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РЕФЕРАТ Фактор свертывания крови IX является проферментом протеазы, играющей центральную роль 
в каскаде свертывания крови. Врожденное отсутствие функционального фактора IX или его низкий уро-
вень приводят к развитию гемофилии В, заболеванию, требующему проведения постоянной заместитель-
ной терапии препаратами фактора IX. В обзоре рассмотрены текущие достижения в области получения 
рекомбинантного фактора IX и его модифицированных вариантов, способы получения фактора IX в транс-
генных организмах и возможности генотерапии гемофилии B. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА фактор свертывания крови IX, гемофилия B, гетерологичные системы экспрессии ре-
комбинантных белков.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ FIX – фактор IX; FIXa – активированный FIX; МЕ – международная единица; ЭФР – 
эпидермальный фактор роста. Добавление буквы «a» к номеру соответствующего фактора свертывания – 
активированный фактор.

ВВЕДЕНИЕ
Фактор IX свертывания крови (FIX, фактор Крист-
маса) является проферментом сериновой протеазы, 
которая в присутствии Са2+ и мембранных фосфоли-
пидов гидролизует связь аргинин–изолейцин в мо-
лекуле фактора X с образованием активированного 
фактора Х (FХа) [1]. Каталитическая эффективность 
FIXа сильно возрастает при связывании кофактора – 
активированного фактора свертывания крови VIII 
(FVIIIa). Нековалентный комплекс FIXа, FVIIIa и FX, 
связанных с фосфолипидной мембраной, называется 
«X-аза» или «теназа» и представляет собой основной 
элемент петли положительной обратной связи в ка-
скаде свертывания крови (рис. 1).

Фактор IX синтезируется в печени в виде неактив-
ного белка-предшественника, который процессиру-
ется в эндоплазматическом ретикулуме и аппарате 
Гольджи, где подвергается множественным пост-
трансляционным модификациям различных типов 
и секретируется в кровоток после протеолитического 
отщепления пропептида. Циркулирующий зрелый 
FIX имеет молекулярную массу 57 кДа и среднюю 
концентрацию в плазме крови около 90 нМ. В ка-
скаде свертывания крови FIX активируется после 
протеолитического расщепления активированным 
фактором XI (внутренний путь) или активированным 
фактором VII (внешний путь) с образованием двух 

полипептидных цепей, связанных дисульфидной 
связью. Активированный FIX постепенно инакти-
вируется, в основном путем медленного связывания 
с антитромбином III, нексином-2, белок Z-зависимым 
ингибитором протеаз и рецепторами эндоцитоза ге-
патоцитов, а также подвергается расщеплению эла-
стазой нейтрофилов [3].

Ген фактора IX человека, расположенный 
на X-хромосоме, состоит из 33.5 т.п.н. и содержит 
восемь экзонов. Мутации единственной копии это-
го гена, приводящие к нарушению функции коди-
руемого белка, обуславливают нарушение системы 
свертывания крови – гемофилию B. Список мутаций 
гена FIX, выявленных у больных гемофилией В, при-
веден в специализированной базе данных [4]. Тяже-
лая форма гемофилии В, требующая регулярной 
заместительной терапии, встречается с частотой 1 
случай на 30 тыс. мужчин, что составляет около 20% 
всех больных гемофилией. Недавно было установ-
лено, что представители европейских королевских 
семей страдали именно гемофилией В, и последний 
предполагаемый носитель заболевания скончался 
в 1940 г. [5]. В данной группе семей заболевание было 
обусловлено точечной мутацией, которая привела 
к нарушению сплайсинга мРНК FIX и вызвала по-
явление альтернативной укороченной формы белка. 
В некоторых случаях мутации в области промотора 
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гена FIX приводят к менее тяжелой форме заболева-
ния, гемофилии B «Лейден» [6], характеризующейся 
почти полным отсутствием FIX в детстве и устойчи-
вым увеличением уровня FIX в период полового со-
зревания до близких к норме значений.

Современная практика, применяемая при гемо-
филии B, сводится к заместительной белковой те-
рапии, исключительно дорогостоящей для больных 
и системы здравоохранения. Всего лишь около 20% 
больных гемофилией В могут оплачивать такую те-
рапию, и гемофилия B до сих пор смертельна для де-
тей из слаборазвитых стран [7].

ЗАМЕСТИТЕЛЬНАЯ ТЕРАПИЯ ГЕМОФИЛИИ В
Первоначально терапия гемофилии В ограничива-
лась периодическими переливаниями плазмы крови, 
впоследствии замененными на более эффективные 
концентраты протромбинового комплекса – смеси ви-

тамин К-зависимых факторов свертывания крови IX, 
II, VII и X. Основным ограничением такой терапии 
был существенный риск развития тромботических 
эпизодов. Лекарственные препараты FIX с большей 
степенью чистоты были получены из фракций плаз-
мы крови, разделяемой методом Кона, при помощи 
дополнительной очистки ионообменной хроматогра-
фией. Безопасность всех лекарственных препаратов 
FIX, получаемых из донорской плазмы, была суще-
ственно улучшена после внедрения процессов вирус-
инактивации, включающих прогревание, обработку 
тиоцианатом натрия или детергентом и раствори-
телем для удаления оболочечных вирусов, а также 
процесса нанофильтрации для удаления безоболо-
чечных вирусов [8].

Безопасность плазменных концентратов FIX так-
же лимитируется существенным уровнем примеси 
активированного FIX (FIXa) и остаточных количеств 

# Название Свойства Путь

I Фибриноген E, I

II Протромбин ВКЗ, СП E, I

III
Тканевый фактор,  
тромбопластин НЭК E

IV Са++ НЭК E, I

V
АС-глобулин,  
проакселерин НЭК E, I

VII Проконвертин ВКЗ, СП E

VIII
Антигемофильный  
глобулин НЭК I

IX Фактор Кристмаса ВКЗ, СП I

X Фактор Стюарта-Прауэра ВКЗ, СП E, I

XI
Предшественник  
тромбопластина СП I

XII Фактор Хагеманна СП I

XIII
Фибринолигаза (a),  
фибринстабилизирующий 
фактор

ТГ E, I

vWF Фактор Виллебранда НЭК I

PK
Фактор Флетчера,  
плазменный прекалликреин СП E, I

HMWK
Фактор Фитцжеральда, 
высокомолекулярный  
кининоген плазмы

НЭК I

Рис. 1. Схема системы свертывания крови и международная номенклатура факторов свертывания [2]. ВКЗ – ви-
тамин К-зависимый, СП – сериновая протеаза, ТГ – трансглутаминаза, НЭК – неэнзиматический кофактор; 
E – внешний; I – внутренний, FC – конечный общий путь свертывания крови.



64 | ActA nAturAe | ТОМ 4  № 2 (13)  2012

ОБЗОРЫ

других факторов свертывания, достаточных для уве-
личения риска возникновения тромботических эпи-
зодов. Дополнительная очистка FIX при помощи 
иммуноаффинной хроматографии позволяет полно-
стью удалить эти примеси [9], однако, как и в случае 
других продуктов переработки плазмы крови, риск 
вирусного или прионного инфицирования больных 
не может быть полностью устранен [10]. 

РЕКОМБИНАНТНЫЙ fIX
В 1982 г. клонировали кДНК FIX [11], а вслед за этим 
в 1985 г. на основе клеток гепатомы крысы, фибробла-
стов мыши и линии клеток почки хомячка (BHK) по-
лучили клеточные линии, секретирующие биологи-
чески активный FIX в культуральную среду [12–14]. 
В 1986 г. была получена линия клеток cHO (яичник 
китайского хомячка), продуцирующая FIX и пригод-
ная для промышленного культивирования [15].

В настоящий момент зарегистрирован один ле-
карственный препарат рекомбинантного FIX – но-
наког альфа (торговое название Бенефикс), одобрен-
ный для применения в США и странах ЕС в 1997 г. 
Нонаког альфа получают в клетках cHO, культи-
вируемых в питательной среде, не содержащей сы-
воротки или других продуктов животного происхо-
ждения. Выделение и очистку рекомбинантного FIX 
проводят при помощи четырех хроматографических 
стадий, не используя иммуноаффинную хромато-
графию, потенциально присутствующие вирусы 
удаляют при помощи нанофильтрации на фильтре 
с порогом отсечения 70 кДа [16]. В готовой лекар-
ственной форме нонакога альфа не используется 
альбумин человека. Таким образом, в процессе по-
лучения лекарственного препарата исключено ис-
пользование веществ животного происхождения 
и компонентов донорской плазмы [17]. Исходные ва-
рианты готовой лекарственной формы рекомбинант-
ного FIX были рассчитаны на изготовление флако-
нов, содержащих 250–1000 МЕ лиофилизованного 
белка. В дальнейшем был разработан вариант фар-
мацевтической композиции, позволяющий увели-
чить содержание основного вещества до 2000 МЕ 
на флакон [18] и хранить препарат при комнатной 
температуре. 

В ходе клинических испытаний рекомбинантно-
го FIX было установлено, что безопасность и кли-
ническая эффективность рекомбинантного и полу-
чаемого из плазмы крови вариантов FIX не имеют 
существенных различий. После проведения 1514 
инфузий рекомбинантного FIX 56 больным не выяв-
лено ни одного случая вирусной инфекции [19]. Уро-
вень иммунного ответа на вводимый препарат также 
был сходным у рекомбинантного FIX и получаемого 
из плазмы крови [20].

Различия в структуре рекомбинантного и природ-
ного FIX, а также функциональная значимость таких 
различий подробно изучены в ряде работ. Первона-
чально было установлено, что структура рекомби-
нантного и природного FIX весьма сходна [21]. В то же 
время уровень восстановления активности FIX in 
vivo после инфузии рекомбинантного препарата был 
значительно ниже, чем при использовании природ-
ного FIX [22], что привело к увеличению рекомен-
дуемой терапевтической дозы рекомбинантного FIX 
в 1.5–2 раза относительно природного [23]. Детальное 
сравнение паттернов посттрансляционных модифи-
каций в партиях рекомбинантного FIX, полученных 
на двух различных производственных площадках, 
не выявило никаких структурных различий [24]. Та-
ким образом, различия природного и рекомбинант-
ного FIX не могут быть обусловлены особенностями 
производственных процессов.

СТРУКТУРА И ПОСТТРАНСЛЯЦИОННЫЕ 
МОДИФИКАЦИИ fIX
FIX принадлежит к семейству витамин К-зависимых 
факторов свертывания крови, он состоит из четырех 
структурных доменов – Gla, двух ЭФР-подобных 
доменов и c-концевого домена сериновой протеазы 
(рис. 2). n-Концевой лидерный пептид FIX отделя-
ется при транслокации полипептида в эндоплазма-
тический ретикулум, пропептид, непосредственно 
предшествующий домену Gla, отделяется при се-
креции зрелого белка. Активационный пептид, рас-
положенный между вторым ЭФР-подобным доме-
ном и доменом сериновой протеазы, специфически 
отделяется факторами XIa или VIIa при активации 
FIX. 

Наличие домена Gla, расположенного на n-конце 
молекулы зрелого FIX, является общим признаком 
для витамин К-зависимых белков. Этот домен обе-
спечивает связывание FIX и FIXa с поверхностью 
эндотелиальных клеток, причем такое взаимодей-
ствие полностью нарушается при блокировании 
γ-карбоксилирования остатков Asp в составе до-
мена [25]. Первый ЭФР-подобный домен FIX со-
держит высокоаффинный сайт связывания иона 
кальция, а также обуславливает взаимодействие 
FIX с фактором VIIIa [26] и с тканевым фактором 
[1]. В состав первого ЭФР-подобного домена вхо-
дит редко встречающийся модифицированный 
остаток β-гидроксиаспартата (Hya), возникающий 
при β-гидроксилировании Asp64. Уровень дан-
ной посттрансляционной модификации не влияет 
на прокоагуляционную активность FIX [25], но заме-
на Asp64 на остаток основной или нейтральной ами-
нокислоты приводит к понижению активности FIX 
[27]. Второй ЭФР-подобный домен FIX принимает 
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участие в образовании комплекса FIXa–FVIIIa–FX 
[28, 29]. Он соединяется с доменом сериновой про-
теазы при помощи активационного пептида и един-
ственной дисульфидной связи. 

Активационный пептид FIX содержит большую 
часть сайтов посттрансляционных модификаций, 
влияющих на свойства FIX (табл. 1). Домен серино-
вой протеазы составляет около половины общей мас-
сы FIX, содержащийся в нем активный сайт скрыт 
активационным пептидом и экспонируется после его 
отделения. Домен сериновой протеазы не содержит 
известных посттрансляционных модификаций, по-
сле активации FIX он остается ковалентно связан-
ным с n-концевой частью молекулы FIX при помощи 
одной дисульфидной связи, расположенной с обрат-
ной стороны домена (относительно области актив-
ного сайта). c-Конец FIXa также пространственно 
удален от активного сайта протеазы, что позволяет 
создавать слитные белки FIX и c-концевых белков-
партнеров. 

Из всех посттрансляционных модификаций только 
γ-карбоксилирование в домене Gla непосредственно 
определяет прокоагуляционную активность FIX [30]. 
Влияние остальных модификаций на функции FIX 
выражено в меньшей степени, в ряде случаев оно от-
сутствует или остается неизвестным. 

В работах исследовательской группы Genetics In-
stitute, Inc. показано, что наблюдающееся уменьше-
ние уровня восстановления FIX in vivo при инфу-
зиях рекомбинантного белка вызвано отсутствием 

фосфорилирования остатка Ser158 и очень низким 
уровнем сульфатирования tyr155 [21]. Было уста-
новлено, что инфузии препарата рекомбинантного 
FIX, обогащенного сульфатированной формой, при-
водят к увеличению уровня восстановления FIX in 
vivo. Одновременно с этим при выделении FIX чело-
века из плазмы крови собак с гемофилией В, полу-
чивших инъекцию рекомбинантного FIX, наблюда-
лось увеличение доли сульфатированного варианта 
белка. Необходимо отметить, что сульфатированный 
tyr155 и фосфорилированный остаток Ser158 в со-
ставе активационного пептида расположены в не-
посредственной близости друг от друга и от олиго-
сахаридной группы, связанной с остатком Asn157, 
что может привести к затруднениям при разделе-
нии фосфорилированной и сульфатированной форм 
FIX. 

Природный FIX подвергается как О-, так и 
n-гликозилированию. Сайты прикрепления 
О-гликанов расположены в первом ЭФР-подобном 
домене [31] и активационном пептиде.

Два О-связанных олигосахарида в ЭФР-подобном 
домене природного и рекомбинантного FIX присут-
ствуют полностью, четыре потенциальных сайта 
О-гликозилирования в активационном пептиде FIX 
замещены частично в обоих случаях [32, 33]. Акти-
вационный пептид FIX также содержит два сайта 
n-гликозилирования – Asn157 и Asn167 [11], в при-
родном FIX оба сайта полностью заняты олигосаха-
ридами с высоким содержанием сиаловой кислоты 
[34]. Энзиматическое удаление всех остатков сиа-
ловой кислоты в составе О- и n-связанных олигоса-
харидных групп не влияет на скорость активации 
FIX и его способность активировать фактор X [35]. 
В то же время пониженный уровень сиалирования 
n-гликанов, выявляемый в вариантах рекомбинант-
ного FIX, может быть причиной изменений в связы-
вании FIX с поверхностью эндотелиальных клеток, 
скорости вывода из кровотока или чувствительности 
к протеолизу.

Уровень последней известной посттрансляционной 
модификации FIX – β-гидроксилирования остатка 
Asp64 в первом ЭФР-подобном домене, в рекомби-
нантном FIX несколько выше, чем в природном [25]. 
Неполная модификация Asp64 в природном FIX ука-
зывает на отсутствие биологической значимости дан-
ной посттрансляционной модификации для функцио-
нирования FIX [36]. 

Лекарственный препарат рекомбинантного FIX 
не превосходит препараты природного FIX, по край-
ней мере, по требуемой инфузионной дозе и времени 
жизни в кровотоке, поэтому дальнейшее изучение 
рекомбинантных вариантов FIX и его производных 
может иметь клинические перспективы.

Рис. 2. Структура FIX. S – сигнальный пептид, P – про-
пептид, Gla – домен Gla, EGF1 и EGF2 – ЭФР-подоб ные 
домены, AP – активационный пептид, Protease – до-
мен сериновой протеазы. Сайты посттрансляционных 
модификаций: Gla – γ-карбоксилирование, Hya – 
β-гидроксилирование; S – сульфатирование, P – фос-
форилирование, ♦ – N-связанное и ● – O-связанное 
гликозилирование; точки протеолитического расщепле-
ния обозначены треугольниками. Серым обозначены 
ферменты, участвующие в посттрансляционном про-
цессинге FIX, и варианты искусственной модификации 
FIX.

PACE
PC5

PEG

S     P       Gla       EGF1     EGF2         AP            Protease
Gla          Hya                           S   P

VKOR 
GGCX

R338A/L
FIX-X fusion
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УЛУЧШЕНИЕ ПРОЦЕССОВ ПОЛУЧЕНИЯ 
РЕКОМБИНАНТНОГО fIX
Уровень продукции рекомбинантного FIX, обеспечи-
ваемый промышленной линией-продуцентом [37], от-
носительно низок и составляет около 30 мг/л культу-
ры. Секреция FIX может быть увеличена на 30–50% 
при добавлении к культуральной среде тестостеро-
на до 1 нМ [38] или увеличена вдвое при добавле-
нии активатора протеинкиназы c – 4-форбол-12-
миристата-13-ацетата и кальциевого ионофора [39]. 
Уровень нежелательной примеси активированного 
FIX в кондиционированной среде можно значитель-
но уменьшить при понижении концентрации ионов 
кальция с 1.12 до 0.5 мМ [40]. В другой работе той же 
исследовательской группы сообщается о 30% повы-
шении уровня секретируемого FIX при увеличе-
нии концентрации ионов кальция в среде до 1.3 мМ, 
при этом существенного роста содержания активи-
рованного FIX не наблюдалось [41].

В исходных работах, описывающих экспрессию 
FIX в клетках cHO, обнаружено, что секретируемый 
FIX содержит значительную долю неактивных мо-
лекул с непроцессированным пропептидом. Полное 
или почти полное отщепление пропептида достига-
ется только при коэкспреcсии субтилизин/кексин-
подобной конвертазы PAce/фурин [42] или гомоло-
гичной ей конвертазы Pc5 [43, 44].

Прокоагулянтная активность FIX зависит 
от уровня γ-карбоксилирования домена Gla – в пол-
ностью активном FIX первые 10 остатков Glu долж-
ны быть конвертированы в остатки Gla, при этом 
уровень конверсии двух последних остатков Glu 
не влияет на свойства FIX [45]. В молекуле при-
родного FIX все 12 остатков Glu в домене Gla пол-
ностью γ-карбоксилированы, в то время как в ре-
комбинантном FIX, получаемом в клетках cHO, 
уровень модификации двух последних остатков 
Glu несколько снижен. Общее число остатков Gla 
в рекомбинантном FIX из клеток cHO достигает 
11.5 на одну молекулу белка. Удельная прокоагу-
лянтная активность такого FIX составляет не ме-
нее 200 МЕ/мг и не отличается от удельной актив-
ности природного FIX [37]. В случае экспрессии 
FIX в клетках линии BHK наблюдалось снижение 
удельной прокоагулянтной активности продукта, 
синтезируемого высокопродуктивными линиями, 
что компенсировалось коэкспрессией витамин-К-
2,3-эпоксид-редуктазы (VKOr), обеспечивающего 
восстановление эпокси-формы витамина К до ак-
тивной формы, использующейся в качестве кофак-
тора в реакции γ-карбоксилирования [46].

Стадия посттрансляционных модификаций, опре-
деляющая скорость секреции FIX культивируемыми 
клетками, к настоящему моменту не выявлена, поэ-

тому увеличение уровня секреции правильно процес-
сированного FIX в клетках cHO возможно при сверх-
экспрессии или нокдауне различных ферментов 
и шаперонов cHO. Известно, что по крайней мере 
одна посттрансляционная модификация FIX – про-
цессинг пропептида, может производиться не на по-
верхности клеток, а в культуральной среде после 
секреции продукта при коэкспрессии укороченного 
растворимого варианта PAce/фурин [37]. При изу-
чении стадии, определяющей скорость посттрансля-
ционных модификаций гомологичного FIX витамин 
К-зависимого белка С человека, получаемого в клет-
ках линии 293, установлено, что скорость секреции 
продукта лимитирована n-гликозилированием [47]. 
Скорость секреции другого гомолога FIX – фактора 
VII, получаемого в клетках cHO, определялась двумя 
стадиями – посттрансляционным гликозилировани-
ем и γ-карбоксилированием [48]. Интересно отметить, 
что типичный промышленный уровень продукции 
FVII приблизительно в 5 раз выше уровня продукции 
FIX, при этом единственное значимое различие в их 
посттрансляционных модификациях состоит в на-
личии четырех–шести сайтов О-гликозилирования 
в молекуле FIX и двух – в молекуле FVII. 

В настоящий момент при промышленном полу-
чении рекомбинантного FIX используют клетки ли-
нии cHO, которые могут быть заменены более про-
дуктивными культивируемыми клетками из других 
тканей и организмов. Природный FIX продуцируется 
клетками печени, поэтому использование культиви-
руемых производных гепатоцитов может существен-
но увеличить продуктивность линии. Так, уровень 
экспрессии FIX, продуцируемого в линии клеток 
HepG2 (гепатома человека), был в 1.5 раза выше, чем 
в клетках 293 (эпителий почки эмбриона человека), 
инфицированных одним и тем же ретровирусным 
вектором [39]. Перспективными могут быть и куль-
тивируемые клетки беспозвоночных. Например, уро-
вень секреции FIX при трансфекции линии клеток 
дрозофилы Sf2 в 12 раз превышал известный уро-
вень экспрессии FIX в клетках cHO [49]. 

ТРАНСГЕННЫЕ ОРГАНИЗМЫ
В течение последних 20 лет молоко трансгенных жи-
вотных рассматривается в качестве наилучшего ис-
точника терапевтических белков. Молоко трансген-
ных овец, несущих гибридный ген FIX с промоторной 
областью β-лактоглобулина, содержало небольшое 
количество биологически неактивного FIX [50]. Ис-
пользование техники пересадки ядер соматических 
клеток, разработанной компанией PPL therapeutics, 
Ltd., позволило несколько увеличить уровень FIX 
в молоке двух трансгенных овец – Молли и Полли 
[51]. Этот метод ранее использовали для получения 
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клонированной овцы Долли. Сходный уровень FIX 
зафиксирован в молоке трансгенных коз – до 13.7 
мкг/л при доле биологически активной «гамма-
гликозилированной» формы более 90% [52] и транс-
генных мышей – 60 мг/л, 50% биологически активной 
формы FIX. 

Наилучшие уровни FIX получены с использова-
нием трансгенных свиней [54–56]. Несмотря на тео-
ретически предсказанные исключительно высокие 
уровни секреции целевых белков в свиное молоко, 
в случае фактора IX удалось добиться только сред-
него уровня продуктивности (табл. 2). Предполага-
ется, что скорость секреции FIX клетками молочной 
железы свиньи определяется γ-карбоксилированием. 
Максимальная специфическая активность продукта 
(т.е. полное γ-карбоксилирование FIX) описана у жи-
вотных, продуцирующих FIX на уровне 200 мг/л [54]; 
у животных с уровнем секреции 2–3 г/л удельная 
активность FIX составляла только 10–20% от нормы 
[55]. Несмотря на относительно низкую долю пра-
вильно γ-карбоксилированного FIX, молоко высоко-
продуктивных трансгенных свиней было использова-
но при разработке промышленного процесса очистки 
FIX, позволяющего получать конечный продукт с вы-
соким содержанием полностью γ-карбоксилированной 
формы и нормальным паттерном гликозилирования 
[56]. Предполагается, что получаемый таким образом 
FIX может использоваться для начала клинических 
испытаний. Можно отметить, что использование мо-
лока трансгенных свиней вместо кондиционирован-
ной культуральной среды из биореактора позволяет 
иметь исходный материал для выделения и очистки 
FIX с увеличенным в 10 раз содержанием целевого 

белка. В то же время в молоке во много раз больше 
посторонних примесей – белков свиньи и липидов, 
оно нестерильно и может содержать существенные 
количества бактерий и эндотоксинов.

Уровень продукции биологически активной формы 
другого фармацевтически значимого белка – анти-
тромбина III, обладающего сходным с FIX набором 
посттрансляционных модификаций, в молоке транс-
генных коз был доведен до 1–2 г/л, что позволило по-
лучить конечный продукт с общим выходом 53% [57] 
и развернуть единственное коммерческое производ-
ство рекомбинантного антитромбина III для медицин-
ского применения. 

Уровень потребления FIX в США можно оценить 
как 2 кг/год, в России – 700 г/год, в мире – 40 кг/год. 
При существующих уровнях продукции FIX в моло-
ке трансгенных свиней и предположительном 50% 
выходе готового продукта при выделении и очистке, 
стадо из 40 свиноматок может обеспечить потребно-
сти США, а стадо из 800 свиноматок – все мировые 
потребности в FIX. 

Помимо молока трансгенных животных, пер-
спективным источником фармацевтических белков 
могут быть семена и ткани трансгенных растений. 
В настоящий момент получение биологически ак-
тивных витамин К-зависимых белков в трансген-
ных растениях невозможно, поскольку в растени-
ях нет γ-карбоксилаз [60]. Это ограничение можно 
преодолеть коэкспрессией в растениях генов 
γ-карбоксилаз млекопитающих и соответствующих 
коферментов, однако маловероятно, чтобы такую 
комплексную задачу удалось решить в ближайшем 
будущем. 

Таблица 2. Основные свойства трансгенных животных, способных секретировать FIX в молоко

Название
Беремен-

ность, 
мес.

Созре-
ва ние,  

мес. 

Объем 
молока, 

л *#

Период от вве-
дения трансге-
на до лактации, 

мес.

Оценка про-
дуктивности, 

г*#

Продуктив-
ность FIX, 
расчетная,  

г*

Уровни секреции FIX, 
с поправкой на долю био-

логически активной формы, 
опубликованные 

Мышь 0.75 1 0.0015 3–6 0.01–0.02 0.000 045 30 мг/л [53]

Кролик 1 5–6 2–5 7–8 20 - -

Овца 5 6–8 200–500 16–18 2500 5–12.5 25 мг/л, неактивен [50]

Коза 5 6–8 600–800 16–18 4000 0.008–0.011 0.0137 мг/л [52]

Свинья 4 6–8 200–400 15–16 1500 75–150 375 мг/л [55]

Корова 9 16 8000 30–33 4000–8000 - -

*В год на одну самку.
#По данным [58, 59].
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К настоящему моменту биологически неактивный 
FIX получен в трансгенных растениях томата [61] 
и семенах сои [62]. Очень низкий уровень экспрессии 
FIX – 15.84 мкг/кг, зафиксирован в свежих плодах 
трансгенных томатов; в семенах сои уровень FIX со-
ставил 800 мг/кг. Обе системы экспрессии позволя-
ют получать зрелый и гликозилированный целевой 
белок. 

У небольшой части больных гемофилией B (1.5–
3%) проведение заместительной терапии препара-
тами FIX приводит к образованию высоких титров 
антител, нейтрализующих FIX [63]. Такие антите-
ла снижают эффективность профилактических ин-
фузий FIX и требуют постоянного увеличения доз 
FIX или использования очень больших количеств 
FIX для индукции иммунологической толерантно-
сти. Формирование иммунологической толерантно-
сти требует от нескольких месяцев до года и может 
сопровождаться развитием синдрома острой почеч-
ной недостаточности и анафилактических реакций. 
По крайней мере часть побочных явлений, возникаю-
щих при формировании иммунологической толерант-
ности, обусловлена избыточной прокоагулянтной 
активностью вводимого FIX, поэтому использование 
биологически неактивных вариантов FIX могло бы 
увеличить безопасность проведения процедуры фор-
мирования иммунологической толерантности. Ги-
бридный белок, состоящий из FIX и субъединицы B 
холерного токсина (трансмукозального переносчика), 
экспрессировали в хлоропластах табака на уровне 
400 мг/кг листьев. Порошок из замороженных ли-
стьев табака использовали для индукции иммуно-
логической толерантности у мышей с нокаутом гена 
FIX, получающих инъекции FIX человека [64]. У кон-
трольных животных, получавших порошок из замо-
роженных листьев нетрансформированного табака, 
инъекции FIX человека приводили к появлению 
ингибиторных антител (2–90 единиц Бетесда/мл), 
в то время как у мышей из опытной группы концен-
трация ингибитора FIX не отличалась от базового 
уровня. Успешное развитие иммунологической толе-
рантности у опытных мышей подтверждалось данны-
ми по смертности в группах – 10% мышей в опытной 
группе и 75% мышей в контрольной группе погибли 
после восьми последовательных еженедельных инъ-
екций FIX человека. 

ВАРИАНТЫ РЕКОМБИНАНТНОГО fIX
Поскольку традиционная терапия гемофилии В осно-
вана на применении FIX из донорской плазмы, ис-
ходный вариант рекомбинантного FIX для меди-
цинского применения должен был как можно точнее 
воспроизводить структуру природного белка. Пред-
полагалось, что точная копия природного FIX че-

ловека будет обладать сравнимой клинической эф-
фективностью и не будет вызывать иммунный ответ 
у больных. В то же время существующая замести-
тельная терапия гемофилии B требует очень частых 
внутривенных введений и больших количеств доро-
гих препаратов FIX. Модификации молекулы FIX, 
позволяющие увеличить удельную прокоагулянтную 
активность или стабильность FIX в кровотоке, мо-
гут быть полезны для пациентов и снизить нагрузку 
на медицинский персонал.

Удельную прокоагулянтную активность FIX мож-
но увеличить в 3 раза при помощи точечной замены 
остатка аргинина на остаток аланина (Arg338Ala) 
[65]. Стабильность теназного комплекса при этом 
остается неизменной. Замена двух аминокислотных 
остатков и двух коротких петель в домене сериновой 
протеазы FIX на гомологичные участки фактора X 
позволяет получить химерный белок, обладающий 
очень высокой протеолитической активностью и ти-
пичной для фактора X субстратной специфичностью 
[66]. Аналогичные свойства наблюдаются у FIX, со-
держащего только три замены – tyr94Phe, Lys98thr 
и tyr177thr [67]. Удельная прокоагулянтная актив-
ность таких химерных вариантов FIX в тестах in vit-
ro и in vivo не определена. 

Модификации FIX, позволяющие его активиро-
ванной форме активировать фактор X в отсутствие 
природного кофактора VIIIa, могут использоваться 
в терапии гемофилии А вместо препаратов фактора 
VIII. Модифицированный таким образом FIX, в от-
личие от фактора VIII, может применяться и при ин-
гибиторной форме гемофилии А. Введение мышам 
с нокаутом гена фактора VIII генотерапевтической 
плазмиды, кодирующей мутеин FIX с тройной за-
меной – Val181Ile, Lys265thr, Ile383Val, приводило 
к улучшению показателей свертываемости крови 
[68], что указывает на возможность восстановления 
функции гемостаза при гемофилии А без использо-
вания препаратов фактора VIII. 

Фармакокинетические свойства FIX можно улуч-
шить при помощи FIX, слитого в рамке c долгожи-
вущими белками плазмы крови, или путем конъю-
гации FIX с гидрофильными полимерами. Слитные 
белки, состоящие из FIX и сывороточного альбуми-
на человека (HSA), получили, соединив c-концевой 
аминокислотный остаток FIX и n-концевой остаток 
в молекуле зрелого HSA нерасщепляемым линкер-
ным пептидом или линкерным пептидом, отделяе-
мым от молекулы FIX при его активации фактором 
XIa [69]. Были использованы неотщепляемые лин-
керные пептиды (G)6

V и SS(GGS)
6
GS и отщепляе-

мые пептидные линкеры, составленные из участков 
136–154 или 137–154 FIX, окружающих n-концевой 
сайт отщепления активационного пептида FIX. 
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При активации слитных белков с неотщепляемыми 
линкерными пептидами домен HSA оставался при-
крепленным к c-концу FIXa, а при активации слит-
ных белков с отщепляемыми линкерными пептидами 
происходило образование свободной молекулы FIXa, 
содержащей несколько дополнительных аминокис-
лотных остатков на c-конце молекулы. Этот оста-
точный пептид соответствовал последним аминокис-
лотным остаткам второго ЭФР-подобного домена FIX 
(рис. 3А). Специфическая прокоагулянтная актив-
ность слитного белка с отщепляемым линкером была 
в 10–30 раз выше, чем у белка с неотщепляемым лин-
кером, этот вариант отличался также существенным 
увеличением времени полувыведения из кровотока 
(по сравнению с интактным FIX) и достаточной эф-
фективностью при коррекции времени прекращения 
кровотечения у мышей с генотипом FIX(-/-).

Слитные белки, содержащие фрагмент Fc имму-
ноглобулина G, могут обратимо связываться неона-
тальными Fc-рецепторами (Fcrn) – гетеродимерами 
β-2-микроглобулина и тяжелой цепи MHc класса 
I-подобного белка. Рецепторы Fcrn защищают мо-
лекулы иммуноглобулинов G, содержащих домен Fc, 
от катаболического распада путем обратимого связы-
вания на поверхности эндотелиальных клеток [70]. 

Слитный белок, состоящий из FIX и Fc-фрагмента, 
получен с использованием клеточной линии HeK-
293H и выделен в виде ковалентного гетеродимера 
FIX-Fc и свободного Fc-фрагмента (рис. 3Б). Он обла-
дал приемлемой удельной прокоагулянтной активно-
стью (около 50 МЕ/мг) и в опытах на различных жи-
вотных моделях показал существенно увеличенное 
время полувыведения [44]. У низших приматов время 
полувыведения слитного белка из плазмы составило 
47.3 ± 9.1 ч против 12.7 ч у интактного FIX. Аналогич-
ное трехкратное увеличение периода полувыведения 
зафиксировано в ходе I/II фазы клинических испы-
таний [71]. 

Специфическое присоединение активированных 
молекул полиэтиленгликоля (PeG) к n-связанным 
олигосахаридным группам FIX (рис. 2) приведет к по-
лучению конъюгата, распадающегося при активации 
FIX на модифицированный активационный пептид 
и FIXa, идентичный природной молекуле. Такой тип 
конъюгата, содержащий один остаток PeG длиной 
40 кДа, присоединенный к n-связанному олигоса-
хариду FIX (код n9-GP), использовали для иссле-
дований на животных моделях [72] и в клинических 
испытаниях в диапазоне доз 25–100 ЕД/кг. При этом 
период полувыведения n9-GP из плазмы больных 
составил 93 ч, что в 5 раз больше периода полувы-
ведения интактного FIX [73]. Установлено также, 
что уровень восстановления активности FIX in vivo 
при введении n9-GP на 94% превышал уровень вос-

становления активности после введения интактного 
рекомбинантного FIX. Такое различие может быть 
обусловлено защитой молекулы модифицированного 
FIX от нежелательного взаимодействия с поверхно-
стью эндотелиальных клеток слоем PeG или пода-
влением связывания n-гликанов FIX с молекулами 
на поверхности клеток. Другим объяснением обнару-
женных различий уровня восстановления активности 
FIX может быть наличие полностью сиалированных 
n-гликанов в составе конъюгата n9-GP. 

Пролонгация действия FIX может достигаться раз-
личными методами инкапсуляции, обеспечивающими 

Неотщепляемый 
линкер Отщепляемый линкер

A

Б

Fc-ch                  Димер                    Мономер

Рис. 3. Схемы слитных белков FIX. а – белок FIX–HSA, 
Б – белок FIX–фрагмент Fc IgG. L – линкерный пептид, 
Н – шарнирная область тяжелой цепи IgG, CH2 и CH3 – 
второй и третий константные домены тяжелой цепи 
IgG. 
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постепенное высвобождение белка в кровоток. С этой 
целью могут использоваться биоразлагаемые поли-
меры, липосомы и т.д., однако подробное описание 
этой области исследований выходит за рамки данного 
обзора. Весьма необычный метод инкапсуляции FIX 
применили недавно в ходе клинических исследова-
ний [74]. Эритроциты были смешаны с раствором FIX 
ex vivo, подвергнуты осмотическому шоку, приво-
дящему к перемещению части FIX внутрь клеток, 
и введены обратно в кровоток больного. В результате 
наблюдали медленное высвобождение FIX из лизи-
рующихся реинъецированных остатков эритроци-
тов.

ГЕНОТЕРАПИЯ ГЕМОФИЛИИ B
Параллельно с развитием технологий получения 
рекомбинантного белка в терапии гемофилии B раз-
рабатывались и стратегии генной терапии. Замести-
тельная терапия при помощи белковых препаратов 
FIX имеет очевидные ограничения: она не приводит 
к излечению болезни, в течение всей жизни у боль-
ных сохраняется риск кровотечений и хронического 
повреждения суставов. Среди других существенных 
недостатков заместительной терапии – высокая сто-
имость препаратов, их нехватка, короткое время по-
лужизни фактора IX и риск возникновения нейтра-
лизующих антител (ингибиторов) к вводимому белку 
FIX.

Обе формы гемофилии (А и B) являются особенно 
хорошими мишенями для генной терапии, поскольку 
они вызываются известными единичными дефектами 
генов. Кроме того, они имеют широкое «терапевтиче-
ское окно» – достижение 1% от нормального уровня 
FIX в плазме может предотвратить большинство ри-
сков геморрагий, а увеличение концентрации фак-
тора свертывания до 150% также не приводит к по-
бочным эффектам. 

В случае генной терапии терапевтический уровень 
FIX обычно определяется как 5–10% от нормального 
уровня FIX в плазме. Такой уровень позволит избе-
жать инъекций белка FIX. Экспрессия FIX на уровне 
ниже терапевтического в ряде случаев достаточна 
для индукции иммунной толерантности у больных 
с ингибиторной формой заболевания.

На модельных животных была показана возмож-
ность невирусной доставки гена FIX in vivo при по-
мощи «голой» плазмидной ДНК. Одной гидроди-
намической инъекции экспрессионной плазмиды, 
содержащей кДНК FIX и гепатоцит-специфичную 
регуляторную область ДНК, было достаточно 
для поддержания терапевтического уровня FIX 
в FIX-дефицитных мышах в течение 210 дней [75]. 
Процедура гидродинамической инъекции в данной 
работе сводилась к введению 50 мкг плазмиды в 2 мл 

раствора в течение 5–8 с в хвостовую вену. Есте-
ственно, что такой метод введения не может при-
меняться в клинической практике, поэтому клини-
ческие испытания, включающие доставку плазмид 
методом «гидродинамических инъекций», станут 
возможными только после существенных модифи-
каций метода. 

Доставка целевого гена в клетки организма мо-
жет производиться с куда большей эффективно-
стью при использовании вирусных векторов – либо 
на основе интегрирующихся в геном клетки-хозяина 
ретровирусов и лентивирусов, либо преимуществен-
но эписомально персистирующих аденовирусов 
и аденоассоциированных вирусов.

Первые векторные системы для генетической те-
рапии базировались на ретровирусах. Ретровирус-
ные частицы, содержащие кДНК FIX, использовали 
для ex vivo трансдукции фибробластов модельных 
животных с последующей реимплантацией модифи-
цированных клеток, что приводило к появлению де-
тектируемых количеств FIX человека в плазме кро-
ви [76]. Экспрессия фактора IX наблюдалась лишь 
у очень небольшого процента животных с имплан-
тированными трансдуцированными фибробластами, 
однако в опытах с кроликами эффект был стабиль-
ным в течение более чем 600 дней [77]. Была прове-
дена фаза I клинических испытаний метода терапии 
гемофилии B, состоящего в реимплантации аутоло-
гичных фибробластов кожи, трансдуцированных ex 
vivo γ-ретровирусным вектором, кодирующим FIX 
[78], в ходе которой наблюдали транзиторное уме-
ренное увеличение уровня FIX в плазме крови двух 
участвовавших в исследовании пациентов.

Лентивирусные векторы, в отличие от γ-ретро-
вирусных, способны трансдуцировать гепатоциты 
взрослого организма in vivo. Внутривенное введение 
лентивирусного вектора половозрелым мышам с но-
каутом гена FIX обеспечивало достижение терапев-
тических уровней FIX в плазме (транзиентно) [79]. 
Известно, что лентивирусные векторы способны эф-
фективно трансдуцировать антигенпредставляющие 
клетки в селезенке, что может приводить к развитию 
иммунной реакции против трансгенного целевого бел-
ка, попадающего в системную циркуляцию [80]. Это 
нежелательное свойство лентивирусных векторов 
может быть подавлено при ограничении экспрессии 
трансгена в различных типах клеток, что достигает-
ся использованием тканеспецифических промоторов 
или коэкспрессией микроРНК, тканеспецифично по-
давляющих экспрессию трансгена. Индукция ста-
бильной экспрессии FIX в гепатоцитах мышей путем 
использования гепатоцит-специфичной промоторной 
области и микроРНК гемопоэтических клеток mir-
142-3p привела к длительному (280 дней) повышению 
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уровня FIX (до 10% от нормального) у мышей с моде-
лью гемофилии В [81]. Все опытные животные выжи-
ли после отсечения хвоста, ни у одного из животных 
не наблюдалось появления антител к FIX. 

Экспрессию FIX можно ограничить гемопоэтиче-
скими клетками, чтобы обеспечить лучшее посту-
пление целевого белка к местам его действия. Лен-
тивирусные конструкции с промотором интегрина 
альфа-IIB, избирательно экспрессируемые в мега-
кариоцитах, показали обнадеживающие результаты 
на мышиной модели гемофилии B – FIX накапливал-
ся в α-гранулах тромбоцитов и высвобождался после 
их активации [82], фенотипическая коррекция гемо-
филии B подтверждена 100% выживаемостью мышей 
после отсечения хвоста.

Использование векторов на основе интегрирую-
щихся вирусов, в том числе ретро- и лентивирусов, 
ограничивается риском инсерционного мутагенеза 
и активации онкогенов при интеграции вектора [80], 
поэтому эписомально реплицирующиеся векторы, 
кодирующие FIX, потенциально более безопасны 
и привлекают большее внимание исследователей. 
Аденовирусные векторы высокой емкости (HcAV), 
способные к долговременной эписомальной ре-
пликации и не кодирующие белки вируса, обыч-
но вызывают сильно уменьшенный иммунный от-
вет. Применение тканеспецифических промоторов 
для ограничения типов клеток, экспрессирующих 
целевой ген, может еще больше уменьшить иммун-
ный ответ, что потенциально позволяет продлить 
период активной экспрессии трансдуцированного 
целевого гена [83]. HcAV со специфичным для кле-
ток печени промотором позволил получить терапев-
тически значимый уровень экспрессии FIX на мо-
делях гемофилии B у мышей [84] и собак [85, 86] 
при небольшом уровне острой токсичности вектора, 
однако во всех случаях уровень экспрессии транс-
гена со временем постепенно снижался. При вве-
дении высоких доз вектора у животных наблюда-
лось возникновение ингибиторных антител к FIX, 
гематологическая и печеночная токсичность [86], 
что ограничивало период экспрессии трансгена у со-
бак 446–604 днями.

Непатогенные, неспособные к самостоятельной ре-
пликации и интегрирующиеся в геном с низкой веро-
ятностью векторы на основе аденоассоциированных 
вирусов считаются перспективными для доставки ге-
нов длиной не более 4.7 т.п.н. [87]. Разработан процесс 
производства генотерапевтических частиц аденоас-
социированных вирусов, соответствующий правилам 
надлежащей производственной практики (GMP) [88]. 
Как правило, такие векторы вводят при помощи вну-
тримышечной инъекции или инфузии в портальную 
вену. Такие способы введения обеспечивают преиму-

щественную трансдукцию клеток скелетной муску-
латуры или гепатоцитов. 

При внутримышечной инъекции аденоассоции-
рованных вирусных частиц AAV2-FIX собакам 
с гемофилией B, вызванной миссенс-мутацией, до-
стигалась долговременная экспрессия FIX [89]. Пока-
зано, что появление ингибиторных антител зависит 
от природы дефекта гена FIX – у собак с миссенс-
мутацией ингибиторные антитела не возникали [89], 
тогда как у собак с нонсенс-мутацией или нестабиль-
ной мРНК FIX отмечен значительный уровень таких 
антител [90], а также наблюдалась положительная 
корреляция между частотой развития иммунного от-
вета и дозой вектора [91]. Вследствие этого для кли-
нических испытаний AAV2-FIX, вводимого путем 
внутримышечных инъекций, привлекали больных 
с миссенс-мутациями в гене FIX и использовали 
низкую дозу AAV2-FIX для каждого места инъек-
ции [92–94]. Подобный вид терапии был безопасным 
для больных, однако уровни экспрессии FIX при этом 
не достигали терапевтически значимых величин.

Долговременная экспрессия FIX, не сопровожда-
ющаяся возникновением ингибиторных антител, 
получена у здоровых мышей и в мышиной модели 
гемофилии B, а также у собак и низших приматов 
при применении более инвазивной процедуры – на-
правленного введения частиц аденоассоциированного 
вируса в печень [87, 95–99]. При доставке AAV2-FIX 
в печень собак с гемофилией B, вызванной нулевой 
мутацией (при которой часто появляются ингибитор-
ные антитела к FIX), удалось добиться долговремен-
ной коррекции проявлений гемофилии (8 лет наблю-
дения) и не наблюдалось появления ингибиторных 
антител [100].

Проведены клинические испытания (фаза I) эф-
фективности внутрипеченочной инфузии векто-
ров на основе AAV2, кодирующих FIX под контро-
лем гепатоспецифичного промотора [101]. Уровень 
экспрессии трансдуцированного FIX достигал 10% 
от физиологической нормы, однако период экспрес-
сии трансгена не превышал 6 нед., что, вероятно, объ-
ясняется развитием иммунной реакции на компонен-
ты вирусного капсида. Предполагается, что быстрая 
элиминация трансдуцированных вирусов обуслов-
лена наличием у больных иммунитета к аденоассо-
циированным вирусам типа 2 дикого типа, довольно 
распространенным в популяции [101, 102].

Другие серотипы аденоассоциированного виру-
са, а именно типы 8 и 9, имеющие тропизм к печени 
и менее распространенные в человеческой популя-
ции [103], были проверены на модельных животных. 
Аденоассоциированный вирус типа 8 оказался бо-
лее эффективным носителем гена IX, чем вирус типа 
2 у модельных мышей и собак [104, 105], и показал 
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длительную (до 5 лет) безопасность и эффектив-
ность у низших приматов (не человекообразных) 
[106]. В последнем случае терапевтически значимый 
уровень трансдуцированного FIX сохранялся посто-
янным у животных из группы с оптимальной дозой 
введенного вектора. Проведены клинические испы-
тания фазы I AAV8-FIX, доставляемого к печени 
инфузией через периферические вены. Ожидаемые 
иммунные реакции больных были подавлены при по-
мощи курсовой терапии уменьшающимися дозами 
преднизолона (несколько недель), у шести человек 
получены стабильные уровни экспрессии FIX от 1 
до 8% от физиологической нормы [107]. У четырех 
больных заместительная терапия FIX была прекра-
щена, у двоих – значительно сокращена. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Несмотря на многочисленные усилия исследовате-
лей, основой терапии гемофилии B остается заме-
стительная терапия препаратами рекомбинантного 

или полученного из донорской плазмы фактора IX. 
Модификация молекулы FIX при помощи добавле-
ния к FIX слитых с ним в рамке считывания доменов 
белков или конъюгация FIX с PeG может снизить ча-
стоту введения препаратов, но, скорее всего, не из-
менит стоимость и общую безопасность заместитель-
ной терапии. Генотерапия гемофилии B, проводимая 
при помощи вирусных векторов, несущих кДНК FIX, 
весьма перспективна для значительной части боль-
ных. Предположительно, большинство больных гемо-
филией B смогут сократить частоту и интенсивность 
заместительной терапии препаратами FIX, а неко-
торая часть больных – полностью отказаться от инъ-
екций FIX. Можно ожидать, что простое увеличение 
производства рекомбинантного FIX, реализованное 
как выпуск в обращение препаратов-аналогов, полу-
чаемых при помощи все более продуктивных клеточ-
ных линий и трансгенных животных, существенно 
улучшит качество жизни больных гемофилией B уже 
в ближайшие годы.  
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