активности путем хромоген-
ного анализа. Активность в каждый момент времени измеряли в двух повторностях, и среднюю актив-
ность наносили на график зависимости от времени. Активность FVIIIFc - двуцепочечной (дц) молекулы 
FVIII, в которой тяжелые и легкие цепи удерживаются вместе за счет нековалентных взаимодействий, 
снижалась в плазме мыши DKO со временем (фиг. 10). Активность FVIII-169:Fc, содержащего вставку 
288 АЕ XTEN на стыке В-домена, убывала медленнее по сравнению с rFVIIIFc, что указывает на улучшен-
ную стабильность за счет вставки XTEN. Учитывая, что предлагалось использовать VWF для повышения 
стабильности FVIII in vivo, авторы изобретения выполнили оценку стабильности FVIII-169:VWF-031 в 
плазме. Эта гетеродимерная молекула, содержащая элемент FVIII и элемент VWF D'D3, объединенные в 
соответствующие гемидомены Fc, демонстрировала стабильность в плазме, повышенную по сравнению с 
FVIII-169:Fc, что указывало на синергическое действие домена VWF D'D3 и XTEN на стабильность 
rFVIIIFc в плазме. 

Пример 11. Влияние гибрида Fc, вставки XTEN и фрагмента D'D3 VWF на период полужизни FVIII. 
Для оценки влияния гибрида Fc, вставки XTEN и фрагмента D'D3 VWF на период полужизни FVIII 

оценивали фармакокинетические свойства рекомбинантного FVIII с удаленным В-доменом (rBDD-FVIII), 
rFVIIIFc, FVIII-169:Fc и FVIII-169: VWF-031 у мышей с двойным нокаутом (DKO) FVIII/VWF. 

Мышей DKO обрабатывали путем разового внутривенного введения белков FVIII в дозе 200 МЕ/кг; 
в заданные моменты времени выполняли отбор образцов плазмы, как указано на фиг. 11. Активность 
FVIII в образцах плазмы анализировали с помощью хромогенного анализа FVIII; период полужизни рас-
считывали с помощью программы WinNonlin-Phoenix. Фармакокинетические параметры протестирован-
ных молекул перечислены в табл. 21. Графики регрессии активности FVIII в плазме от времени для каж-
дого варианта FVIII приведены на фиг. 11. 

У мышей DKO немодифицированный BDD-FVIII обладал периодом полужизни, равным 0,23 ч; ги-
бридный белок FVIIIFc обладал увеличенным периодом полужизни, равным 1,66 ч, из-за кругооборота 
белка FVIIIFc за счет взаимодействия Fc:FcRn. При внедрении 288 остатков полипептида AEXTEN в об-
ласть В-домена FVIII в молекуле FVIIIFc период полужизни полученного белка FVIII169/Fc у мышей 
DKO увеличился до 7,41 ч. Наконец, при добавлении домена D'D3 VWF период полужизни гетеродимера 
FVIII169/VWF031 у мышей DKO достиг 17,9 ч (фиг. 11, табл. 21). Кроме периода полужизни, все другие 
ФК-параметры также пропорционально улучшались с добавлением каждого элемента (табл. 21). FVIII 
может допускать встраивание нескольких элементов, увеличивающих период полужизни, и это синерги-
ческое действие трех элементов на увеличение периода полужизни FVIII обеспечило дальнейшее улуч-
шение периода полужизни гетеродимеров FVIII-XTEN VWF. 

Таблица 21 
ФК-параметры вариантов FVIII 

 
* В указывает, что последовательность XTEN (например, 144) вставлена 
непосредственно после аминокислотного остатка 745, соответствующего 
последовательности зрелого FVIII. 

Пример 12. Фармакокинетические свойства различных гетеродимеров FVIII-XTENVWF. 
Для оценки совокупного действия фрагмента VWF-D'D3 и вставок XTEN на период полужизни 

FVIII протестировали фармакокинетические свойства гетеродимеров FVIII-XTEN-Fc:VWF-Fc на мышах 
HemA и сравнили их со свойствами одноцепочечной изоформы BDD-FVIII (scBDD-FVIII) и  
FVIII-169:VWF-031 (пример 10). Получили семь новых конструктов FVIII-XTEN-Fc (белковые последо-
вательности приведены в табл. 24). Схемы этих конструктов приведены на фиг. 14А-14Н. FVIII-195 и 
FVIII-199 соответственно являются двуцепочечной и одноцепочечной изоформами FVIII, и каждая из 
них содержит две вставки XTEN в положениях 1900 и 1656. FVIII-196 и FVIII-201 соответственно явля-
ются двуцепочечной и одноцепочечной изоформами FVIII, и каждая из них содержит три вставки XTEN 
в положениях 26, 1656 и 1900. FVIII-203, -204 и -205 являются одноцепочечными молекулами FVIIIFc с 
двумя вставками XTEN на стыке В-домена и в положениях 1900, 403 или 18 соответственно. Каждый 
конструкт FVIII-XTEN-Fc совместно экспрессировали с VWF-031 в клетках HEK293, получая гетероди-
мерные белки FVIII-XTEN-Fc/VWF. На четвертый день после трансфекции собирали культуральную 
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среду и концентрировали ее до 20 МЕ/мл согласно хромогенной активности FVIII (FVIII-195:VWF-031, 
FVIII-196:VWF-031, FVIII-199:VWF-031, FVIII-203:VWF-031 и FVIII-204:VWF-031) или очищали (scBDD-
FVIII, FVIII-169:VWF-031, FVIII-201:VWF-031 и FVIII-205:VWF-031). После демонстрации полного 
внутримолекулярного экранирования молекулы FVIII в гетеродимере FVIII-XTEN-Fc:VWF-Fc от эндо-
генного VWF фрагментом D'D3 (FVIII-169:VWF-031, пример 5) для ФК-оценок выбрали мышей HemA. 
Очищенный белок или концентрированную культуральную среду вводили мышам HemA в возрасте  
8-12 недель путем внутривенного введения в дозе 200 ME/10 мл/кг. Отбор образцов плазмы выполняли 
через 5 мин, 8, 16, 24, 32, 48, 72 и 96 ч после введения. Активность FVIII в образцах плазмы анализиро-
вали с помощью хромогенного анализа FVIII; период полужизни рассчитывали с помощью программы 
WinNonlin-Phoenix. Фармакокинетические параметры протестированных молекул перечислены в табл. 22. 
Активность FVIII в плазме в выбранные моменты времени для вариантов FVIII-XTEN-Fc/VWF-Fc нане-
сена на графики на фиг. 12А-12С. 

При вставке XTEN в положениях 1900 и 1656 (FVIII-195, FVIII-199) наблюдали умеренное улучше-
ние периода полужизни для изоформы scFVIII (FVIII-199:VWF-031) no сравнению с FVIII-169:VWF-031. 
Однако изоформа dcFVIII демонстрировала более короткий период полужизни, чем FVIII-169:VWF-031, 
что указывало на возможность значительно большей стабильности одноцепочечной изоформы по срав-
нению с соответствующей двуцепочечной изоформой (табл. 22 и фиг. 12А). При внедрении третьей 
вставки XTEN в FVIII-199 в положении 26 период полужизни полученной молекулы FVIII-201:VWF-031 
достигал 24,6 ч, что представляет более чем трехкратное улучшение периода полужизни по сравнению с 
scBDD-FVIII (табл. 22 и фиг. 12С). Авторы изобретения также протестировали действие второй вставки 
XTEN в каждом из положений 403 (домен А2), 1900 (домен A3) и 18 (домен А1) на увеличение периода 
полужизни в комбинации со вставкой XTEN в В-домен. В то время как добавление вставки XTEN в А2 
или A3 не давало дополнительного положительного действия на период полужизни (табл. 22, фиг. 12В), 
добавление вставки А1 увеличивало период полужизни гетеродимера FVIII-XTEN-Fc:VWF-Fc до 29,4 ч 
(табл. 22, фиг. 12С), что более чем в три раза превышало период полужизни scBDD-FVIII. 

При внедрении XTEN в конструкт гетеродимера FVIIIFc/VWF степень улучшения периода полу-
жизни полученных молекул менялась; очевидной корреляции между периодом период полужизни и сай-
том или количеством вставок XTEN не наблюдали, что указывает на то, что период полужизни гетеро-
димера FVIII-XTEN-Fc/VWF определяется целостностью всей молекулы, а не количеством или положе-
нием вставок XTEN. 

Период полужизни продолжительностью 24,6 и 29,4 ч, наблюдавшийся для гетеродимеров  
FVIII-XTEN-Fc/VWF, однозначно превысил 1,6-2-кратное ограничение увеличения периода полужизни 
FVIII. При переносе этих результатов на пациентов с HemA это даст возможность профилактического 
приема FVIII раз в неделю или реже. 

Таблица 22 
ФК-параметры гетеродимеров FVIII-XTEN-Fc/VWF-Fc 

 
* В указывает, что последовательность XTEN (например, 144) вставлена 
непосредственно после аминокислотного остатка 745, соответствующего 
последовательности зрелого FVIII. 

Помимо внедрения XTEN в молекулу FVIII, авторы изобретения также оценивали потенциальное 
положительное действие внедрения XTEN в качестве линкера между D'D3 и фрагментом Fc на увеличе-
ние периода полужизни. FVIII-155 (scFVIIIFc) совместно экспрессировали с VWF-034 (VWF-Fc с АЕ 288 
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XTEN и тромбин-расщепляемым линкером из 35 остатков) в клетках HEK293. На 4 день после транс-
фекции собирали культуральную среду и концентрировали ее до 20 МЕ/мл согласно анализу активности 
FVIII. Мышам FVIII/VWF DKO вводили концентрированную культуральную среду в дозировке  
200 МЕ/10 мл/кг в виде разовой внутривенной инъекции. Отбор образцов плазмы выполняли через  
5 мин, 8, 24, 48, 72 и 96 ч после введения. Активность FVIII в образцах плазмы анализировали с помо-
щью хромогенного анализа FVIII и строили график кривой регрессии активности FVIII в плазме в зави-
симости от времени (фиг. 13). FVIII-155/VWF-034 демонстрировал такое же улучшение периода полу-
жизни, как и FVIII-169/VWF-031, который содержал АЕ 288 XTEN, внедренный в стыке В-домена FVIII, 
что подтверждается перекрывающимися кривыми регрессии для указанных двух молекул (фиг. 13). Де-
монстрация того, что вставка XTEN в полипептид VWF-Fc вызывает улучшение периода полужизни, 
аналогичное по величине улучшению, обусловленному вставкой XTEN на стыке В-домена полипептида 
FVIII, свидетельствует о возможности дальнейшего улучшения периода полужизни гетеродимерной мо-
лекулы с комбинацией внутримолекулярной вставки XTEN в полипептид FVIII и междоменной вставки 
XTEN между VWF и Fc-элементами полипептида VWF-Fc. 

Пример 13А. Фармакокинетические свойства дополнительных гетеродимеров FVIII-XTENVWF. 
Помимо гетеродимеров FVIII-XTEN VWF, перечисленных в табл. 22, при HemA проводилось или 

будет проводиться тестирование фармакокинетических свойств гетеродимеров FVIII-XTEN VWF, со-
держащих различные композиции вставок XTEN, одноцепочечную и двуцепочечную версию FVIII  
(табл. 23А). Кроме того, ниже описаны различные конструкты FVIII (табл. 23В) и VWF (табл. 23С). Мы-
шей HemA обрабатывали посредством разового внутривенного введения гетеродимерных белков в дозе 
200 МЕ/10 мл/кг. Затем выполняли отбор образцов плазмы через 5 мин, 24, 48, 72, 96 и 120 ч после вве-
дения. Активность FVIII в образцах плазмы анализировали с помощью хромогенного анализа FVIII; пе-
риод полужизни рассчитывали с помощью программы WinNonlin-Phoenix. Белковые последовательности 
перечисленных гетеродимеров перечислены в табл. 25. 

Таблица 23А 
Вероятные комбинации гетеродимера  

FVIII-XTEN-Fc:VWF-Fc для улучшения ФК и активности 
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Таблица 23В 
Конструкты FVIII 

 
Таблица 23С 

Конструкты VWF 

 
Пример 13В. Фармакокинетические свойства дополнительных гетеродимеров FVIII-XTENVWF. 
Фармакокинетические свойства гетеродимеров FVIII-XTENVWF протестировали на мышах HemA. 

Протестированные гетеродимеры представляли собой FVIII169/VWF034, FVIII205/VWF034, 
FVIII205/VWF036 и FVIII266/VWF031. Мышам HemA вводили разовую внутривенную дозу различных 
гетеродимерных белков 200 МЕ/10 мл/кг. Отбор образцов плазмы выполняли через 5 мин, 24, 48, 72, 
96 и 120 ч после введения. Активность FVIII в образцах плазмы анализировали с помощью хромогенного 
анализа FVIII; периоды полужизни рассчитывали с помощью программы WinNonlin-Phoenix. Результаты 
ФК приведены ниже в табл. 24. 
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Таблица 24 
Дополнительные FVIII-XTENVWF - ФК у мышей HemA 

 
Нуклеотидная последовательность pSYNFVIII 010 (двуцепочечный FVII-
IFc) (SEQ ID NO: 125). 
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Белковая последовательность pSYNFVIII 010 (двуцепочечный FVIIIFc) 
(SEQ ID NO: 126). 
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Пример 14. Новый класс молекул фактора VIII свертывания крови с более чем трехкратным увели-

чением периода полужизни у мышей с гемофилией А. 
Разработан новый класс молекул FVIII, содержащих два полипептида, один из которых состоит из 

одиночной цепи FVIII с удаленным В-доменом (BDD) и вставкой XTEN в одном или нескольких поло-
жений в пределах последовательности FVIII, а второй состоит из области D'D3 VWF. Кроме того, каж-
дый полипептид рекомбинантно объединен с областью Fc IgG1, что обеспечивает правильное выравни-
вание области D'D3 для связывания молекулы FVIII. Полученные варианты FVIII экспрессировали в 
клетках HEK293 посредством временной трансфекции и очищали от кондиционированной среды. Ак-
тивность FVIII оценивали путем хромогенного анализа FVIII, оценку фармакокинетических свойств вы-
полняли на мышах с нокаутом FVIII (HemA) и двойным нокаутом (DKO) FVIII/VWF. 

Внедрение XTEN и области D'D3 VWF в rFVIII привело к разобщению клиренса гибридных белков 
и эндогенного VWF при увеличении их периода полужизни в кровотоке. FVIII в указанной гибридной 
конфигурации полностью экранировался от взаимодействия с VWF согласно измерению с помощью ин-
терферометрии в биологическом слое (Octet). В соответствии с этим обнаружено, что их фармакокинети-
ческие профили у мышей HemA и DKO были идентичны, что указывает на эффективное разобщение 
скорости их клиренса у мышей и VWF. Оптимизация длины XTEN и положений для вставки XTEN по-
зволила выявить подмножество белков, которые превысили ограничение VWF (16 ч), достигая периода 
полужизни в кровотоке мышей HemA до 30 ч, что представляет собой 4-кратное улучшение по сравне-
нию с BDD-FVIII. Важно отметить, что эти белки поддерживали свою функциональность, согласно хро-
могенному анализу FVIII. Зависимость от VWF обуславливает фундаментальное ограничение периода 
полужизни терапевтического FVIII. Разобщение FVIII и путей клиренса VWF при увеличении периода 
полужизни за счет присоединения области D'D3 VWF и XTEN позволило получить новые молекулы 
FVIII с 4-кратно увеличенным периодом полужизни. Настоящий документ является первым сообщением 
о рекомбинантном FVIII, превысившем ограничение периода полужизни, наблюдаемое при попытках 
промышленной разработки FVIII длительного действия, что потенциально представляет собой значи-
тельное усовершенствование профилактического лечения гемофилии А. 
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Таблица 25 
Белковые последовательности конструктов FVIII-XTEN-Fc и VWF-Fc 

Белковая последовательность FVIII 195 (двуцепочечный FVIIIFc с двумя 144 
АЕ XTEN в области аминокислот 1656 и 1900) (SEQ ID NO: 105). 
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Белковая последовательность FVIII 196 (двуцепочечный FVIIIFc с тремя 
144 АЕ XTEN в области аминокислот 26, 1656 и 1900) (SEQ ID NO: 106). 
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Белковая последовательность FVIII 199 (одноцепочечный FVIIIFc с тремя 
144 АЕ XTEN в области аминокислот 1656 и 1900) (SEQ ID NO: 107). 
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Белковая последовательность FVIII 201 (одноцепочечный FVIIIFc с тремя 
144 АЕ XTEN в области аминокислот 26, 1656 и 1900) (SEQ ID NO: 108). 
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Белковая последовательность FVIII203 (одноцепочечный FVIIIFc с двумя 
АЕ XTEN; одним 288АЕ XTEN в В-домене и одним 144 АЕ XTEN в об-
ласти аминокислоты 1900) (SEQ ID NO: 109). 
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Белковая последовательность FVIII204 (одноцепочечный FVIIIFc с двумя 
АЕ XTEN; одним 288АЕ XTEN в В-домене и одним 144 АЕ XTEN в облас-
ти аминокислоты 403) (SEQ ID NO: 110). 
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Белковая последовательность FVIII 205 (одноцепочечного FVIIIFc с дву-
мя АЕ XTEN; одним 288АЕ XTEN в В-домене и одним 144 АЕ XTEN в 
области аминокислоты 18) (SEQ ID NO: 111). 
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Белковая последовательность pSYN FVIII 266 (FVIII Fc с 42 AE-XTEN в 
области аминокислоты 18 и 288 АЕ XTEN в В-домене) SEQ ID NO: 112. 
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Белковая последовательность pSYN FVIII 267 (FVIII Fc с 72 AE-XTEN в 
области аминокислоты 18 и 288 АЕ XTEN в В-домене) SEQ ID NO: 113. 
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Белковая последовательность pSYN FVIII 268 (FVIII Fc с 144 AE-XTEN в 
области аминокислоты 18) SEQ ID NO: 114. 

 

 
Белковая последовательность pSYN FVIII 269 (FVIII Fc с 72 AE-XTEN в 
области аминокислоты 18) SEQ ID NO: 115. 
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Белковая последовательность pSYNFVIII 271 (FVIII Fc с 42 AE-XTEN в 
области аминокислоты 18) SEQ ID NO: 116. 
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Белковая последовательность pSYN FVIII 272 (FVIII с 144 AE XTEN в 
области аминокислоты 18 и 244 AE XTEN в В-домене, без Fc)  
SEQ ID NO: 117. 
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Белковая последовательность pSYN VWF 031 (VWF D1D2D'D3-
тромбин-расщепляемый GS линкер длиной 48 AK-Fc) SEQ ID NO: 118. 
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Белковая последовательность pSYN VWF 034 (VWF D1D2D'D3-288AE 
XTEN-тромбин-расщепляемый GS линкер длиной 35 AK-Fc) SEQ ID NO: 119. 
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Белковая последовательность pSYN VWF 036 (VWF D1D2D'D-тромбин-
расщепляемый GS линкер длиной 98 AK-Fc) SEQ ID NO: 120. 
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Белковая последовательность pSYN Fc-015 (Fc-домен IgG) SEQ ID NO: 121. 

 
Пример 15. 
Гетеродимеры FVIII-XTEN-Fc:VWF-Fc сохраняли нормальную FVIII-специфическую активность 

по сравнению с BDD-FVIII дикого типа. Определили FVIII-специфическую активность гетеродимеров 
FVIII-XTEN-Fc:VWF-Fc. Гетеродимеры очищали с помощью двухэтапного хроматографического про-
цесса. Использовали анионообменную смолу для слабых анионов, а затем аффинную хроматографию. 
Конечный очищенный продукт обладал приемлемой чистотой согласно эксклюзионной ВЭЖХ. Удельная 
активность была сопоставима с активностью FVIII с удаленным В-доменом (BDD-FVIII) согласно изме-
рению с помощью хромогенного анализа FVIII и концентрации А280. Данные представлены в табл. 26. 
Все протестированные молекулы продемонстрировали FVIII-специфическую активность, сопоставимую 
с активностью BDD-FVIII. Чистоту и присутствие каждого фрагмента указанных молекул подтверждали 
с помощью электрофореза в ДСН-ПААГ и вестерн-блоттинга. 

Таблица 26 
FVIII-специфическая активность гетеродимеров FVIII-XTEN-Fc:VWF-Fc 

 
Сравнивали периоды полужизни rFVIII-XTEN/D'D3 и BDD-FVIII у мышей HemA (фиг. 15; табл. 27). 

Как показано на фиг. 15, rFVIII-XTEN/D'D3 достигал периода полужизни, четырехкратно превышающего 
период полужизни, достигнутый BDD-FVIII. 

Таблица 27 
rFVIII-XTEN/D'D3 и BDD-FVIII у мышей HemA 

 
Пример 16. Эффективность гетеродимера FVIII-XTEN-Fc:VWF-Fc (активность FVIII) при гемостазе 

согласно измерению с помощью одноэтапного анализа аЧТВ. 
Эффективность гетеродимеров FVIII-XTEN-Fc:VWF-Fc при гемостазе оценивали по их  

FVIII-специфической аЧТВ-активности; сводные данные представлены в табл. 28. Как продемонстриро-
вано в табл. 28, хотя добавление фрагмента D'D3 VWF и внедрение XTEN в пределах доменов FVIII 
снижало FVIII-специфическую аЧТВ-активность гетеродимеров (согласно данным FVIII155/VWF031 и 
данным FVIII205/VWF031), вставки XTEN в области В-домена FVIII или С-конца фрагмента D'D3 VWF 
не оказывали негативного влияния на aFVIII-специфическую аЧТВ-активность (согласно данным 
FVIII169/VWF031 и данным FVIII169/VWF034). По сравнению с двуцепочечным BDD-FVIII (dcBDD-FVIII), 
FVIII155/VWF031, FVIII169/VWF031, FVIII169/VWF034 и VWF205/VWF031 демонстрировали снижение 
удельной аЧТВ-активности в 2,5, 2,8, 2,6 и 5,5 раза соответственно. 

Таблица 28 
FVIII-специфическая аЧТВ-активность гетеродимеров FVIII-XTEN-Fc:VWF-Fc 

 
FVIII-специфический анализ аЧТВ. 
Варианты FVIII разбавляли буфером для определения аЧТВ (0,15 М NaCl, 0,05 М трис-HCl, 1% 
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БСА, pH 7,4) в линейном аналитическом диапазоне (200-1,6 мЕ/мл). 50 мкл разбавленных образцов или 
стандартов последовательно смешивали с 50 мкл наивной объединенной плазмы человека с HemA при 
37°С, 50 мкл аЧТВ-реагента (ACTIN FSL-активированного цефалопластинового реагента - Dade Beh-
ring, регистрационный номер В4219-2) при 37°С и инкубировали при 37°С в течение 4 мин. Для запуска 
реакций свертывания к реакционной смеси добавляли 50 мкл 20 мМ CaCl2 (Dade Behring [регистрацион-
ный номер ORFO37]). На основании времени свертывания каждого образца (продолжительность времени 
от добавления CaCl2 до начала образования тромба) рассчитывали аЧТВ-активность по сравнению со 
стандартом, полученным с использованием концентрата 8-го международного стандарта FVIII. Удель-
ную аЧТВ-активность рассчитывали в зависимости от концентрации белка каждой молекулы, которую 
измеряли по OD280. 

Пример 17. Эффективность гетеродимера FVIII-XTEN-Fc:VWF-Fc гетеродимера in vivo в модели 
кровотечения при обрезке хвоста мышей HemA. 

Для дальнейшей оценки эффективности гетеродимеров при гемостазе оценивали острую эффектив-
ность FVIII169/VWF034 и FVIII205/VWF031 по сравнению с BDD-FVIII в модели кровотечения при об-
резке хвоста мышей HemA. Мышей HemA обрабатывали посредством разовой в/в инъекции BDD-FVIII в 
дозе 200, 65 и 20 МЕ/кг для определения контрольного уровня кровопотери после обрезки хвоста. Кро-
вопотерю у мышей, получавших 200 МЕ/кг FVIII169/VWF034 или FVIII205/VWF031, сравнивали с кро-
вопотерей у контрольной группы мышей, получавших BDD-FVIII, для оценки их эффективности при 
гемостазе. Животных, получавших носитель, использовали для определения исходной кровопотери в 
данной модели. Как показано на фиг. 16, во всех группах, получавших FVIII, наблюдалось значительное 
снижение кровопотери по сравнению с животными, получавшими носитель (р<0,05). Как 
FVIII169/VWF034, так и FVIII205/VWF031 являлись эффективными в модели обрезки хвоста мышей 
HemA. По сравнению с BDD-FVIII, наблюдали приблизительно 3-кратное снижение эффективности для 
FVIII169/VWF034 согласно аналогичному снижению кровопотери, достигаемому за счет 65 МЕ/кг  
BDD-FVIII и 200 МЕ/кг FVIII169/VWF034. Как и для FVIII205/VWF034, наблюдали 10-кратное сниже-
ние эффективности согласно аналогичному снижению кровопотери, достигаемому за счет 20 МЕ/кг 
BDD-FVIII и 200 МЕ/кг FVIII205/VWF031. Даже несмотря на аналогичную удельную хромогенную 
FVIII-активность FVIII69/VWF034 и FVIII205/VWF031 по сравнению с rBDD-FVIII их аЧТВ-активность 
FVIII и эффективность in vivo снижались вследствие модификации молекул. Указанные данные показы-
вают, что аЧТВ-активность молекул FVIII представляет собой более точный прогностический показатель 
их эффективности при гемостазе in vivo, чем хромогенная FVIII-активность. 

Модель кровотечения при обрезке хвоста мышей HemA. 
В данном исследовании использовали самцов мышей HemA в возрасте 8-10 недель. Перед обрезкой 

хвоста мышей анестезировали с помощью смеси 50 мг/кг кетамина/0,5 мг/кг дексмедетомидина и поме-
щали на грелку-подушку при 37°С для поддержания температуры тела. Затем хвосты мышей погружали 
в воду, нагретую до 37°С, на 10 мин для расширения боковой вены. После расширения вены вводили 
инъекцию rFVIII или раствора носителя в хвостовую вену и через 5 мин отрезали дистальные 1 см хвоста 
скальпелем № 11 с прямым краем. Пролитую кровь собирали в 13 мл физиологического раствора, нагре-
того до 37°С в течение 30 мин, и подвергали анестезированных мышей эвтаназии путем двусторонней 
торакотомии. Кровопотерю (в граммах) количественно определяли гравиметрически по изменению мас-
сы пробирки для отбора крови до и после отбора крови, а затем переводили в миллилитры (мл) объема 
кровопотери (1 г изменения массы=1 мл кровопотери). 

Приведенное выше описание конкретных вариантов реализации настолько полно раскрывает об-
щий характер изобретения, что посторонние лица легко могут, применяя знания в данной области техни-
ки, модифицировать и/или адаптировать такие конкретные варианты реализации для различных областей 
применения без чрезмерного экспериментирования, не отходя от общей концепции настоящего изобре-
тения. Следовательно, такие адаптации и модификации должны находиться в рамках описанных вариан-
тов реализации, основываясь на информации и рекомендациях, представленных в настоящем документе. 
Следует понимать, что фразеология или терминология, приведенная в настоящем документе, предназна-
чена для цели описания, а не для ограничения, поэтому специалист должен интерпретировать термино-
логию или фразеологию настоящего описания в свете указанной информации и рекомендаций. 

Для специалистов в данной области техники после рассмотрения описания и вариантов реализации 
настоящего изобретения, описанных в настоящем документе, будут очевидны другие варианты реализа-
ции настоящего изобретения. Предполагается, что описание и примеры следует рассматривать лишь в 
качестве типичных образцов, а подлинные рамки и суть изобретения указаны в следующей формуле изо-
бретения. Все патенты и публикации, цитируемые в настоящем документе, полностью включены в него 
посредством ссылок. 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Способ лечения заболевания или состояния, связанного с кровотечениями, у субъекта, нуждаю-
щегося в этом, включающий введение эффективного количества фармацевтической композиции, содер-
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жащей 
(а) химерный белок, содержащий 
(i) фрагмент фактора фон Виллебранда (VWF), содержащий домен D' и домен D3 фактора фон Вил-

лебранда, 
(ii) первую удлиненную полипептидную последовательность XTEN, и 
(iii) белок фактора VIII (FVIII); и 
(b) фармацевтически приемлемый носитель; 
при этом VWF фрагмент и первая последовательность XTEN связаны, причем VWF фрагмент или 

первая последовательность XTEN связана с белком FVIII; и причем 
(a) VWF фрагмент содержит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

90% идентична аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 100; 
(b) белок FVIII содержит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 90% 

идентична аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 4 или SEQ ID NO: 6; или белок FVIII со-
держит тяжелую цепь и легкую цепь, где тяжелая цепь белка FVIII содержит аминокислотную последо-
вательность, которая по меньшей мере на 90% идентична аминокислотам 1-745 последовательности  
SEQ ID NO: 4, и легкая цепь белка FVIII содержит аминокислотную последовательность, которая по 
меньшей мере на 90% идентична аминокислотам 1649-2332 последовательности SEQ ID NO: 4; и 

(c) первая последовательность XTEN содержит аминокислотную последовательность согласно  
SEQ ID NO: 36; SEQ ID NO: 37; SEQ ID NO: 38; SEQ ID NO: 39; SEQ ID NO: 40; SEQ ID NO: 41;  
SEQ ID NO: 42; SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 127, SEQ ID NO: 128, SEQ ID NO: 129,  
SEQ ID NO: 130, SEQ ID NO: 131, SEQ ID NO: 132, SEQ ID NO: 133, SEQ ID NO: 134, SEQ ID NO: 135, 
SEQ ID NO: 136 или SEQ ID NO: 137. 

2. Способ по п.1, в котором химерный белок содержит 
(a) единственную полипептидную цепь, содержащую VWF фрагмент, последовательность XTEN и 

белок FVIII; или 
(b) две полипептидные цепи, содержащие первую полипептидную цепь и вторую полипептидную 

цепь, где первая полипептидная цепь содержит белок FVIII, а вторая полипептидная цепь содержит VWF 
фрагмент и последовательность XTEN. 

3. Способ по п.1 или 2, в котором химерный белок дополнительно содержит (iv) константную об-
ласть иммуноглобулина (Ig) или ее часть, связанную либо с VWF фрагментом, первой последовательно-
стью XTEN, либо с белком FVIII или их любой комбинацией. 

4. Способ лечения заболевания или состояния, связанного с кровотечениями, у субъекта, нуждаю-
щегося в этом, включающий введение эффективного количества фармацевтической композиции, содер-
жащей химерный белок и фармацевтически приемлемый носитель, причем химерный белок содержит 
формулу, включающую 

(a) V-X-FVIII, 
(b) FVIII-X-V, 
(c) V-X:FVIII, 
(d) X-V:FVIII, 
(e) FVII:IV-X, 
(f) FVIII:X-V, 
(g) V-L2-X-L1-F1:FVIII-L3-F2, 
(h) V-L2-X-L1-F1:F2-L3-FVIII, 
(i) F1-L1-X-L2-V:FVIII-L3-F2, 
(j) F1-L1-X-L2-V:F2-L3-FVIII, 
(k) V-L2-X-L1-F1-L4-FVIII-L3-F2, 
(l) F2-L3-FVIII-L4-F1-L1-X-L2-V, 
(m) FVIII-L3-F2-L4-V-L2-X-L1-F1, и 
(n) F1-L1-X-L2-V-L4-F2-L3-FVIII, 
где V содержит VWF фрагмент, 
каждый из L1, L2 и L3 содержит линкер, 
L4 представляет собой линкер, 
FVIII содержит белок FVIII, 
X содержит одну или более последовательностей XTEN, 
F1 содержит константную область Ig или ее часть, 
F2 содержит дополнительную константную область Ig или ее часть, 
(-) представляет собой пептидную связь или одну или более аминокислот, и 
(:) представляет собой ковалентную связь или нековалентную связь. 
5. Способ по п.3 или 4, отличающийся тем, что константная область Ig или ее часть содержит пер-

вую область Fc, которая связана с последовательностью XTEN или VWF фрагментом. 
6. Способ по п.5, отличающийся тем, что константная область Ig или ее часть связана с последова-

тельностью XTEN линкером. 
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7. Способ по п.6, отличающийся тем, что указанный линкер включает расщепляемый линкер. 
8. Способ по любому из пп.3-7, в котором химерный белок содержит также дополнительную кон-

стантную область Ig или ее часть. 
9. Способ по п.8, отличающийся тем, что дополнительная константная область Ig или ее часть со-

держит вторую область Fc. 
10. Способ по п.9, отличающийся тем, что дополнительная константная область Ig или ее часть свя-

зана с белком FVIII. 
11. Способ по п.9 или 10, отличающийся тем, что вторая область Fc дополнительно связана с VWF 

фрагментом линкером. 
12. Способ по любому из пп.8-11, отличающийся тем, что дополнительная константная область Ig 

или ее часть связана с константной областью Ig или ее частью. 
13. Способ по п.12, отличающийся тем, что дополнительная константная область Ig или ее часть 

связана с константной областью Ig или ее частью ковалентной связью. 
14. Способ по п.13, отличающийся тем, что указанная ковалентная связь представляет собой ди-

сульфидную связь. 
15. Способ по любому из пп.1-14, отличающийся тем, что VWF фрагмент связан с белком FVIII не-

ковалентной связью. 
16. Способ по любому из пп.4-15, который также содержит вторую последовательность XTEN, со-

единенную с белком FVIII линкером на N-конце или С-конце белка FVIII или встроенную непосредст-
венно ниже от одного или более сайтов встраивания в белке FVIII. 

17. Способ лечения заболевания или состояния, связанного с кровотечениями, у субъекта, нуждаю-
щегося в этом, включающий введение эффективного количества фармацевтической композиции, содер-
жащей химерный белок и фармацевтически приемлемый носитель, причем химерный белок содержит 
формулу, включающую 

(1) FVIII(X1)-L1-F1:V-L2-X2-L3-F2, 
(2) FVIII(X1)-L1-F1:F2-L3-X2-L2-V, 
(3) F1-L1-FVIII(X1):V-L2-X2-L3-F2, 
(4) F1-L1-FVIII(X1):F2-L3-X2-L2-V, 
(5) FVIII(X1)-L1-F1-L4-V-L2-X2-L3-F2, 
(6) FVIII(X1)-L1-F1-L4-F2-L3-X2-L2-V, 
(7) F1-L1-FVIII(X1)-L4-V-L2-X2-L3-F2, или 
(8) F1-L1-FVIII(X1)-L4-F2-L3-X2-L2-V, 
где FVIII(X1) содержит белок FVIII и последовательность XTEN, при этом указанная последова-

тельность XTEN связана с N-концом или С-концом белка FVIII или встроена непосредственно ниже од-
ной или более аминокислот ("один или более сайтов встраивания") в белке FVIII, 

каждый из L1, L2 и L3 представляет собой линкер, 
L4 представляет собой линкер, 
Х2 содержит одну или более последовательностей XTEN, 
F1 содержит константную область Ig или ее часть, 
F2 содержит дополнительную константную область Ig или ее часть, и 
V содержит VWF фрагмент, 
(-) представляет собой пептидную связь или одну или более аминокислот, и 
(:) содержит ковалентную связь или нековалентную связь. 
18. Способ по любому из пп.8-17, отличающийся тем, что константная область Ig или ее часть и до-

полнительная константная область Ig или ее часть являются одинаковыми или разными. 
19. Способ лечения заболевания или состояния, связанного с кровотечениями, у субъекта, нуждаю-

щегося в этом, включающий введение эффективного количества фармацевтической композиции, содер-
жащей химерный белок и фармацевтически приемлемый носитель, причем химерный белок содержит 
первую полипептидную цепь и вторую полипептидную цепь, при этом указанная первая полипептидная 
цепь содержит белок FVIII и первую константную область Ig или ее часть и указанная вторая полипеп-
тидная цепь содержит VWF фрагмент, первую последовательность XTEN и вторую константную область 
Ig или ее часть; и причем 

(a) VWF фрагмент содержит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 
90% идентична аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 100; 

(b) белок FVIII содержит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 90% 
идентична аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 4 или SEQ ID NO: 6; или белок FVIII со-
держит тяжелую цепь и легкую цепь, где тяжелая цепь белка FVIII содержит аминокислотную последо-
вательность, которая по меньшей мере на 90% идентична аминокислотам 1-740 последовательности  
SEQ ID NO: 4, и легкая цепь белка FVIII содержит аминокислотную последовательность, которая по 
меньшей мере на 90% идентична аминокислотам 1649-2332 последовательности SEQ ID NO: 4; и 

(с) первая последовательность XTEN содержит аминокислотную последовательность согласно  
SEQ ID NO: 145, SEQ ID NO: 146, SEQ ID NO: 147, SEQ ID NO: 148, SEQ ID NO: 153, SEQ ID NO: 154, 
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SEQ ID NO: 155 или SEQ ID NO: 156. 
20. Способ лечения заболевания или состояния, связанного с кровотечениями, у субъекта, нуждаю-

щегося в этом, включающий введение эффективного количества фармацевтической композиции, содер-
жащей химерный белок и фармацевтически приемлемый носитель, причем химерный белок содержит 
первую полипептидную цепь и вторую полипептидную цепь, при этом указанная первая полипептидная 
цепь содержит фрагмент VWF, первую последовательность XTEN, первую константную область Ig или 
ее часть и указанная вторая полипептидная цепь содержит белок FVIII, вторую последовательность 
XTEN и вторую константную область Ig или ее часть; и причем 

(a) VWF фрагмент содержит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 
90% идентична аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 100; 

(b) белок FVIII содержит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 90% 
идентична аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 4 или SEQ ID NO: 6; или белок FVIII со-
держит тяжелую цепь и легкую цепь, где тяжелая цепь белка FVIII содержит аминокислотную последо-
вательность, которая по меньшей мере на 90% идентична аминокислотам 1-740 последовательности  
SEQ ID NO: 4, и легкая цепь белка FVIII содержит аминокислотную последовательность, которая по 
меньшей мере на 90% идентична аминокислотам 1649-2332 последовательности SEQ ID NO: 4; и 

(c) первая последовательность XTEN содержит аминокислотную последовательность согласно  
SEQ ID NO: 145, SEQ ID NO: 146, SEQ ID NO: 147, SEQ ID NO: 148, SEQ ID NO: 153, SEQ ID NO: 154, 
SEQ ID NO: 155 или SEQ ID NO: 156. 

21. Способ по п.20, отличающийся тем, что вторая последовательность XTEN встроена в один или 
более сайтов встраивания в белке FVIII, выбранных из группы, состоящей из аминокислотных остатков в 
табл. 7, 8, 9 и 10. 

22. Способ по любому из пп.1-21, отличающийся тем, что белок FVIII содержит домен В или его 
часть. 

23. Способ по п.22, отличающийся тем, что белок FVIII представляет собой FVIII с делецией доме-
на SQ В. 

24. Способ по п.21, отличающийся тем, что белок FVIII 
(i) содержит домен В или его часть; или 
(ii) белок FVIII представляет собой FVIII с делецией домена SQ В, 
причем вторая последовательность XTEN встроена в домен В или его часть. 
25. Способ по любому из пп.1-24, отличающийся тем, что белок FVIII содержит одноцепочечный 

FVIII и указанный одноцепочечный FVIII содержит по меньшей мере одну замену аминокислоты в ос-
татке, соответствующем остатку 1648, остатку 1645 или обоим в полноразмерном зрелом полипептиде 
FVIII (SEQ ID NO: 4), или остатку 754, остатку 751 или обоим в SQ BDD FVIII (SEQ ID NO: 6). 

26. Способ по любому из пп.1-25, отличающийся тем, что VWF фрагмент содержит аминокислот-
ную последовательность, по меньшей мере на 90, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичную аминокислотам 
с 764 по 1240 последовательности SEQ ID NO: 2. 

27. Способ по п.26, отличающийся тем, что VWF фрагмент по существу состоит из или состоит из 
аминокислот с 764 по 1240 последовательности SEQ ID NO: 2. 

28. Способ по любому из пп.1-27, отличающийся тем, что VWF фрагмент содержит замену остатка, 
соответствующего остатку 1099, остатку 1142 или как остатку 1099, так и остатку 1142 последовательно-
сти SEQ ID NO: 2, аминокислотой, отличной от цистеина. 

29. Способ по любому из пп.1-28, отличающийся тем, что VWF фрагмент по существу состоит из 
или состоит из домена D' и домена D3 фактора фон Виллебранда или их фрагментов. 

30. Способ по любому из пп.1-28, отличающийся тем, что VWF фрагмент не содержит аминокис-
лотную последовательность, выбранную из группы, состоящей из 

(1) аминокислот 1241-2813 последовательности SEQ ID NO: 2, 
(2) аминокислот 1270-2813 последовательности SEQ ID NO: 2, 
(3) аминокислот 1271-2813 последовательности SEQ ID NO: 2, 
(4) аминокислот 1272-2813 последовательности SEQ ID NO: 2, 
(5) аминокислот 1273-2813 последовательности SEQ ID NO: 2, 
(6) аминокислот 1274-2813 последовательности SEQ ID NO: 2, и 
любых их комбинаций. 
31. Способ по любому из пп.1-28, отличающийся тем, что VWF фрагмент не содержит аминокисло-

ты 1274-2813 последовательности SEQ ID NO: 2. 
32. Способ по любому из пп.1-31, отличающийся тем, что первая последовательность XTEN содер-

жит по меньшей мере один мотив, выбранный из табл. 2А. 
33. Способ по любому из пп.1-32, отличающийся тем, что первая последовательность XTEN содер-

жит АЕ42, АЕ72, АЕ864, АЕ576, АЕ288, АЕ144, AG864, AG576, AG288 или AG144. 
34. Способ по любому из пп.1-33, отличающийся тем, что заболевание или состояние, связанное с 

кровотечениями, представляет собой гемофилию А. 
35. Способ лечения заболевания или состояния, связанного с кровотечениями, у субъекта, нуждаю-
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щегося в этом, включающий введение эффективного количества фармацевтической композиции, содер-
жащей химерный белок и фармацевтически приемлемый носитель, причем химерный белок содержит 

(a) первый полипептид, содержащий 
(i) фрагмент фактора фон Виллебранда (VWF), содержащий домен D' и домен D3 VWF, 
(ii) первую последовательность XTEN, и 
(iii) первую область Fc; и 
(b) второй полипептид, содержащий 
(i) белок фактора VIII (FVIII), и 
(ii) вторую область Fc, 
причем VWF фрагмент и первая последовательность XTEN связаны пептидной связью, 
причем VWF фрагмент содержит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере 

на 95% идентична аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 100, 
причем полипептид FVIII содержит аминокислоты 1-745 и 1649-2332 полноразмерного зрелого 

фактора VIII человека (SEQ ID NO: 4), и 
причем первая последовательность XTEN содержит аминокислотную последовательность согласно 

SEQ ID NO: 131. 
36. Способ по п.35, отличающийся тем, что первая область Fc связана со второй областью Fc кова-

лентной связью. 
37. Способ по п.35 или 36, отличающийся тем, что первая область Fc связана с первой последова-

тельностью XTEN линкером. 
38. Способ по п.37, отличающийся тем, что указанный линкер включает расщепляемый тромбином 

линкер. 
39. Способ по п.36, отличающийся тем, что указанная ковалентная связь представляет собой ди-

сульфидную связь. 
40. Способ по п.39, отличающийся тем, что первая область Fc ассоциирована со второй областью Fc 

двумя дисульфидными связями. 
41. Способ по любому из пп.35-40, отличающийся тем, что второй полипептид дополнительно со-

держит вторую XTEN. 
42. Способ по п.41, отличающийся тем, что вторая XTEN встроена непосредственно ниже одного 

или более сайтов встраивания в белке FVIII. 
43. Способ по п.41 или 42, отличающийся тем, что вторая XTEN встроена в белке FVIII непосредст-

венно ниже сайта встраивания, соответствующего остатку 745 полноразмерного зрелого фактора VIII 
человека (SEQ ID NO: 4). 

44. Способ по любому из пп.41-43, отличающийся тем, что первая последовательность XTEN свя-
зана с С-концом VWF фрагмента и первая область Fc связана с С-концом первой последовательности 
XTEN расщепляемым тромбином линкером, причем вторая область Fc связана с С-концом белка FVIII. 

45. Способ по пп.35-44, отличающийся тем, что первая область Fc и вторая область Fc являются 
идентичными. 

46. Способ по любому из пп.35-45, отличающийся тем, что белок FVIII содержит домен В или его 
часть. 

47. Способ по любому из пп.35-46, отличающийся тем, что VWF фрагмент содержит аминокислот-
ную последовательность, которая по меньшей мере на 99% идентична аминокислотам с 764 по 1240 по-
следовательности SEQ ID NO: 2. 

48. Способ по любому из пп.35-47, отличающийся тем, что VWF фрагмент содержит замену остат-
ка, соответствующего остатку 1099, остатку 1142 или как остатку 1099, так и остатку 1142 аминокисло-
той последовательности SEQ ID NO: 2, отличной от цистеина. 

49. Способ по любому из пп.35-48, отличающийся тем, что заболевание или состояние, связанное с 
кровотечениями, представляет собой гемофилию А. 

50. Способ по любому из пп.35-49, отличающийся тем, что композицию вводят путем внутривенно-
го введения. 
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Различные конструкты VWF 

 
Фиг. 1A-1C 

 
Фактор Виллебранда 

 
Фиг. 1D 
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ФК rFVIII XTEN у мышей, экспрессирующих VWF D'D3 

 
Фиг. 2 

 
Конструкты гетеродимера FVIIIFC/VWF (переменный линкер) 

 
Фиг. 3 

 
Конструкты FVIII/VWF с вставками XTEN 

 
Фиг. 4 
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Вставка XTEN улучшает ФК гетеродимеров FVIII/VWF 

 
Фиг. 5 

 
Конструкты FVIII (система совместной трансфекции) 

 
Фиг. 6 
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FVIII-169/VWF-31 не обладает обнаруживаемым связыванием по отношению к 
иммобилизованному hVWF 

 
Фиг. 7 

 
ФК FVIII-169/VWF-031 при HemA 

 
Фиг. 8A 

 
ФК FVIII-169/VWF-031 у мышей FVIII/VWF DKO 

 
Фиг. 8В 
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Период полужизни вариантов FVIII-XTEN у мышей FVIII/VWF DKO, экспрессирующих D'D3 

 
Фиг. 9А 

 
ФК FVIII-XTEN с тремя вставками XTEN 

 
Фиг. 9В 

 
Активность FVIIIFc в плазме мышей: DKO 

 
Фиг. 10 
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Аддитивное действие Fc, XTEM и фрагмента VWF-D'D3 на увеличение периода полужизни FVIII 

 
Фиг. 11 

 
Влияние различных XTEN на ФК гетеродимера rFVIII-XTEN/VWF у мышей HemA 

 
Фиг. 12А 

 
Влияние различных XTEN на ФК гетеродимера rFVHIII-XTEN/VWF у мышей HemA 

 
Фиг. 12В 
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Влияние различных XTEN на ФК гетеродимера rFVIII-XTEN/VWF у мышей HemA 

 
Фиг. 12С 

 
ФК гетеродимера rFVIII-XTEN/VWF-XTEN у мышей FVIII/VWF DKO 

 
Фиг. 13 

 
ФК гетеродимера rFVIII-XTEN/VWF у мышей HemA 

 
Фиг. 14 
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Увеличение периода полужизни у мышей HemA за счет rFVIII-XTEN/VWF 

 
Фиг. 15 

 
Острая эффективность гетеродимера FVIII-XTEN-Fc:VWF-Fc гетеродимера in vivo в модели кровотече-

ния при обрезке хвоста мышей HemA 

 
Фиг. 16 
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