
(19)国家知识产权局

(12)发明专利

(10)授权公告号 

(45)授权公告日 

(21)申请号 201980047552.9

(22)申请日 2019.05.16

(65)同一申请的已公布的文献号 

申请公布号 CN 112423790 A

(43)申请公布日 2021.02.26

(30)优先权数据

62/672,187 2018.05.16 US

(85)PCT国际申请进入国家阶段日

2021.01.15

(86)PCT国际申请的申请数据

PCT/US2019/032710 2019.05.16

(87)PCT国际申请的公布数据

WO2019/222529 EN 2019.11.21

(73)专利权人 LIB疗法股份有限公司

地址 美国俄亥俄州

(72)发明人 T·S·米切尔　理查德·米雷　

(74)专利代理机构 北京市立方律师事务所 

11330

专利代理师 杨剑

(51)Int.Cl.

A61K 47/64(2006.01)

C12N 9/64(2006.01)

(56)对比文件

CN 105175532 A,2015.12.23

WO 2022268214 A1,2022.12.29

审查员 徐湉

 

(54)发明名称

包含结合PCSK9的分子的组合物和使用方法

(57)摘要

本公开提供了包含基于纤连蛋白的支架结

构域蛋白的药物组合物，所述基于纤连蛋白的支

架结构域蛋白结合例如前蛋白转化酶枯草杆菌

蛋白酶kexin‑9(PCSK9)。

权利要求书2页  说明书27页  附图3页

CN 112423790 B

2025.05.16

CN
 1
12
42
37
90
 B



1.  一种组合物，所述组合物包含一个或多个单位剂量的具有SEQ  ID  NO:  3的氨基酸

序列的结合PCSK9的融合蛋白，所述单位剂量包含250  mg至350  mg的浓度为至少200  mg/mL

的结合PCSK9的融合蛋白；以及药学上可接受的载体。

2.  如权利要求1所述的组合物，所述组合物包含至少250  mg/mL的所述结合PCSK9的融

合蛋白。

3.  如权利要求1所述的组合物，所述组合物包含至少300  mg/mL的所述结合PCSK9的融

合蛋白。

4.  如权利要求1所述的组合物，所述组合物包含275  mg至325  mg的单位剂量的所述结

合PCSK9的融合蛋白。

5.  如权利要求1所述的组合物，所述组合物包含300  mg的单位剂量的所述结合PCSK9

的融合蛋白。

6.如权利要求1至5中任一项所述的组合物，其中所述药学上可接受的载体包括缓冲

剂、等渗剂和溶剂。

7.如权利要求6所述的组合物，其中所述缓冲剂包括氨基酸缓冲液、柠檬酸盐缓冲液、

磷酸盐缓冲液、乙酸盐缓冲液、琥珀酸盐缓冲液和/或碳酸氢盐缓冲液。

8.如权利要求7所述的组合物，其中所述缓冲剂包括L‑组氨酸/L‑组氨酸单盐酸盐。

9.  如权利要求8所述的组合物，其中所述L‑组氨酸/L‑组氨酸单盐酸盐以1  mg/mL至10 

mg/mL存在，并且所述组合物的pH维持在6.8。

10.如权利要求6所述的组合物，其中所述等渗剂包括氯化钠、右旋糖、蔗糖、甘油、甘露

糖醇、山梨糖醇、精氨酸或氯化钾中的一者或多者。

11.如权利要求10所述的组合物，其中所述等渗剂包括氯化钠。

12.  如权利要求11所述的组合物，其中所述氯化钠以2  mg/mL至20  mg/mL存在。

13.如权利要求6所述的组合物，其中所述药学上可接受的载体包括表面活性剂。

14.如权利要求13所述的组合物，其中所述表面活性剂是聚山梨醇酯表面活性剂。

15.如权利要求14所述的组合物，其中所述表面活性剂是聚山梨醇酯‑80。

16.  如权利要求6所述的组合物，其包含20  mM组氨酸缓冲液、150  mM  NaCl、0.02%（w/

v）聚山梨醇酯‑80，以及所述组合物的pH为6.8。

17.如权利要求6所述的组合物，其中所述组合物不包含表面活性剂。

18.如权利要求6所述的组合物，其中所述溶剂是水。

19.如权利要求1至5中任一项所述的组合物，所述组合物还包含防腐剂。

20.如权利要求19所述的组合物，其中所述防腐剂选自苯酚、间甲酚和苯甲酸钠。

21.如权利要求1至5中任一项所述的组合物，其中所述组合物包含在注射笔中。

22.  如权利要求21所述的组合物，其中所述注射笔包含并递送275  mg至300  mg的单位

剂量的所述结合PCSK9的融合蛋白。

23.  如权利要求22所述的组合物，其中所述注射笔包含并递送300  mg的单位剂量的所

述结合PCSK9的融合蛋白。

24.  如权利要求21所述的组合物，其中所述一个或多个单位剂量的体积不超过1 .5 

mL。

25.  如权利要求21所述的组合物，其中所述一个或多个单位剂量的体积不超过1  mL。

权　利　要　求　书 1/2 页

2

CN 112423790 B

2



26.  如权利要求24所述的组合物，其中所述一个或多个单位剂量的体积不超过0 .8 

mL。

27.如权利要求1至26中任一项所述的组合物在制备用于治疗受试者中的高胆固醇血

症、动脉粥样硬化性心血管疾病或处于动脉粥样硬化性心血管疾病高风险中的药物中的用

途。

28.如权利要求27所述的用途，其中所述受试者患有家族性高胆固醇血症。

29.如权利要求27或28所述的用途，其中所述受试者未经历他汀类药物疗法，或者未经

历降脂口服疗法进行的治疗。

30.如权利要求27或28所述的用途，其中所述受试者未经历他汀类药物疗法或另一种

降脂口服疗法。

31.如权利要求29所述的用途，其中所述受试者具有他汀类药物不耐受性。

32.如权利要求27或28所述的用途，其中通过皮下、肌内、皮内或静脉内施用来施用所

述组合物。

33.如权利要求27或28所述的用途，其中所述受试者从每周一次到每两个月一次接受

单位剂量的所述组合物。

34.如权利要求33所述的用途，其中所述受试者每月一次或每4周一次接受单位剂量的

所述组合物，其中所述单位剂量的组合物通过皮下施用。
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包含结合PCSK9的分子的组合物和使用方法

[0001] 相关申请

[0002] 本申请要求2018年5月16日提交的美国临时申请第62/672 ,187号的权益和优先

权，所述申请以引用方式整体并入本文。

技术领域

[0003] 本公开涉及结合前蛋白转化酶枯草杆菌蛋白酶kexin‑9(PCSK9)的基于纤连蛋白

的支架结构域蛋白，以及其药物组合物和使用方法。

背景技术

[0004] 前蛋白转化酶枯草杆菌蛋白酶/kexin  9型(PCSK9)是人类1号染色体上由PCSK9基

因编码的酶。PCSK9与低密度脂蛋白颗粒(LDL)的受体结合。肝脏和其他细胞膜上的LDL受体

(LDLR)结合并启动LDL颗粒从细胞外液进入细胞的内吞作用，从而降低循环LDL颗粒的浓

度。如果PCSK9被阻断，则更多的LDLR被回收利用并存在于细胞表面上，由此从细胞外液中

去除LDL颗粒。因此，阻断PCSK9可减低血液LDL颗粒浓度。

[0005] 当他汀类药物和其他药物疗效不佳或耐受性差时，单克隆抗体PCSK9抑制剂阿利

库单抗(alirocumab)和依伏库单抗(evolocumab)被批准每两周或每月皮下注射或输注一

次，用于减低LDL颗粒浓度。对于每月一次的注射，需要几毫升的药品才能达到所需剂量。尽

管具有较高浓度的活性剂的配制品可提供更理想的给药排程和体积，但是这些配制品受到

溶解度限制、粘度增加和生物制剂的不稳定性(包括聚集和微粒形成的倾向)的阻碍。

Carpenter  JF等人，Qverlooking  subvisible  particles  in  therapeutic  protein 

products：Gaps  that  may  compromise  product  quality，Journal  of  Pharmaceutical 

Sciences第98卷，第4期(2008)。

[0006] 需要靶向PCSK9并且有潜力实现更理想的给药排程、更小的体积和/或功效方面的

改善，同时维持总体上安全且良好耐受的特性的药物组合物。

发明内容

[0007] 本公开提供了包含纤连蛋白支架蛋白的组合物，所述纤连蛋白支架蛋白以高亲和

力结合前蛋白转化酶枯草杆菌蛋白酶kexin  9型(PCSK9)，并且可以高浓度稳定地配制以实

现最大的生物效应和更方便的给药排程、给药体积以及对患者友好的递送装置。结合PCSK9

的融合蛋白包含结合PCSK9的基序和人血清白蛋白(HSA)的氨基酸序列。结合PCSK9的基序

和HSA氨基酸序列可表达为基因融合体或者是化学缀合的。

[0008] 本文所述的结合PCSK9的基序基于adnectin，这是一种源自人第10纤连蛋白III型

结构域(10Fn3)的蛋白质家族，经工程改造可实现高亲和力靶标结合。根据本公开，以高浓

度稳定地配制结合PCSK9的融合蛋白，以实现最大的生物活性以及方便的给药排程和体积。

组合物中结合PCSK9的融合蛋白的浓度为至少100mg/mL。在一些实施方案中，组合物中结合

PCSK9的融合蛋白的浓度为至少约200mg/mL。在一些实施方案中，组合物中结合PCSK9的融
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合蛋白的浓度为至少约250mg/mL，或至少约275mg/mL，或至少约300mg/mL，或至少约350mg/

L。在一些实施方案中，以约275mg至约325mg(例如，约300mg)的单位剂量施用结合PCSK9的

融合蛋白。

[0009] 如本文所述，结合PCSK9的基序包含(SEQ  ID  NO：1)的氨基酸序列或其变体或者由

其组成。结合PCSK9的基序以浓度依赖性方式以亚纳摩尔亲和力与人PCSK9结合。结合PCSK9

的基序与人血清白蛋白(HSA)氨基酸序列化学缀合或C端融合。在各种实施方案中，结合

PCSK9的基序在C端处与HSA氨基酸序列融合，并且可在结合PCSK9的基序与HSA氨基酸序列

之间包含氨基酸的连接序列。

[0010] 结合PCSK9的融合蛋白可以高浓度以溶液形式稳定地配制。在常规的长期储存条

件下以及在加速和加压条件下的短期储存下，所述制剂没有表现出明显的降解或微粒形

成。(除了所述的活性剂之外)示例性制剂包含以下或基本上由以下组成：L‑组氨酸、L‑组氨

酸单盐酸盐、氯化钠和任选的聚山梨醇酯80。

[0011] 本公开的药物组合物可方便地以单位剂型存在，所述单位剂型每剂量包含预定量

的本公开的活性剂。在一些实施方案中，单位剂量的体积不超过约1.5mL，或体积不超过约

1mL。在一些实施方案中，单位剂量的体积不超过0.8mL，或体积不超过0.7mL。在其他实施方

案中，以微剂量，例如以小于0.5mL、或小于约0.25mL、或小于约0.15mL的体积施用所述组合

物。在各种实施方案中，以包含约20至约450mg的结合PCSK9的融合蛋白的单位剂量递送所

述组合物。例如，在一些实施方案中，以每周微剂量(例如，以小于约0.25mL或小于约0.15mL

的体积)施用20至约75mg的剂量。在其他实施方案中，约每两周、每月或每隔一个月以约0.7

至1.5mL范围内的体积施用约200至约450mg的剂量。

[0012] 所述组合物或制剂适于通过皮下、肌内、皮内或静脉内施用来施用。高浓度的制剂

允许较低频率的给药排程和较低的给药体积适于皮下施用。如本文所证明的，在相对低浓

度的结合PCSK9的融合蛋白下实现了最大的PCSK9抑制，并且更高的浓度实现了更长的抑制

持续时间。在一些实施方案中，受试者约每周一次，每2周一次，或约每3周一次，或约每4周

一次(例如，约每月一次)，或约每6周一次，或约每8周一次(约每2个月一次)接受单位剂量

的所述组合物。

[0013] 在一些实施方案中，受试者约每周或约每两周接受微剂量，如约50至约250μL的体

积的所述组合物。

[0014] 可施用所述组合物以治疗人受试者中的PCSK9相关病症。在一些实施方案中，患者

需要降低LDL(例如，LDL‑C)。在一些实施方案中，受试者可表现出胆固醇相关疾病，如高胆

固醇血症和/或动脉粥样硬化。在一些实施方案中，受试者患有家族性高胆固醇血症。在一

些实施方案中，受试者患有心血管疾病(例如，动脉粥样硬化性冠心病)或处于心血管疾病

的高风险中。

[0015] 在一些实施方案中，将所述组合物与他汀类药物疗法或另一种口服降脂疗法一起

施用，或者在一些实施方案中，提供所述组合物作为高胆固醇血症的唯一疗法，即，不进行

口服降脂疗法(例如，他汀类药物疗法)。

附图说明

[0016] 图1示出了结合PCSK9的融合蛋白的结构。
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[0017] 图2示出了在非人灵长类动物(NHP)和人中的PCSK9药代动力学和药效动力学(PK‑

PD)模型。LIB‑003是指结合PCSK9的融合蛋白。

[0018] 图3示出了用于预测PCSK9靶向对LDLC的作用的Gadkar模型。Gadkar  K等人，A 

Mechanistic  Systems  Pharmacology  Model  for  Prediction  of  LDL  Cholesterol 

Lowering  by  PCSK9  Antagonismin  Human  Dyslipidemic  Populations，CPT 

Pharmacometrics  Syst.Pharmacol.2014；3(11)。

具体实施方式

[0019] 本公开提供了包含纤连蛋白支架融合蛋白的组合物，所述纤连蛋白支架融合蛋白

以高亲和力结合前蛋白转化酶枯草杆菌蛋白酶kexin‑9(PCSK9)，并且可以高浓度稳定地配

制以实现最大的生物效应和更方便的给药排程和给药体积，并使用对患者友好的递送装置

(如注射器或自动注射器)来递送。结合PCSK9的融合蛋白包含结合PCSK9的基序和在C端处

的编码人血清白蛋白(HSA)的氨基酸序列。

[0020] 前蛋白转化酶枯草杆菌蛋白酶/kexin  9型是主要由肝脏分泌的循环蛋白，它在肝

LDLR的回收利用中起重要作用，并已被确认为可降低LDL‑C的有效药物靶标。LDLR是从循环

中清除LDL‑胆固醇(LDL‑C)的主要途径。血浆PCSK9与LDL‑C一同结合至肝LDLR，LDL‑C靶向

受体以便进行内吞和降解，由此降低了LDLR从循环中清除LDL‑C的有效性。通过抑制PCSK9

与LDLR的结合，可防止LDLR降解，增加LDLR回收利用，提高LDL‑C清除率并降低循环LDL‑C水

平。

[0021] 本文所述的结合PCSK9的基序基于“adnectin”，这是一种源自人第10纤连蛋白III

型结构域的蛋白质家族，经工程改造可实现高亲和力靶标结合。“Adnectin”是小的(≤

12kDa)紧凑的蛋白质，与免疫球蛋白无序列同源性，但具有β‑折叠结构，具有类似于抗体可

变区的多样化环。Adnectin不具有二硫键并且不是糖基化的，表现出高热稳定性和单体溶

液行为，并且可使用细菌、酵母或哺乳动物表达系统有效地产生。通过修改可变的环序列和

长度同时保持支架残基基本上恒定，可在维持结构稳定性的同时实现亚纳摩尔级靶标结合

亲和力。鉴于其大小，adnectin会被肾脏迅速过滤，因此需要进行药物动力学(PK)增强修饰

以实现体内应用。示例性的结合PCSK9的基序(adnectin)公开于美国专利8 ,420 ,098；9 ,

234,027；和9，856,309中，所述专利各自以引用方式整体并入本文。

[0022] 根据本公开，以高浓度稳定地配制结合PCSK9的融合蛋白，以实现最大的生物活性

以及方便的给药排程和体积。组合物中结合PCSK9的融合蛋白的浓度为至少100mg/mL。在一

些实施方案中，组合物中结合PCSK9的融合蛋白的浓度为至少约150mg/mL，或者在一些实施

方案中为至少约175mg/mL，或至少约200mg/mL，或至少约225mg/mL。在一些实施方案中，组

合物中结合PCSK9的融合蛋白的浓度为至少约250mg/mL，或至少约275mg/mL，或至少约

300mg/mL，或至少约350mg/mL。在一些实施方案中，组合物中结合PCSK9的融合蛋白的浓度

为约250mg/mL至约350mg/mL。在一些实施方案中，组合物中结合PCSK9的融合蛋白的浓度为

约250mg/mL或约300mg/mL。

[0023] 结合PCSK9的基序包含(SEQ  ID  NO:1)的氨基酸序列或由其组成：

[0024] VSDVPRDLEVVAATPTSLLISWDAPAEGYGYYRITYGETGGNSPVQEFTVPVSKGTATISGLKPGVDY

TITVYAVEFDFPGAGYYHRPISINYRTE。
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[0025] 结合PCSK9的环加下划线显示。在一些实施方案中，结合PCSK9的基序是SEQ  ID 

NO:1的变体，相对于SEQ  ID  NO:1具有一至五个氨基酸取代、缺失或插入。在一些实施方案

中，在结合环之外进行氨基酸改变。在一些实施方案中，在结合环内进行1个、2个或3个氨基

酸改变。

[0026] 结合PCSK9的基序被设计为特异性地靶向PCSK9，同时基本上维持野生型(WT)10Fn3

序列，以将固有免疫原性减到最低。参见美国专利第8,420,098号，所述专利以引用方式整

体并入本文。结合PCSK9的基序以浓度依赖性方式以亚纳摩尔亲和力与人PCSK9结合。

[0027] 在各种实施方案中，结合PCSK9的基序与人血清白蛋白(HSA)氨基酸序列在C端融

合。在一些实施方案中，HSA包含与SEQ  ID  NO:2的氨基酸序列具有至少80％同一性、或至少

85％同一性、或至少90％同一性、或至少95％同一性、或至少98％同一性或至少99％同一性

的序列。例如，HSA氨基酸序列相对于SEQ  ID  NO:2可包含一至十个或一至五个独立地选自

氨基酸取代、缺失和插入的修饰。在一些实施方案中，HSA氨基酸序列在对应于SEQ  ID  NO:2

的位置34的位置处包含丙氨酸残基，如SEQ  ID  NO:2所示。在各种实施方案中，HSA氨基酸序

列的长度为至少500个氨基酸。

[0028] 在一些实施方案中，使用任何已知的化学缀合方法将结合PCSK9的基序和HSA氨基

酸序列化学缀合。

[0029] HSA是由螺旋簇组成的多结构域蛋白，包含17对二硫桥；在天然HSA中只有一个半

胱氨酸残基Cys34作为游离巯基存在。在一些实施方案中，此Cys被结合PCSK9的融合蛋白中

的丙氨酸残基取代。HSA部分用于延长结合PCSK9的融合蛋白的循环半衰期。在各种实施方

案中，包含结合PCSK9的基序和HSA氨基酸序列的结合PCSK9的融合蛋白具有约77kDa的分子

量。

[0030] 在一些实施方案中，HSA氨基酸序列是在美国专利9 ,493 ,545、美国专利9 ,821 ,

039、美国专利9,944,691或美国2014/0315817中描述的变体，所述专利各自以引用方式整

体并入本文。

[0031] 在一些实施方案中，结合PCSK9的基序和HSA氨基酸序列通过基因融合例如与HSA

氨基酸序列在分子的C端处连接。短氨基酸接头可连接结合PCSK9的结构域和HSA氨基酸序

列。例如，接头可包含2至20个氨基酸，或者在一些实施方案中包含4至10个氨基酸。在一些

实施方案中，结合PCSK9的基序和HSA氨基酸序列经由6个氨基酸的接头连接。接头可主要由

丝氨酸、甘氨酸、苏氨酸和丙氨酸氨基酸组成。例如，接头可以是丝氨酸/甘氨酸接头。在一

些实施方案中，接头包含氨基酸序列GSGSGS或由其组成。

[0032] 结合PCSK9的融合蛋白可以高浓度以溶液形式稳定地配制。例如，在长期储存条

件，如约5℃(例如2℃至8℃)的温度下或在环境条件下在短期储存条件下(例如在25±3℃
下，1至6个月)，所述配制品没有表现出明显的降解或微粒形成。结合PCSK9的融合蛋白被悬

浮在适当的生理溶液(例如，盐水或其他药理学上可接受的溶剂或缓冲溶液)中，并且可任

选地包含表面活性剂(例如，非离子表面活性剂)。在一些实施方案中，所述制剂包含缓冲

剂、等渗剂、任选的表面活性剂和溶剂。

[0033] 药学上可接受的载体包括水、盐水、甘油。在一些实施方案中，所述制剂可包含不

挥发性油、聚乙二醇、丙二醇或其他溶剂。在一些实施方案中，所述溶剂是水。

[0034] 所述制剂通常是缓冲溶液。如本文所用，“缓冲液”是指能够吸收一定量的酸或碱
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而不经历pH的强烈变化的化学剂。示例性缓冲液包括柠檬酸盐缓冲液、磷酸盐缓冲液、乙酸

盐缓冲液、琥珀酸盐缓冲液和碳酸氢盐缓冲液。在一些实施方案中，缓冲剂可包括L‑组氨

酸/L‑组氨酸单盐酸盐。例如，当使用L‑组氨酸/L‑组氨酸单盐酸盐缓冲系统时，L‑组氨酸/

L‑组氨酸单盐酸盐可以约1mg/mL至约10mg/mL，如约2mg/mL至约5mg/mL存在。在一些实施方

案中，缓冲液将制剂的pH维持在约pH  5.5至约pH  7.2的范围内，如约pH  6.8(例如，pH  6.6

至7.0)。在一些实施方案中，例如用盐酸和/或氢氧化钠调节制剂的pH。在一些实施方案中，

L‑组氨酸/L‑组氨酸单盐酸盐的比例使得不需要进行pH调节。

[0035] 在各种实施方案中，可单独使用或组合使用的等渗剂包括右旋糖、蔗糖、甘油、海

藻糖、甘露糖醇、山梨糖醇、精氨酸、氯化钠或氯化钾。在一些实施方案中，等渗剂包含氯化

钠或由氯化钠组成。例如，所述制剂可包含约2至约20mg/mL的氯化钠(例如，6至12mg/mL氯

化钠)，或等于2至20mg/mL氯化钠(或6至12mg/mL氯化钠)的重量克分子渗透浓度的量的一

种或多种等渗剂。

[0036] 在一些实施方案中，所述制剂包含表面活性剂，所述表面活性剂可充当增溶剂。在

一些实施方案中，表面活性剂是非离子表面活性剂。示例性非离子表面活性剂包括聚山梨

醇酯表面活性剂，如聚山梨醇酯20、40、60或80。例如，所述制剂可包含聚山梨醇酯80。也可

单独或组合使用其他药学上可接受的非离子表面活性剂。在一些实施方案中，所述制剂不

包含表面活性剂。

[0037] 示例性制剂包括柠檬酸盐缓冲液(例如，10‑50mM，pH  5 .6至6 .0)、组氨酸缓冲液

(例如，10mM至50mM，pH  6.0至7.0)或琥珀酸盐缓冲液(例如，10至50mM，pH  5.5至6.0)。在一

些实施方案中，所述制剂包含选自精氨酸(例如，100至200mM)、NaCl(例如，100至200mM)、山

梨糖醇(例如，100至300mM)或蔗糖(例如，100至300mM)的赋形剂。在一些实施方案中，所述

制剂包含表面活性剂，如聚山梨醇酯80(例如，0.01至0.5mg/mL)。在一些实施方案中，所述

制剂不含有表面活性剂。

[0038] 在一些实施方案中，所述制剂还包含防腐剂，如苯酚、间甲酚或苯甲酸钠。

[0039] 在一些实施方案中，(除了所述的活性剂之外)结合PCSK9的融合蛋白制剂基本上

由L‑组氨酸、L‑组氨酸单盐酸盐、氯化钠和聚山梨醇酯80组成。示例性实施方案在以下表1

中显示：
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[0040]

[0041] 本公开的药物组合物可方便地以单位剂型存在，所述单位剂型每剂量包含预定量

的本公开的活性剂。

[0042] 在一些实施方案中，组合物包含在注射笔中。如“注射笔”的自动注射器是弹簧加

载注射器，其被设计用于递送一定剂量的特定药物。通过设计，注射笔易于使用并且旨在由

患者自行施用或由未经培训的人员施用。设计注射笔是为了克服与基于针头的药物递送装

置的自行施用相关的犹豫。注射笔在注射之前使针尖保持隐蔽，并且具有被动安全机制以

防止意外击发(注射)。注射深度可调节或固定，并且可结合针头护罩移除的功能。通过按下

按钮，注射器针头会自动插入皮下组织中并递送药物。注射完成后，一些注射笔会出现视觉

或听觉指示以便确认全剂量已被递送。

[0043] 在一些实施方案中，注射笔包含1至10个单位剂量或1至5个单位剂量。在一些实施

方案中，单位剂量的体积不超过约1.5mL或约1mL(无论是否由注射笔包含或递送)。在一些

实施方案中，单位剂量的体积不超过0.8mL，或体积不超过0.7mL。在一些实施方案中，注射

笔递送微剂量，例如具有在约50μL至约500μL范围内的体积，或在约75μL至约250μL范围内

的体积。在一些实施方案中，微剂量具有100至200μL的体积。在各种实施方案中，注射笔或

用于皮下递送的其他装置提供具有30至约450mg的结合PCSK9的融合蛋白的剂量。在各种实

施方案中，单位剂量为约50至约400mg、或约50至约300mg。在一些实施方案中，单位剂量为

至少200mg、或至少250mg、或至少300mg。在一些实施方案中，单位剂量为约250mg至约350mg

(例如，约300mg)。可基于所需的施用频率来调节每单位剂量递送的活性剂的量。例如，在一

些实施方案中，以每周微剂量(例如，以小于约0.25mL或小于约0.15mL的体积)施用20至约

75mg的剂量。在其他实施方案中，约每两周、每月或每隔一个月以约0.7至1.5mL范围内的体

积施用约200至约450mg的剂量。在一些实施方案中，每四周通过皮下注射以约1.5mL或更小

或约1mL或更小的体积施用约275mg至约350mg(例如，约300mg)的剂量。
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[0044] 所述组合物或制剂适于通过皮下、肌内、皮内或静脉内施用来施用。制剂的高浓

度、相对低的粘度和适当的重量克分子渗透浓度实现患者耐受、较低频率的给药排程和较

小的体积。如本文所证明的，在相对低浓度的结合PCSK9的融合蛋白下实现了最大的PCSK9

抑制，并且更高的浓度实现了更长的抑制持续时间。在一些实施方案中，受试者约每1周一

次(例如，通过每周施用一次微剂量)，或约每2周一次，或约每3周一次，或约每4周一次(例

如，约每月一次)，或约每6周一次，或约每8周一次(约每2个月一次)接受单位剂量的组合

物。

[0045] 可施用所述组合物以治疗人受试者中的PCSK9相关病症。PCSK9相关病症描述于美

国专利8,420,098、9，238,027和9，856，306中，所述专利以引用方式整体并入本文。在一些

实施方案中，患者需要降低LDL(例如，LDL‑胆固醇)。在一些实施方案中，受试者可表现出胆

固醇相关疾病，如高胆固醇血症和/或动脉粥样硬化。在各种实施方案中，受试者表现出选

自脂质紊乱、高胆固醇血症、高脂蛋白血症、高脂血症、血脂异常、冠心病、动脉粥样硬化和

糖尿病的疾患。在一些实施方案中，受试者患有家族性高胆固醇血症。在一些实施方案中，

受试者患有心血管疾病(例如，动脉粥样硬化性冠心病)或处于心血管疾病的高风险中。

[0046] 高胆固醇血症是特征在于血清胆固醇升高的疾患。血清胆固醇水平升高影响相当

大的一部分的人群，并且是动脉粥样硬化和心肌梗塞的重要危险因素。降低胆固醇的药物，

如HMG‑CoA还原酶抑制剂(“他汀类药物”)通常按惯例施用给高胆固醇血症患者。“家族性高

胆固醇血症”(FH)是一种遗传性病症，其特征在于血液和早期心血管疾病中的高胆固醇水

平，特别是非常高的低密度脂蛋白(例如，LDL‑胆固醇)水平。对于患有FH的个体，高胆固醇

水平对常规胆固醇控制方法(如他汀类药物疗法)的反应较弱。

[0047] FH是一种常染色体显性遗传性代谢病症，其特征在于LDL受体(LDL‑R)基因或其他

参与脂质调节的基因发生一种或多种突变，LDL‑C显著升高和动脉粥样硬化早发。在一些实

施方案中，高胆固醇血症是纯合子家族性高胆固醇血症或HoFH，其是特征在于母系和父系

LDL‑R基因均突变的疾患。

[0048] 在一些实施方案中，受试者患有杂合FH。杂合FH通常用他汀类药物、胆汁酸螯合剂

或其他降低胆固醇水平的降脂剂来治疗。

[0049] 在一些实施方案中，高胆固醇血症是多基因高胆固醇血症，其是特征在于胆固醇

升高的疾患，是由多种遗传因素的影响所致。在某些实施方案中，饮食中摄入脂质可加剧多

基因高胆固醇血症。

[0050] 在一些实施方案中，将所述组合物与他汀类药物疗法或其他口服降脂疗法一起施

用。在这样的实施方案中，所述组合物将提供LDL‑C的累加降低。在一些实施方案中，提供所

述组合物作为高胆固醇血症的唯一疗法，即没有他汀类药物疗法或其他口服降脂疗法。例

如，在这样的实施方案中，受试者可能具有他汀类药物不耐受性。当患者因在血液测试后出

现副作用或指示肝脏功能或肌肉功能(肌酸激酶)的异常而无法继续使用他汀类药物时，发

生“他汀类药物不耐受”。在一些实施方案中，他汀类药物不耐受可以是部分的(即，仅某些

剂量的某些他汀类药物)或完全的(即，任何剂量的所有他汀类药物)。在一些实施方案中，

他汀类药物不耐受导致肌肉酸痛、疼痛、虚弱或抽筋(即，肌痛)；在多达15％的接受治疗的

患者中发生。

[0051] 除非另有说明，否则如本文所用的术语“约”意指相关数值的±10％。
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[0052] 现在将通过以下实施例描述本发明的实施方案。

[0053] 实施例

[0054] 实施例1：结合PCSK9的融合蛋白和PK‑PD行为

[0055] 结合PCSK9的融合蛋白包含靶向前蛋白转化酶枯草杆菌蛋白酶/Kexin  9型

(PCSK9)的经修饰的纤连蛋白结构域(adnectin)和人血清白蛋白(图1)。融合蛋白的总分子

量为大约77,000道尔顿。结合PCSK9的融合蛋白对人PCSK9的结合亲和力高，对食蟹猴PCSK9

的亲和力弱>100倍。尽管在结合亲和力方面存在这种差异，但非人灵长类动物(NHP)被认为

是测试结合PCSK9的融合蛋白的安全性和药理学的合适物种，因为在NHP中实现了最大程度

的游离PCSK9抑制和最大程度的LDL‑C降低。

[0056] 结合PCSK9的融合蛋白正在开发用于皮下(SC)施用，以便治疗例如高胆固醇血症，

包括患有家族性高胆固醇血症或高胆固醇血症和动脉粥样硬化性冠心病(CHD)的患者。结

合PCSK9的融合蛋白的PK的两个主要决定因素是与其靶标PCSK9的相互作用，以及经由新生

Fc受体(FcRn)进行回收利用并最小化肾脏滤过的能力，从而降低结合PCSK9的融合蛋白的

清除率并增加半衰期。在野生型小鼠中进行的研究无法解决这些决定因素对结合PCSK9的

融合蛋白的PK的影响，因为结合PCSK9的融合蛋白不能有效地与小鼠PCSK9结合，并且HSA不

会与小鼠FcRn相互作用。因此，食蟹猴为评估结合PCSK9的融合蛋白的PK‑PD提供了最合适

的体内模型，因为在该模型中与PCSK9的结合会导致游离PCSK9和LDL‑C的下降；此外，HSA可

经由NHP  FcRn受体进行有效回收利用。

[0057] 使用hPCSK9转基因小鼠研究结合PCSK9的融合蛋白对hPCSK9的体内结合亲和力，

并且还在hFcRn小鼠中评估经由hFcRn回收利用结合PCSK9的融合蛋白的能力。该人FcRn小

鼠模型携带小鼠FcRn基因和在其天然人启动子的控制下表达人FcRn  α链的转基因的无效

突变。因此，这些小鼠充当用于评价单克隆抗体和人血清白蛋白的药代动力学的模型。

[0058] 对于抗PCSK9抗体，有大量数据集支持全身性游离PCSK9水平的抑制与血清LDL‑C

降低之间的关系。Gadkar  K等人，A  Mechanistic  Systems  Pharmacology  Model  for 

Prediction  of  LDL  Cholesterol  Lowering  by  PCSK9  Antagonismin  Human 

Dyslipidemic  Populations，CPTPharmacometrics  Syst.Pharmacol.2014；3(11)：1‑9；

Squizzato  A等人，PCSK9  inhibitors  for  treating  dyslipidemia  in  patients  at 

d if f e r e n t  ca rd i o va s c u la r  r i s k：a  s y s t e m a t i c  r e v i e w  a nd  m e ta ‑

analysis.Intern.Emerg.Med.2017；七月：e1‑11。参见图3。为了估算实现期望的目标LDL‑C

降低水平所需的结合PCSK9的融合蛋白(LIB003，SEQ  ID  NO：3)的人剂量，将上述研究的数

据的异速比例纳入平移半机理模型中，所述模型包括PCSK9与LDL‑C之间的已知关系。图2。

使用该模型构建了LIB003和血清LDL‑C的预期剂量效应关系。

[0059] 非人灵长类动物中的TK‑PD

[0060] 在单剂量非GLP剂量范围发现(DRF)研究中在静脉内(IV)和皮下(SC)施用后(IV剂

量10、30、100、200mg/kg；SC剂量200mg/kg)并且在GLP毒性研究中在重复施用持续4周(IV剂

量100mg/kg；SC剂量30和100mg/kg)、12周(SC剂量30和100mg/kg)或26周(SC剂量30和

100mg/kg)后表征LIB003的TK‑PD行为。

[0061] 将LIB003的TK测定构建为靶标捕获电化学发光测定，以hPCSK9作为捕获试剂，并

以钌标记的兔抗HSA多克隆抗体作为检测试剂。在NHP中，所述测定测量总LIB003(由于与
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NHP  PCSK9相比，对捕获试剂hPCSK9的亲和力更强)。或者，TK测定使用LIB003特异性mAb作

为捕获试剂，并使用钌标记的兔抗HSA多克隆抗体作为检测试剂。该测定形式也测量总

LIB003。这些研究的结果指示，在该剂量范围内，在静脉内和皮下施用后，总结合PCSK9的融

合蛋白的动力学近似线性且与剂量成比例。

[0062] 在DRF研究中，在高于10mg/kg的所有剂量水平下均存在持续的抗药物抗体(ADA)

反应。在单剂量的LIB003后，在大多数情况下，该研究中ADA的存在与LIB003暴露的迅速丧

失有关，并且首先是靶标捕获的丧失(游离PCSK9降低)。尽管在每周施用结合PCSK9的融合

蛋白(4周、12周和26周GLP毒性研究)后在大多数动物中检测到ADA，但对结合PCSK9的融合

蛋白的暴露在整个给药间隔中都得以维持，并且ADA对TK/PD的影响仅在两只动物(4周研

究)、一只动物(12周研究)和一只动物(26周研究)中明显。

[0063] 在不存在ADA影响的情况下，LIB003清除缓慢，并且在DRF研究中血清终末半衰期

范围为8.3‑10.4天(平均9天)，在4周的GLP毒性研究中在回收动物中血清终末半衰期范围

为7.6‑9.2天(平均8.3天)；这与非人灵长类动物中白蛋白样分子的行为一致。在12周和26

周的GLP毒性研究中观察到了相似的结果。在DRF研究中，在单次IV施用后，在可进行测定的

动物中清除率(CL)范围为5.63‑7.65毫升/天/千克(平均6.64毫升/天/千克)并且分布体积

(Vz)范围为67.6‑103.8mL/kg(平均86.4mL/kg)。

[0064] 总PCSK9浓度(与LIB003结合和未结合)缓慢增加，并在给药后约7天达到峰值，此

时总PCSK9浓度小于循环LIB003浓度的10％。如通过游离PCSK9和LDL降低所测量，在DRF研

究中在所有剂量下靶标捕获均最大，指示在最低测试剂量(10mg/kg)下靶标抑制最大。结果

指示，在不存在ADA的情况下，增加LIB003的剂量会增加最大靶标捕获的持续时间。

[0065] 无论剂量或施用途径如何，血清LDL均被抑制约60％，这与所有剂量水平下的最大

药效动力学效应一致。可以预知，LDL抑制的丧失和基线水平的恢复与最大PCSK9捕获的丧

失一致。总的来说，这些研究表明已经达到了最大药效动力学效应，并且更高的剂量不会对

游离PCSK9或LDL产生更大的抑制作用。

[0066] 与相同剂量水平下的缓慢IV推注相比，皮下给药后Cmax较低并且Tmax出现较晚，指

示从注射部位吸收到体循环。在皮下施用后，皮下途径的绝对生物利用率在DRF研究中估计

为约76％，在4周GLP毒性研究中估计为66.5％‑89.7％，但这两个估计值都因ADA存在以及

无法表征总曲线下面积(AUC)而受到影响。使用群体PK模型对这两项研究进行的综合分析

估计皮下施用后的生物利用率为92％，并且可能是更可靠的估计值，因为所述模型会生成

两种施用途径的总AUC估计值。

[0067] 预测的人体中PK‑PD行为

[0068] 结合来自多个研究的数据来预测人体中LIB003的预期PK‑PD行为。即，由NHP数据

(DRF研究和4周GLP毒性研究)构建描述LIB003暴露和PCSK9抑制的群体2室PK‑PD结合模型。

在将这些参数扩展至人时，对hPCSK9的体内结合亲和力源自hPCSK9转基因小鼠中的PK‑PD

研究。由于只有皮下施用后的数据可用，因此一室PK模型足以描述这些数据；所述模型在其

他方面与用于NHP数据的模型相同。观察到的对NHP  PCSK9和hPCSK9的LIB003结合亲和力的

差异在体外和体内来源的数据中都是一致的，并且将来自hPCSK9转基因小鼠的体内来源的

KD值用于对人的预测。

[0069] 表2
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[0070]

[0071] NHP和hFcRn小鼠中LIB003的清除率与这些动物中HSA的预期清除率一致，因此，预

测LIB003的清除率可模拟人体中HSA的清除率(半衰期为19天；异速指数为0.74)。使用大小

为大约77kDa的治疗性白蛋白融合蛋白的预期系数，对其他参数进行异速换算。

[0072] 描述对游离PCSK9的捕获和抑制的NHP和人PK‑PD结合模型的总体结构显示在图2

和图3中。先前已经建立了定量系统药理学模型来描述他汀类药物和抗PCSK9抗体在人体中

的作用机理。Gadkar  K等人，A  Mechanistic  Systems  Pharmacology  Model  for 

Prediction  of  LDL  Cholesterol  Lowering  by  PCSK9  Antagonism  in  Human 

Dyslipidemic  Populations，CPT  Pharmacometrics  Syst.Pharmacol.2014；3(11)。该模型

用于在首次人体研究(FIH)中提供经单次皮下和静脉内给予LIB003后预测的人体中PCSK9

抑制与LDL‑C随时间降低之间的联系。

[0073] 实施例2：制剂和稳定性评价

[0074] 评估结合PCSK9的融合蛋白的制剂中各种缓冲液和赋形剂的性能。

[0075] 为了确定在制剂中使用的适当缓冲液和pH，对2mg/mL  LIB003下的使用6种不同缓

冲液的18种不同的缓冲液和pH条件通过DSC进行分析以评估热稳定性，并通过DLS进行分析

以评估聚集体形成。从这些实验中，排除了低于5和高于7的pH，这是因为对于这些pH值，蛋

白质解折叠始于＜50℃的温度(起始温度(Tonset))。

[0076] 所分析的缓冲液/pH组合显示在下表3中。用加粗且加下划线的pH值显示经选择用

于进一步筛选的组合。

[0077] 表3：缓冲液/pH筛选
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[0078]

[0079]

[0080] 确认可接受的pH范围和适当的缓冲液后，将赋形剂与限定的缓冲液和pH进行组合

研究。在2mg/mL  LIB003下总共准备了15种不同的缓冲液/赋形剂组合，并且通过DSC进行分

析以评估热稳定性，并通过DLS进行分析以评估聚集体形成。由于起始温度低于55℃，因此

排除了所述缓冲液/赋形剂组合中的三种。此外，DLS数据表明，蔗糖、山梨糖醇和低浓度的

NaCl的使用会导致聚集，因此在随后的制剂中它们的使用受到限制。

[0081] 所分析的缓冲液/赋形剂组合显示在下表4中。用加粗且加下划线的赋形剂显示经

选择用于进一步筛选的组合。

[0082] 表4：缓冲液/赋形剂筛选
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[0083]

[0084]

[0085] 为了确定用于维持以高浓度配制的LIB003的稳定性的合适缓冲液和赋形剂组合，

对上文表4中鉴定的12种不同的制剂进行溶解度筛选。将这些制剂浓缩至目标浓度为

200mg/mL、250mg/mL、300mg/mL和340mg/mL。在所有制剂中浊度均等，并且当通过SEC‑HPLC

评估时未观察到聚集。基于这些参数，认为这些制剂是等效的。

[0086] 为了评价向LIB003候选制剂中添加表面活性剂的潜在益处，在有或无聚山梨醇酯

80(PS80)情况下对表4中的八种缓冲液/赋形剂组合进行评价，总计16种250mg/mL  LIB003

下的制剂(表5)。由于PS80可有效防止聚集和微粒形成，因此评价了候选制剂承受反复的冻

融和搅动应力的能力。基于回收率、浊度或聚集倾向(通过DLS和SEC评价)，未观察到差异。

由于PS80在长期储存和产品处理后的预期益处，所有包含PS80的制剂均取得了进展。

[0087] 表5：缓冲液/赋形剂和表面活性剂筛选
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[0088]

[0089]

[0090] LIB003具有稳定性并且在正常的储存条件和剪切应力下，即使在高LIB003浓度

下，制剂之间也没有差异，这表明需要一种替代方法来鉴定能够承受长期储存条件的

LIB003制剂。将在340mg/mL的目标浓度下从缓冲液/赋形剂筛选(表4)中鉴定出的制剂掺入

0.02％PS80，在2℃‑8℃或50℃下储存三周，并通过SEC‑HPLC进行分析。通常，在50℃下储存

3周后，观察到低水平的高分子量(HMW)和低分子量(LMW)物质。基于这些制剂中HMW物质的

低百分比，将含柠檬酸盐的制剂缩窄至赋形剂精氨酸和山梨糖醇。在组氨酸制剂中，基于主

峰物质的最高百分比，选择150mM  NaCl用于其他实验。最后，由于相对于2℃‑8℃的对照样

品，在于50℃下储存的大多数琥珀酸盐制剂中观察到的HMW和LMW物质水平增加，所以不再

考虑琥珀酸盐。

[0091] 这些分析的结果显示在下表6中；优选的制剂用粗体和加下划线的字体表示。

[0092] 表6：于50℃下储存3周的高浓度LIB003的SEC‑HPLC评价结果。
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[0093]

[0094]

[0095] 为了进一步探索候选制剂，将LIB003在3个不同的pH下以三种缓冲液/赋形剂组合

加上PS80以250mg/mL进行配制(表7)。将样品在2℃‑8℃或50℃下储存三周，以诱导降解，并

分析LIB003的浓度/回收率(A280)、微粒(DLS)、聚集(SEC‑HPLC)、电荷分布(icIEF)、削波

(CE‑SDS)、效力、浊度和热稳定性(DSC)。在50℃下储存3周后对电荷分布、聚集/微粒形成倾

向以及相对效力的比较证明了所述制剂之间的某些差异(表8、表9、表10和表11)。在所述制

剂中CE‑SDS曲线、回收率、浊度和热稳定性相当。

[0096] 表7.储存之前的候选制剂
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[0097]

[0098]

[0099] 表8.在50℃下储存3周后电荷分布的icIEF变化
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[0100]

[0101]

[0102] 表9.在50℃下储存3周后HMW和LMW物质中的SEC‑HPLC变化
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[0103]

[0104] 表10.效力与储存温度的函数关系

[0105]
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[0106]

[0107] 鉴于目标是使用带有27G或更小口径针头的自动注射器以0.25‑1 .5mL  SC注射液

的形式递送LIB003，因此进行了另外的实验以便确定以250mg/mL配制的LIB003是否具有适

合经由自动注射器进行SC注射的特性。评价250mg/mL的带各自中心点pH的前三种制剂的粘

度、重量克分子渗透浓度和微粒。目标是粘度<15cP，重量克分子渗透浓度为250‑350mOsm，

并且微粒水平远低于法规限度。结果显示在下表11中。在所有制剂中，微粒水平均相当低。

[0108] 表11：粘度和重量克分子渗透浓度分析的结果

[0109]

[0110]

[0111] 将结合PCSK9的融合蛋白于20mM组氨酸、150mM  NaCl、0.02％(w/v)聚山梨醇酯80，

pH  6.8中配制为无菌注射溶液(皮下)，用于进一步的稳定性研究。这些稳定性研究包括在

长期储存条件、加速条件以及加压条件下的评价。结合PCSK9的融合蛋白产品的预期长期储
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存温度为5℃±3℃，并且短期储存(≤1‑6个月)的温度为25℃±3℃。

[0112] 在预期储存温度(5℃±3℃)以及加速储存条件(25℃±2℃/60±5％RH)和加压储

存条件(40℃±2℃/75±5％RH)下获得1个月的稳定性数据。

[0113] 对于示例性结合PCSK9的融合蛋白产品批次，稳定性方案中所有评价参数的数据

(包括稳定性指示参数(icIEF、效力、CE‑SDS和SEC‑HPLC))在检查的时间点(1个月)和每个

储存条件下均处于接受标准之内。此外，在长期储存条件下未观察到聚集体或降解物物质

的显著增加或效力的下降。在加速和应力条件下，通过SEC‑HPLC观察到聚集体略微增加(约

1％)，但是这些结果完全在SEC‑HPLC的主峰接受标准之内，并且未观察到效力变化。而且，

在应力条件下，通过还原性CE‑SDS观察到碎片略微增加(约2％)，但同样未观察到效力变

化。在每种储存条件下通过icIEF观察到酸性电荷变体物质略有增加(约1％‑4％)，同时主

峰物质随之减少(注意，对于原料药观察到相反的趋势，这指示所观察到的变化在该方法的

可变性之内)。未观察到外观、物理化学参数或效力的变化。合起来，稳定性数据证明结合

PCSK9的融合蛋白产品在评价的长期、加速和加压储存条件下稳定1个月。

[0114] 另外，在预期储存温度(5℃±3℃)下获得了18个月的长期稳定性数据，并且在加

速储存条件(25℃±2℃/60±5％Rh)下获得了9个月的长期稳定性数据，而且在加压储存条

件(40℃±2℃/75±5％RH)下获得了三个月的长期稳定性数据。

[0115] 对于示例性结合PCSK9的融合蛋白产品批次，稳定性方案中所有评价参数的数据

(包括稳定性指示参数(icIEF、效力、CE‑SDS和SEC‑HPLC))在检查的时间点和每个储存条件

下均处于接受标准之内。此外，在长期储存条件下未观察到聚集体或降解物物质的显著增

加或效力的下降。在所有储存条件下，通过SEC‑HPLC观察到聚集体略微增加(约1％)，但是

这些结果完全在SEC‑HPLC的主峰接受标准之内，并且未观察到效力变化(在测定可变性之

内)。而且，在长期储存条件下，通过还原性CE‑SDS观察到碎片略微增加(多至约2％)，但同

样未观察到效力的相应变化，并且可认为该变化在该方法的可变性之内。通过还原性和非

还原性CE‑SDS获知的碎片增加与时间和温度增加(在加压条件下有多至约5％的变化)有

关。在长期储存条件下，通过icIEF观察到酸性物质和主峰物质的波动(多至约8％)，但是该

波动在该方法的可变性之内。加速和加压条件下的icIEF结果最初似乎指示酸性物质具有

潜在的正趋势(多至约7％)，而主峰物质则具有相应的负趋势，但未观察到效力随之变化。

然而，其他时间点指示，观察到的微小变化也可能是与方法可变性相关的波动。亚可见颗粒

似乎随时间略有波动，但仍在可接受限度之内(注意，在长期条件和加速条件下在9个月时

对于≥2μm和≥5μm的颗粒均观察到非典型结果；但是，颗粒计数在12个月和18个月时间点

时恢复到预期水平)。未观察到外观、物理化学参数或效力的变化。

[0116] 另外，在预期储存温度(5℃±3℃)下获得了12个月的长期稳定性数据，并且在加

速储存条件(25℃±2℃/60±5％RH)下获得了12个月的长期稳定性数据。

[0117] 对于示例性结合PCSK9的融合蛋白产品批次，稳定性方案中所有评价参数的数据

(包括稳定性指示参数(icIEF、效力、CE‑SDS和SEC‑HPLC))在检查的时间点和每个储存条件

下均处于接受标准之内。此外，在长期储存条件下未观察到聚集体或降解物物质的显著增

加或效力的下降。在两种储存条件下，通过SEC‑HPLC观察到聚集体略微增加(多至约1％)，

但是这些结果完全在SEC‑HPLC的主峰接受标准之内，并且未观察到效力变化(在测定可变

性之内)。此外，通过还原性CE‑SDS条件在长期储存条件下观察到碎片略微增加(多至约
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2％)，在加压储存条件下观察到碎片略微增加(约3％)，并且通过非还原性CE‑SDS在加压储

存条件下观察到碎片略微增加(约3％)，但同样未观察到效力的相应变化(在测定可变性之

内)。在两种储存条件下通过icIEF均观察到酸性电荷变体物质的增加(多至约5％)，同时主

峰物质随之减少(这可能归因于测定可变性，因为之后的时间点具有较低的酸性物质百分

比)。未观察到外观、物理化学参数或效力的变化。

[0118] 实施例3：首次人体研究

[0119] 在1期SAD研究中对LIB003进行研究，所述研究包括63位年龄≥18岁且≤70岁的受

试者，24位女性和39位男性，45位接受LIB003并且18位接受安慰剂，给药后监测至少43天。

该研究是安慰剂对照的和双盲的。在9个群组中每组有7位受试者：5位接受LIB‑003治疗的

患者和2位接受安慰剂治疗的患者，使得43位受试者接受LIB003治疗，18位接受安慰剂治

疗。将25mg、75mg、150mg、300mg和600mg的LIB003皮下剂量施用给健康受试者，所述健康受

试者采用稳定饮食，未接受降脂疗法，基线LDL‑C≥100且≤190mg/dL。另外将150mg和300mg

剂量SC施用给接受稳定他汀类药物疗法且基线LDL‑C≥100mg/dL的患者。所有受试者的TG

≤250mg/dL。另外两个未接受降脂疗法且脂质准入标准与他们的SC群组相同的健康受试者

群组接受LIB003  300mg和600mg  IV。

[0120] 安全性结果概述

[0121] 所有63位受试者都完成研究，无患者在第43天之前退出或终止研究。总的来说，在

健康受试者和接受他汀类药物疗法的高胆固醇血症患者中，在单次SC和IV给药后，LIB003

均是安全且耐受性良好的。

[0122] 药效动力学(功效)结果概述

[0123] 游离PCSK9的平均降低在所有剂量下都是迅速的且在12小时内达到99％以上，并

且这种降低在未接受降脂疗法的接受≥150mgLIB003的群组中在几乎所有受试者中都持续

了至少3周(第22天)。LIB003300mg剂量在29天内维持99％的游离PCSK9抑制，但是在未接受

降脂疗法的150mg剂量受试者中，游离PCSK9降至基线的12％，在接受他汀类药物的受试者

中降至基线的54％。游离PCSK9的较低降低程度反映在LDL‑C和载脂蛋白B的下降方面，其中

未进行降脂疗法的受试者维持了较大的降低程度。但是，在接受他汀类药物的患者中，这些

结果并未在4周内(第29天)持续。在经非他汀类药物和他汀类药物治疗的受试者中，单次

300mg剂量可使游离PCSK9、LDL‑C和载脂蛋白B的降低更为稳定且程度最大。此外，基于mAb

研究的先前数据，预计多次给药将使游离PCSK9抑制和LDL‑C降低的持续时间更长。此外，大

量的先前数据显示，接受高强度他汀类药物的患者和患有FH的患者的基线PCSK9水平较高，

并且PCSK9的合成可能增加，因此将需要300mg或更高的剂量才能完全抑制游离PCSK9和

LDL‑C持续4周。

[0124] 药代动力学结果概述

[0125] 来自SC剂量的总LIB003的Cmax、AUC0‑t和AUCinf在75mg与300mg  LIB003之间以剂量

成比例的方式增加，并且在25mg‑75mg之间(4倍至5倍增加)和300mg‑600mg之间(3倍增加)

表现出微小的超剂量比例性。同样，在150mg至300mg剂量范围内，经他汀类药物治疗的受试

者表现出总LIB003的剂量成比例增加，但总LIB003暴露(AUC0‑t和AUCinf)总体上低于经非他

汀类药物治疗的受试者中的暴露。IV施用的总LIB003的Cmax、AUC0‑t和AUCinf以剂量成比例增

加。
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[0126] 在所有SC剂量水平下，总LIB003的中值Tmax范围为72至168小时(范围可变：36至

220小时)。在所测试的SC剂量下以及当与他汀类药物一起施用LIB003时，T‑HALF、CL/F和

Vz/F也都相似。在两种IV剂量水平下，总LIB003的中值Tmax范围为0.33至1.08小时。在所测

试的两种IV剂量下，T‑HALF、CL和Vz都相似。

[0127] 在分别为300mg和600mg  LIB003的单次SC剂量后，总LIB003的绝对生物利用率范

围为67％至111％。

[0128] 2期研究剂量水平的原理阐述

[0129] 基于1期的游离PCSK9和LDL‑C数据以及实现与使用自动注射器进行单次SC注射一

致的体积(≤1.5mL)的至少Q4W的给药的目标，计划在大约80位接受稳定他汀类药物和/或

依泽替米贝的患有ASCVD或有ASCVD高风险或患无CVD的HeFH的患者中进行2期剂量发现研

究。经选择用于此2期剂量发现研究中的Q4W给药的剂量包括150mg、300mg和350mg。基于在1

期中多至600mg(SC和IV)的人LIB003暴露以及在12周的非人灵长类动物GLP毒理学研究中

所达到的水平下发现的缺乏，预计所有这3种剂量都是安全的。

[0130] 实施例4：旨在评价需要进一步降低LDL‑C的接受稳定降脂疗法的患者中的LIB003

功效和安全性的随机双盲、安慰剂对照、2期剂量发现

[0131] 在为期12周的随机、双盲、安慰剂对照、剂量发现2期研究中研究LIB003，随后进行

为期4周的随访评估期，以在每月(Q4W)给予各种剂量的LIB003下如通过Friedewald公式计

算的以第10周和第12周以及在第12周的平均值评估LDL‑C水平相对于基线的变化百分比。

该研究共纳入81位年龄≥18岁且患有动脉粥样硬化性心血管疾病(ASCVD)或处于高ASCVD

风险(≥10％5年或≥7.5％10年风险)的男性和女性，并且对于有ASCVD或CVD风险的受试者

计算得出的LDL‑C≥80mg/dL，或者对于患有杂合性家族性高胆固醇血症且无CVD的受试者

计算得出的LDL‑C≥100mg/dL。所有受试者在接受稳定的降脂口服药物疗法(如他汀类药物

加或不加依泽替米贝)下的TG≤400mg/dL。将这些受试者分为3个活性物质组和1个匹配的

安慰剂治疗组。在每组中，对每一位安慰剂受试者分配三位LIB003受试者，即每个治疗组20

位LIB003受试者和20位安慰剂受试者。每月(Q4W)将150mg、300mg或350mg  LIB003或安慰剂

皮下剂量皮下施用给接受稳定饮食和口服降LDL‑C药物疗法的患有高胆固醇血症的受试

者。

[0132] 该研究中招入的受试者的人口统计汇总显示在下表11中。

[0133] 表11：受试者群组的人口统计
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[0134]

[0135] 安全性结果概述

[0136] 总的来说，在该研究中，LIB003作为高达350mg  Q4W的皮下剂量是安全的且总体上

耐受性良好的。LIB003的所有剂量(150mg、300mg和350mg)都具有良好的耐受性，并且没有

显示出任何安全问题。在这81位受试者中，有79位受试者完成了研究，有2位受试者退出研

究。退出研究不是由于不良事件。此外，在该研究中没有不良事件导致死亡。

[0137] 受试者在研究期间所经历的治疗紧急不良事件(TEAE)的汇总显示在下表12中。

[0138] 表12：研究期间的受试者TEAE

[0139]
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[0140] 在81位受试者中共有43位(53％)有TEAE，其中接受安慰剂的20位受试者中有10位

(50％)，联合LIB003治疗组中的61位受试者中有33位(54％)。大多数TEAE的严重程度为轻

度至中度。最常报告的TEAE是疲劳、注射部位淤青、上呼吸道感染和呼吸困难。≤3位受试者

报告了所有其他TEAE。

[0141] 在81位受试者中只有6位(7％)有与研究药物相关的TEAE，其中接受安慰剂的20位

受试者中有2位(10％)，联合LIB003治疗组中的61位受试者中有4位(7％)。大多数与研究药

物相关的TEAE的严重程度为轻度；没有一个被认为是严重的。最常报告的与研究药物相关

的TEAE是注射部位红斑。≤1位受试者报告了所有其他与研究药物相关的TEAE。

[0142] 81位受试者中有6位(7％)有SAE，安慰剂组有1位(5％)，联合LIB003治疗组中有5

位(8％)；没有一个被认为与研究药物有关。五个SAE(安慰剂组中有一个(5％)，联合LIB003

治疗组中有四个(7％))的严重程度为重度，LIB003治疗组中有1个(2％)的严重程度为中

度。

[0143] 没有与异常实验室值相关的TEAE。在任何治疗组中，肝功能测试(ALT、AST或胆红

素)均无临床上有意义的升高或趋势，在安慰剂组或LIB003治疗组之间也没有差异。具体而

言，没有受试者经历ALT升高或者AST>3×ULN，并且没有受试者的胆红素>2×ULN。在所有治

疗组中多数受试者的CK未持续增加(这与运动或活动相关)，且均未超过5×ULN。治疗组之

间在肾功能、葡萄糖、其他化学或血液学参数方面无临床上显著的增加或差异。

[0144] 在生命体征、ECG和体格检查结果中无临床上有意义的发现。在研究药物施用之后

的15分钟剂量后时间点，总共有五次记录的注射部位红斑事件。在第一天剂量后15分钟，安

慰剂组中有一位受试者还报告了注射部位瘙痒。剂量后15分钟发生的所有注射部位反应的

严重程度均为轻度，其中安慰剂组中有1个，联合LIB003治疗组中有4个。

[0145] 功效结果概述

[0146] 所测试的所有LIB003剂量(150mg、300mg和350mg)均导致LDL‑C和游离PCSK9水平

快速、持续且显著平均下降。在300mg  LIB003剂量群组中观察到LDL‑C的最大平均下降。与

以前的研究一致，较高的350mg  LIB003剂量不会进一步降低LDL‑C。发现150mg剂量不足以

在各剂量之间的整个四周内获得最大的LDL‑C降低。

[0147] 该研究的功效数据的汇总显示在下表13中。

[0148] 表13：功效数据
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[0149]
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[0150]

[0151] 在LIB003中给药后，如通过Friedewald公式计算，从基线到第10周和第12周LOCF

的平均值以及到第12周LOCF，LDL‑C水平持续大幅平均下降。LIB003群组与安慰剂组之间从

基线到第10周和第12周LOCF平均值以及到第12周LOCF的LDL‑C的最大LS平均变化百分比差

异(95％CI)出现在300mg  LIB003剂量群组中，且分别为‑76.1％([‑86.0％，‑66.2％]，p＜

0.0001)和‑77.3％([‑90.5％，‑64.1％]，p<0.0001)。通过制备型超速离心和霍普金斯公式

对LDL‑C水平的平均变化百分比进行评估得出了相似的发现。

[0152] 先前的研究表明一旦实现最大PCSK9抑制，就不会再发生LDL‑C降低，与之一致的

是较高剂量的350mg  LIB003不会导致LDL‑C水平进一步降低。尽管每两周一次给药后150mg

剂量实现了与300mg和350mg剂量相似的降低，但其不足以在各剂量之间在整个四周内维持

最大的LDL‑C降低。

[0153] 在LIB003剂量后，从基线到第10周和第12周LOCF的平均值以及到第12周LOCF，游

离PCSK9水平持续大幅平均下降。LIB003群组与安慰剂组之间从基线到第10周和第12周

LOCF平均值以及到第12周LOCF的游离PCSK9水平的LS平均变化百分比差异(95％CI)出现在

300和350mg群组中，分别为‑89 .7％([‑100 .0％，‑79 .4％]，p<0 .0001)和‑92 .8％([‑

102.9％，‑82.6％]，p＜0.0001)。LIB003群组与安慰剂组之间从基线到第12周LOCF的游离

PCSK9水平的LS平均变化百分比差异(95％CI)在300和350mg群组中分别为‑84 .1％([‑

99.5％，‑68.7％]，p＜0.0001)和‑90.2％([‑105.4％，‑75.0％]，p＜0.0001)。尽管在第12

周时350mg  LIB0003剂量比300mg剂量抑制略多的PCSK9(分别为90.2％与84.1％)，但这并

未产生更大的LDL‑C功效。

[0154] 另外，在LIB003剂量后，从基线到第10周和第12周LOCF的平均值以及到第12周

LOCF，总PCSK9水平持续且大幅平均下降。对于LIB003150mg、300mg和350mg群组，从基线到

第10周和第12周LOCF的平均值的平均变化百分比分别为95.555％、90.273％和90.080％。

对于LIB003150mg、300mg和350mg群组，从基线到第12周LOCF的平均变化百分比分别为

75.165％、78.188％和86.811％。相比之下，安慰剂在同一时间点显示出最小的平均百分比

变化(≤3.044％)。

[0155] 此外，从基线到第10周和第12周LOCF的平均值以及到第12周LOCF，非HDL‑C水平持

续大幅平均下降，并且TC水平持续中幅平均下降。但是，在LIB003群组和安慰剂组中，从基

线到第10周和第12周LOCF的平均值以及到第12周，HDL‑C水平只有极小的平均变化。此外，

使用ANOVA模型比较每个LIB003群组与安慰剂组之间VLDL‑C和TG水平的变化百分比，显示

从基线到第10周和第12周LOCF的平均值以及到第12周LOCF，VLDL‑C和TG水平小幅平均下

降。

[0156] 而且，在LIB003剂量后，从基线到第12周LOCF，载脂蛋白B水平持续大幅平均下降。

LIB003群组与安慰剂组之间的载脂蛋白B最大LS平均变化百分比差异(95％CI)出现在

300mg群组中并且为‑58.4％([‑68.9％，‑48.0％]，p＜0.0001)。

[0157] 此外，在所有LIB003剂量后，从基线到第12周LOCF，Lp(a)水平持续中幅下降。

LIB003群组与安慰剂组之间的Lp(a)最大LS平均变化百分比差异(95％CI)出现在300mg群
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组中并且为‑28.7％([‑42.6％，‑14.8％]，p＜0.0001)。该降低与PCSK9单克隆抗体在等效

剂量和给药频率下所实现的降低一致，后者与LIB003  300mg  Q4W相似地抑制了游离PCSK9

和LDL‑C。

[0158] 对于LIB003人群和安慰剂组，从基线到第12周LOCF，载脂蛋白A1水平显示极小平

均变化。

[0159] 基于上述2期研究的数据，选择LIB003300mg皮下Q4W剂量进行开放标签扩展和3期

研究。

[0160] 序列

[0161] 结合PCSK9的基序

[0162]

[0163] HSA氨基酸序列

[0164]

[0165] 结合PCSK9的融合蛋白

[0166]
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[0167]
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