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1.药物组合物，其包含：

重组腺相关病毒(rAAV)载体，

氯化钠(NaCl)

氯化钾(KCl)，

磷酸氢二钠(Na2HPO4) ,

磷酸二氢钾(KH2PO4) ,

氯化镁(MgCl2) ,

多元醇，和

泊洛沙姆，

任选地，其中所述组合物包含不超过约0.1mM氯化钙并且具有约7.1至约7.5的pH。

2.权利要求1的组合物，其中所述多元醇是蔗糖。

3.权利要求1或2的组合物，其中所述泊洛沙姆是泊洛沙姆188。

4.权利要求1‑3中任一项的组合物，其中所述组合物含有约0.1至约2.0mM氯化镁。

5.权利要求4的组合物，其中所述组合物含有约0.5mM或更高的氯化镁。

6.权利要求4的组合物，其中所述组合物含有约1.4mM氯化镁。

7.权利要求4的组合物，其中所述组合物含有超过约1.3mM的氯化镁。

8.权利要求1‑7中任一项的组合物，其中所述组合物含有约150mM至约200mM，任选地约

172mM的氯化钠。

9.权利要求1‑8中任一项的组合物，其中所述组合物含有约2.5mM至约3.0mM，任选地约

2.7mM的氯化钾。

10.权利要求1‑9中任一项的组合物，其中所述组合物含有约5mM至约10mM，任选地约

8mM的磷酸氢二钠。

11.权利要求1‑10中任一项的组合物，其中所述组合物含有约1.0mM至约2.0mM，任选地

约1.5mM的磷酸二氢钾。

12.权利要求1‑11中任一项的组合物，其中所述组合物含有约0.5％至约2％(w/v)，任

选地约1％(w/v)的蔗糖。

13.权利要求1‑12中任一项的组合物，其中所述组合物含有约0.01％至约0.1％(w/v)，

任选地约0.05％(w/v)的泊洛沙姆188。

14.药物组合物，其包含：

重组腺相关病毒(rAAV)载体，

约171.81mM氯化钠，

约2.68mM氯化钾，

约8.10mM磷酸氢二钠，

约1.47mM磷酸二氢钾，

约1.40mM氯化镁，

约1.00％(w/v)蔗糖，和

约0.05％(w/v)泊洛沙姆188，

任选地，其中所述组合物包含不超过约0.1mM氯化钙并且具有约7.1至约7.5的pH。

15.药物组合物，其包含：
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重组腺相关病毒(rAAV)载体，

约172mM氯化钠，

约2.68mM氯化钾，

约8.10mM磷酸氢二钠，

约1.47mM磷酸二氢钾，

约0.49mM氯化镁，

约1.00％(w/v)蔗糖，和

约0.05％(w/v)泊洛沙姆188，

任选地，其中所述组合物包含不超过约0.1mM氯化钙并且具有约7.1至约7.5的pH。

16.权利要求1‑15中任一项的组合物，其中所述rAAV包含基因组，所述基因组包含治疗

性蛋白质的表达盒。

17.权利要求16的组合物，其中所述治疗性蛋白质是人因子VIII多肽。

18.药物组合物，其包含：

重组腺相关病毒(rAAV)载体，其中所述rAAV包含基因组，所述基因组包含用于表达人

因子VIII多肽的表达盒，

约171.81mM氯化钠，

约2.68mM氯化钾，

约8.10mM磷酸氢二钠，

约1.47mM磷酸二氢钾，

约1.40mM氯化镁，

约1.00％(w/v)蔗糖，和

约0.05％(w/v)泊洛沙姆188，

任选地，其中所述组合物包含不超过约0.1mM氯化钙并且具有约7.1至约7.5的pH。

19.药物组合物，其包含：

重组腺相关病毒(rAAV)载体，其中所述rAAV包含基因组，所述基因组包含用于表达人

因子VIII多肽的表达盒，

约172mM氯化钠，

约2.68mM氯化钾，

约8.10mM磷酸氢二钠，

约1.47mM磷酸二氢钾，

约0.49mM氯化镁，

约1.00％(w/v)蔗糖，和

约0.05％(w/v)泊洛沙姆188，

任选地，其中所述组合物包含不超过约0.1mM氯化钙并且具有约7.1至约7.5的pH。

20.权利要求17‑19中任一项的组合物，其中所述人因子VIII多肽包含SEQ  ID  NO:1。

21.权利要求17‑19中任一项的组合物，其中所述rAAV的基因组包含SEQ  ID  NO:2或SEQ 

ID  NO:2的核苷酸131‑5,024。

22.权利要求1‑21中任一项的组合物，所述组合物含有约1.0E+12至约1.0E+14个载体

基因组(vg)每mL，任选地约1.0E+13至约5.0E+13个vg每mL的rAAV。
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23.权利要求22的组合物，其中所述组合物含有约1.0E+13个vg每mL。

24.前述权利要求中任一项的组合物，其中所述rAAV包含AAV6衣壳蛋白，任选地包含

AAV2的反向末端重复(ITR)。

25.小瓶，其包含5‑10mL、任选地6.4mL的权利要求1‑24中任一项的组合物。

26.权利要求25的小瓶，其中所述小瓶由环烯烃共聚物制成。

27.权利要求25或26的小瓶，其中所述小瓶具有原位热塑性弹性体塞子。

28.治疗需要治疗性蛋白质的患者的方法，所述方法包括向所述患者施用权利要求1‑

24中任一项的组合物。

29.在有此需要的人受试者中增加因子VIII的血清水平的方法，所述方法包括向所述

人受试者经静脉内施用权利要求17‑24中任一项的药物组合物，或权利要求25‑27中任一项

的小瓶的全部内容物。

30.权利要求29的方法，其中所述人受试者患有A型血友病。

31.治疗有此需要的人受试者的A型血友病的方法，所述方法包括向所述人受试者经静

脉内施用权利要求17‑24中任一项的药物组合物，或权利要求25‑27中任一项的小瓶的全部

内容物。

32.权利要求1‑24中任一项的药物组合物在制备用于在权利要求28‑31中任一项的方

法中治疗人受试者的药物中的用途。

33.权利要求1‑24中任一项的药物组合物，其用于在权利要求28‑31中任一项的方法中

治疗人受试者。
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含有腺相关病毒载体的改善的药物组合物

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求2020年12月18日提交的美国申请号63/127,826的优先权，其内容通过

引用整体并入本文。

[0003] 序列表

[0004] 本申请包含序列表，该序列表以ASCII格式以电子方式提交，并且在此通过引用整

体并入。所述ASCII副本创建于2021年12月1日，命名为025297_WO029_SL.txt，并且大小为

19,967字节。

[0005] 发明背景

[0006] 基因疗法是治疗遗传疾病的很有前景的方法。它向患者引入缺陷基因的健康拷

贝，或使功能不适当的突变基因失活。基因疗法研究特别感兴趣的遗传疾病是A型血友病。A

型血友病，也称为经典型血友病，是X连锁遗传疾病，其中血液凝固过程由于编码因子VIII

的基因缺失或有缺陷而受损。患有A型血友病的患者会出现内部出血(例如，在关节和肌肉

内)或外部出血(例如，由于轻微割伤、外伤或牙科手术)。因子VIII的正常血浆水平范围为

50％至100％。轻度A型血友病的特征在于血液中因子VIII的水平为6％至49％；患者通常仅

在严重受伤、外伤或手术后出血。中度A型血友病的特征在于血液中因子VIII的水平为1％

至5％；患者在受伤后有出血事件。重度A型血友病的特征在于血液中因子VIII的水平低于

1％；患者在受伤后经历出血并且还具有频繁的自发性出血事件，通常发生在关节和肌肉

中。另请参见国家血友病基金会的网站。A型血友病通常用替代性因子VIII进行按需(在出

血时)或预防性治疗。一些患者会产生针对替代性因子的同种抗体(又名抑制剂)，从而导致

治疗无效。目前的疗法很繁琐，因为它们需要频繁的静脉注射，而且发展中国家的资源也有

限。因此，基因疗法为治疗A型血友病提供了很有前景的方法。

[0007] 已经探索了重组腺相关病毒(rAAV)作为基因疗法中基因递送的平台。腺相关病毒

(AAV)是小型无包膜病毒，属于细小病毒科和依赖性细小病毒属。该病毒包含包装在衣壳中

的单链DNA基因组，该衣壳由三种衣壳蛋白—病毒蛋白(VP)1、VP2和VP3组装而成。将rAAV制

剂配制成临床使用的药物组合物一直是一个挑战。已经观察到常用的rAAV配制剂会随着时

间的推移或在实验室模拟的压力测试中形成可见的沉淀物。如果不加以解决，这些沉淀物

会对患者安全构成危险。从一些rAAV配制剂观察到的物理稳定性问题也可能对产品在储

存、运输和向患者施用所需的保存期限内的功效产生负面影响(参见，例如，Wright  et 

al .,Molecular  Therapy(2005)12(1):171‑8；Croyle  et  al .,Gene  Therapy(2001)8:

1281‑90)。因此，需要开发改善的rAAV载体的配制剂，使得它们在基因疗法中的治疗潜力能

够充分发挥。

[0008] 发明概述

[0009] 本公开提供了适用于临床施用的稳定的rAAV载体配制剂。在一方面，本公开提供

了药物组合物，其包含rAAV载体、氯化钠(NaCl)、氯化钾(KCl)、磷酸氢二钠(Na2HPO4)、磷酸

二氢钾(KH2PO4)、氯化镁(MgCl2)、多元醇(例如蔗糖)和泊洛沙姆(例如泊洛沙姆188)，任选

地，其中组合物包含不超过约0.1mM的氯化钙并且具有约7.1至约7.5的pH。
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[0010] 在一些实施方案中，组合物含有约0.1至约2.0mM(例如，约0.5mM或更高、约1.3mM

或更高、或约1.4mM)的氯化镁。

[0011] 在一些实施方案中，组合物含有约150至约200mM，任选地约172mM的氯化钠。

[0012] 在一些实施方案中，组合物含有约2.5至约3.0mM，任选地约2.7mM的氯化钾。

[0013] 在一些实施方案中，组合物含有约5至约10mM，任选地约8mM的磷酸氢二钠。

[0014] 在一些实施方案中，组合物含有约1.0至约2.0mM，任选地约1.5mM的磷酸二氢钾。

[0015] 在一些实施方案中，组合物含有约0.5％至约2％(w/v)，任选地约1％(w/v)的蔗

糖。

[0016] 在一些实施方案中，组合物含有约0.01％至约0.1％(w/v)，任选地约0.05％(w/v)

的泊洛沙姆188。

[0017] 在特定的实施方案中，本公开提供了药物组合物，其包含rAAV载体、约171.81mM氯

化钠、约2.68mM氯化钾、约8.10mM磷酸氢二钠、约1.47mM磷酸二氢钾、约1.40mM氯化镁、约

1.00％(w/v)蔗糖和约0.05％(w/v)泊洛沙姆188，任选地，其中组合物包含不超过约0.1mM

的氯化钙并且具有约7.1至约7.5的pH。

[0018] 在其他特定的实施方案中，本公开提供了药物组合物，其包含rAAV载体、约172mM

氯化钠、约2.68mM氯化钾、约8.10mM磷酸氢二钠、约1.47mM磷酸二氢钾、约0.49mM氯化镁、约

1.00％(w/v)蔗糖和约0.05％(w/v)泊洛沙姆188，任选地，其中组合物包含不超过约0.1mM

的氯化钙并且具有约7.1至约7.5的pH。

[0019] 在一些实施方案中，本发明组合物中的rAAV包含基因组，该基因组包含治疗性蛋

白质如人因子VIII多肽(例如，SEQ  ID  NO:1)的表达盒。在特定的实施方案中，AAV基因组包

含SEQ  ID  NO:2或SEQ  ID  NO:2的核苷酸131‑5,024。

[0020] 在一些实施方案中，组合物含有约1.0E+12至约1.0E+14个载体基因组(vg)每mL，

任选地约1.0E+13至约5.0E+13个vg每mL(例如，约1.0E+13个vg每mL)的rAAV。

[0021] 在一些实施方案中，rAAV包含AAV6衣壳蛋白(例如，具有AAV6衣壳)。在一些实施方

案中，AAV基因组包含来自AAV2的反向末端重复(ITR)。

[0022] 在另一方面，本公开提供了包含5‑10mL、任选地6.4mL的本发明组合物的小瓶。小

瓶可以由例如环烯烃共聚物制成，和/或可以具有原位热塑性弹性体塞子。

[0023] 在另一方面，本公开提供了治疗需要治疗性蛋白质的患者的方法，该方法包括向

患者施用本发明的组合物。在一些实施方案中，本公开提供了提高有此需要的人受试者(例

如，患有A型血友病的人受试者)的因子VIII的血清水平的方法，该方法包括向人受试者静

脉内施用其中rAAV编码人因子VIII多肽的本发明组合物。还提供了用于此类治疗方法的药

物组合物，以及组合物在制备用于此类方法的药物中的用途。

[0024] 本发明的其他特征、目的和优点在下面的详细描述中是显而易见的。然而，应当理

解，详细描述虽然指示了本发明的实施方案和方面，但仅以说明而非限制的方式给出。通过

详细描述，在本发明范围内的各种变化和修改对于本领域技术人员来说将是显而易见的。

[0025] 附图简述

[0026] 图1A‑F总结了在含有SB‑525的配制剂的样品中发现的微粒物质的表征。

[0027] 图2显示了通过切向流过滤(TFF)进行缓冲液交换的示意图。

[0028] 图3显示了AAV6载体配制剂的配制、装填和完成步骤。
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[0029] 图4A显示了多次冻融循环后AAV6载体配制剂的载体基因组(vg)滴度和感染滴度。

展示的误差条是来自通过MADLS测量颗粒浓度获得的N≥3个样品测量值的±百分比RSD，或

者是vg滴度、中值组织培养感染剂量(TCID50)、ELISA和SE‑LC的±可接受的测试变异性。

RSD：相对标准偏差。MADLS：多角度动态光散射。SE‑LC：尺寸排阻液相色谱。

[0030] 图4B显示了多次冷冻/解冻循环后AAV6载体配制剂的衣壳滴度和颗粒浓度。展示

的误差条是来自通过MADLS测量颗粒浓度获得的N≥3个样品测量值的±百分比RSD，或者是

vg滴度、TCID50、ELISA和SE‑LC的±可接受的测试变异性。

[0031] 图4C是显示冷冻/解冻AAV6载体配制剂样品的总体和纯度质量属性结果的表格。

[0032] 图4D是显示冷冻/解冻AAV6载体配制剂样品的强度质量属性结果的表格。

[0033] 图5A显示了在环境(25℃/60％RH)条件下最长达6个月的vg和感染滴度。RH：相对

湿度。

[0034] 图5B显示了在环境(25℃/60％RH)条件下最长达6个月的衣壳滴度和颗粒浓度。

[0035] 图5C是显示环境(25℃/60％RH)孵育样品的总体和纯度质量属性结果的表格。ND：

无数据。NAA：无可用的分析。

[0036] 图5D是显示环境(25℃/60％RH)孵育样品的强度质量属性结果的表格。

[0037] 图6A显示了在受压(40℃/75％RH)条件下3个月的vg和感染滴度。

[0038] 图6B显示了在受压(40℃/75％RH)条件下最长达7个月的衣壳滴度和颗粒浓度。

[0039] 图6C是显示受压(40℃/75％RH)孵育样品的总体和纯度质量属性结果的表格。

[0040] 图6D是显示受压(40℃/75％RH)孵育样品的强度质量属性结果的表格。

[0041] 图7是显示稳定性样品质量属性的相关标准和失败标准的表格。

[0042] 图8是显示样品间配制剂评估总结的表格。

[0043] 图9是显示研究终点趋势线以及总体和纯度质量属性的配制剂评估的表格。

[0044] 图10是显示SB‑525药品在预期储存温度(‑70℃)下的长期(24个月)稳定性的表

格。

[0045] 发明详述

[0046] 本公开提供了包含AAV载体和一种或多种药学上可接受的赋形剂的药物组合物。

本发明的AAV载体组合物可以包含rAAV，其基因组携带感兴趣的蛋白质(例如，治疗性蛋白

质)的表达盒。发明人出乎意料地发现，与现有组合物相比，基本上不含钙(例如，配制剂中

未添加钙)的AAV载体配制剂具有改善的稳定性和保存期限。由于常规观点认为钙会改善

AAV组合物的稳定性，因此现有配制剂中通常包含钙(参见，例如，Turnbull  et  al .,Hum 

Gene  Ther.(2000)11(4):629‑35；Cotmore  et  al.,J  Virol.(2010)84(4):1945‑56)。发明

人已经发现，本发明的AAV载体组合物具有改善的外观(例如，澄清和无色)、更稳定的pH值

和更少的聚集物(如在冷冻/解冻循环和加速稳定性条件下通过产品质量属性所确定的)。

由于配制的不含钙的AAV载体产品表现出更好的产品稳定性，因此产品性能或稳定性不需

要钙离子。

[0047] I.重组AAV的制备物

[0048] 本文描述的病毒制剂可以通过任何已知的生产系统获得，如哺乳动物细胞AAV生

产系统(例如，基于293T或HEK293细胞的生产系统)和昆虫细胞AAV生产系统(例如，基于sf9

昆虫细胞的生产系统和/或使用杆状病毒辅助载体的生产系统)。可以通过使用众所周知的
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技术(如不连续氯化铯密度梯度)从细胞培养物中纯化病毒制剂(参见，例如，Grieger,Mol 

Ther  Methods  Clin  Dev.(2016)3:16002)。

[0049] 本发明的组合物可以包含以下多种AAV血清型的任何一种或组合：如AAV1、AAV2、

AAV3、AAV3B、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV8.2、AAV9、AAVrh10、AAV10和AAV11，以及它们

的变体、杂合体、嵌合体或伪型。“伪型的”或“交叉包装的”rAAV意指其衣壳被另一种AAV血

清型的衣壳取代的重组AAV，例如，以改变病毒的转导效率或向性概况(参见，例如，Balaji 

et  al.,J  Surg  Res.(2013)184(1):691‑8)。“嵌合的”或“杂合的”rAAV意指其衣壳由衍生

自不同血清型的衣壳蛋白组装而成和/或其衣壳蛋白是具有衍生自不同血清型(例如，血清

型1和血清型2；参见，例如，Hauck  et  al.,Mol  Ther.(2003)7(3):419‑25)的序列的嵌合蛋

白的重组AAV。例如，本发明的组合物可以包含其基因组(如ITR)衍生自一种血清型(如

AAV2)，而衣壳衍生自另一种血清型的重组AAV；例如，AAV2/8、AAV2/5、AAV2/6、AAV2/9或

AAV2/6/9。参见，例如，美国专利7,198,951和9,585,971。

[0050] II.重组AAV的配制剂

[0051] 一经纯化，AAV制剂可以如本文所述配制，例如，通过切向流过滤的缓冲液交换、使

用搅拌式过滤器(stir‑cell)的正常流动过滤、凝胶过滤、透析、柱层析和/或脱盐柱，以达

到包含期望的成分的组合物。作为示例，纯化的病毒制剂可以首先通过超滤(UF)浓缩，然后

用10倍或更多倍等同体积的期望的水性配制剂溶液渗滤(DF)。另请参见下面的示例。

[0052] 配制剂溶液可以包含张力剂、稳定剂、表面活性剂和缓冲剂。缓冲剂可以包括，例

如，乙酸盐、琥珀酸盐(例如六水琥珀酸二钠)、琥珀酸、葡萄糖酸盐、柠檬酸盐、组氨酸、乙

酸、磷酸盐、磷酸、抗坏血酸盐、抗坏血酸、酒石酸、苹果酸盐、马来酸、甘氨酸、乳酸盐、乳酸、

碳酸氢盐、碳酸、苯甲酸钠、苯甲酸、依地酸盐、咪唑、tris及它们的混合物。在一些实施方案

中，配制剂溶液含有例如分别约150‑200mM(例如，约150mM、约155mM、约160mM、约165mM、约

168mM、约170mM、约171mM、约171 .1mM、约171 .2mM、约171 .3mM、约171 .4mM、约171 .5mM、约

171.6mM、约171.7mM、约171.8mM、约171.9mM或约172mM)和约2.5‑3.0mM(例如，约2.5mM、约

2.6mM、约2.61mM、约2.61mM、约2.63mM、约2.64mM、约2.65mM、约2.66mM、约2.67mM、约

2.68mM、约2.69mM或约2.7mM、约2.8mM、约2.9mM、约3.0mM)的氯化钠和/或氯化钾。

[0053] 配制剂溶液可以是磷酸盐缓冲的，例如通过磷酸氢二钠和/或磷酸二氢钾缓冲的。

在一些实施方案中，配制剂溶液中的总磷酸根离子浓度为约8‑12mM(例如，约9.6mM或约

9.57mM)。在某些实施方案中，配制剂溶液含有约5‑10mM(例如，约5mM、约6mM、约7mM、约

7.9mM、约8mM或约8.1mM、约8.2mM、约8.5mM、约9mM或约10mM)磷酸氢二钠和约1‑2mM(例如，

约1mM、约1.2mM、约1.3mM、约1.45mM、约1.47mM、约1.48mM、约1.49mM、约1.5、约1.6mM、约

1.7mM、约1.8mM、约1.9Mm或约2mM)磷酸二氢钾。配制剂可以具有约6.5‑8.0(例如，约7.1‑

7.5、约7.1、约7.2、约7.3、约7.4或约7.5)的pH。

[0054] 配制剂溶液可以含有镁但不添加钙。在一些实施方案中，配制剂溶液含有约0.1至

2.0mM(例如，约0.5至约1.4mM、约0.1mM、约0.2mM、约0.3mM、约0.4mM、约0.42mM、约0.44mM、

约0.45mM、约0.46mM、约0.47mM、约0.48mM、约0.49mM、约0.5、约0.55mM或约0.6mM)氯化镁。

尽管配制剂溶液不含有添加的钙，但是由AAV制剂和配制剂溶液组成的药物组合物可以具

有在AAV制备和纯化过程中携带的痕量的钙。例如，当通过比色测定测量时，药物组合物可

以含有不超过约0.10mM(例如，不超过约0.09、0.07、0.05、0.03或0.01mM)的钙。在一些实施
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方案中，药物组合物不含有如通过比色测定所测量的可检测的钙。在一些实施方案中，药物

组合物不含有钙(即，0mM钙)。

[0055] 配制剂溶液可以含有多元醇，如甘露醇、海藻糖、山梨糖醇、赤藓糖醇、异麦芽酮糖

醇、乳糖醇、麦芽糖醇、木糖醇、甘油、乳糖醇、乙二醇、丙二醇、聚乙二醇、肌醇、果糖、葡萄

糖、甘露糖、蔗糖、山梨糖、木糖、乳糖、麦芽糖、右旋糖、普鲁兰多糖(pullulan)、糊精、环糊

精、可溶性淀粉、羟乙基淀粉、水溶性葡聚糖或它们的混合物。在一些实施方案中，配制剂溶

液含有约0.5％至2％(例如，约0.5％、约0.6％、约0.7％、约0.8％、约0.9％或约1％)(w/v)

的蔗糖。

[0056] 配制剂溶液可以含有非离子或离子亲水性表面活性剂。表面活性剂的示例是聚山

梨酯、泊洛沙姆、triton、十二烷基硫酸钠、月桂基硫酸钠、辛基糖苷钠、月桂基‑磺基甜菜

碱、肉豆蔻基‑磺基甜菜碱、亚油基‑磺基甜菜碱、硬脂基‑磺基甜菜碱、月桂基‑肌氨酸、肉豆

蔻基‑肌氨酸、亚油基‑肌氨酸、硬脂酰‑肌氨酸、亚油酰‑甜菜碱、肉豆蔻基‑甜菜碱、鲸蜡基‑

甜菜碱、月桂酰氨基丙基‑甜菜碱、椰油酰胺丙基‑甜菜碱、亚油酰胺丙基‑甜菜碱、肉豆蔻酰

胺丙基‑甜菜碱、棕榈酰胺丙基‑甜菜碱、异硬脂酰胺丙基‑甜菜碱、肉豆蔻酰胺丙基‑二甲

胺、棕榈酰胺丙基‑二甲胺、异硬脂酰胺丙基‑二甲胺、甲基椰油酰基牛磺酸钠、甲基油酰基

牛磺酸二钠、二羟丙基PEG‑5亚油基氯化铵、聚乙二醇、聚丙二醇、失水山梨糖醇单酯(例如，

Spans)、甘油的酸酯以及它们的混合物。在一些实施方案中，表面活性剂可以是聚山梨醇酯

(PS)20、PS‑21、PS‑40、PS‑60、PS‑61、PS‑65、PS‑80、PS‑81、PS‑85、PEG‑3350、泊洛沙姆188以

及它们的混合物。在一些实施方案中，配制剂溶液含有约0.01％至0.1％(例如，约0.01％、

约0.02％、约0.03％、约0.04％、约0.05％、约0.06％、约0.07％、约0.08％、约0.09％或约

0.1％)(w/v)的泊洛沙姆188。

[0057] 在特定的实施方案中，药物组合物包含配制剂F2或F3中的AAV载体。F2和F3的成分

如下表A所示。含有钙和镁的Dulbecco磷酸盐缓冲盐水(DPBS)是细胞培养应用中常用的配

制剂。F0是另一种先前的含钙配制剂。如以下示例所示，F2和F3在配制AAV方面优于DPBS和

F0。

[0058] 表A.配制剂比较

[0059] 组分(单位) DPBS F0 F2 F3

NaCl(mM) 136.89 171.80 171.80 171.80

KCl(mM) 2.68 2.68 2.68 2.68

Na2HPO4(mM) 8.10 8.10 8.10 8.10

KH2PO4(mM) 1.47 1.47 1.47 1.47

CaCl2(mM) 0.90 0.90 0.0 0.0

MgCl2(mM) 0.50 0.50 0.49 1.40

蔗糖(％w/v) 0.0 1.00％ 1.00％ 1.00％

泊洛沙姆188(％w/v) 0.0 0.05％ 0.05％ 0.05％

[0060] 如本文所用，配制剂中各种成分的浓度可以用零位、一位或两位小数表示。因此，

例如，在F2中，NaCl、KCl、Na2HPO4、KH2PO4、MgCl2和蔗糖的浓度可以分别表示为171.80(或

171 .8或172)mM、2.68(或2.7)mM、8.10(或8.1或8)mM、1.47(或1.5)mM、0.49(或0.5)mM和

1.00％(或1.0％或1％)(w/v)。在F3中，NaCl、KCl、Na2HPO4、KH2PO4、MgCl2和蔗糖的浓度可以
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分别表示为171.80(或171.8或172)mM、2.68(或2.7)mM、8.10(或8.1或8)mM、1.47(或1.5)

mM、1.40(或1.4)mM和1.00％(或1.0％或1％)(w/v)。

[0061] 药物组合物还可以包含一种或多种防腐剂，如抗坏血酸(维生素C)、亚硫酸盐、山

梨酸盐、苯甲酸盐、苯酚、间甲酚、苯甲醇、苯扎氯铵、苯氧乙醇和/或对羟基苯甲酸酯类(例

如，对羟基苯甲酸甲酯)。在一些实施方案中，药物组合物不含有任何添加的防腐剂。

[0062] 药物组合物还可以包含增强药物组合物有效性的其他试剂。药物组合物可以含有

递送媒介物，如脂质体、纳米胶囊、微粒、微球、脂质颗粒和囊泡。

[0063] III.示例性重组AAV

[0064] 在示例性实施方案中，本公开提供了改善的药物组合物，其包含用于因子VIII基

因疗法的rAAV载体。称为PF‑07055480/SB‑525(或本文中的“SB‑525”)的rAAV载体是2/6伪

血清型，其包含AAV6衣壳和具有AAV2反向末端重复(ITR)的重组基因组。SB‑525的基因组携

带编码人因子VIII(FVIII)的B结构域缺失的(BDD)型式的表达盒。参见，例如，WO  2017/

074526(序列#37)。SB‑525以静脉内(IV)剂施用并且具备肝脏特异性趋向性，以为患有A型

血友病的患者提供因子VIII蛋白的长期肝脏产生。参见WO  2020/028830。分泌的FVIII蛋白

与获批的重组抗血友病因子( 和 )具有相同的氨基酸序列。

[0065] SB‑525的基因组包含人因子VIII  BDD型式的表达盒，其具有下文所示的氨基酸序

列：

[0066]

[0067]

[0068] SEQ  ID  NO:1的信号肽部分显示在上面的方框中并且在蛋白质分泌时被切除。

[0069] SB‑525基因组包含以下核苷酸序列：
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[0070]
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[0071]

[0072] 在上述序列中，左侧(5’)ITR(AAV2  ITR)跨越核苷酸1‑130，右侧(3’)ITR(AAV2 

ITR)跨越核苷酸5025‑5132。两个ITR均已加方框。

[0073] IV.重组AAV配制剂的用途

[0074] 本发明的药物组合物可以在包含小瓶(例如，预处理的玻璃小瓶或COP小瓶)和使

用说明书的制品(例如，试剂盒)中提供。在一些实施方案中，每个小瓶在0.5‑50mL(例如，1‑

10mL)中含有约1E+11至1E+15vg每mL的AAV。在特定的实施方案中，每个小瓶含有5E+12至1E

+14/mL(例如，1E+13vg/mL)。在某些实施方案中，每个小瓶在6mL中含有6E+13vg。

[0075] 可以将组合物一次或多于一次施用于患者。例如，可以将组合物以不少于1个月、3

个月、6个月、9个月或一年的间隔施用于患者。在一些实施方案中，可以将组合物以不少于

两年、五年、七年、十年或十五年的间隔施用于患者。可以将药物组合物通过适合待治疗疾

病的途径提供给有此需要的患者。例如，可以通过静脉内注射、动脉内注射、颅内注射、腹膜

内注射、门静脉注射或肌内注射来施用组合物。例如，可以将SB‑525药物组合物以1E+11至

1E+15vg/kg，如1E+11至1E+14(例如，1E+12至1E+14)vg/kg经静脉内提供给A型血友病患者。

在一些实施方案中，可以将SB‑525药物组合物以5E+11、6E+11、7E+11、8E+11、9E+11、1E+12、

2E+12、3E+12、4E+12、5E+12、6E+12、7E+12、8E+12、9E+12、1E+13、2E+13、3E+13、4E+13、5E+
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13、6E+13、7E+13、8E+13、9E+13或1E+14vg/kg经静脉内提供给A型血友病患者。在一些实施

方案中，将SB‑525组合物以约6E+13vg/kg的剂量经静脉内提供给A型血友病患者。

[0076] 在一些实施方案中，患者患有重度或中度A型血友病。在进一步的一些实施方案

中，患者没有抑制剂(因子VIII的同种抗体)。在某些实施方案中，患者不具有针对AAV6的中

和抗体。患者可以是成人或青少年患者(≥12岁)或儿科患者(<12岁)。

[0077] 除非本文另有定义，与本公开相关的科学术语和技术术语应具有本领域普通技术

人员通常理解的含义。示例性方法和材料在下文描述，尽管与本文描述的方法和材料相似

或等同的方法和材料也可以用于本公开的实践或测试。在冲突的情况下，以本说明书(包括

定义)为准。通常，与本文所述的心脏病学、医学、药学和药物化学以及细胞生物学相关的命

名法和技术是本领域熟知和常用的那些。酶促反应和纯化技术根据制造商的说明书进行，

如本领域通常完成的或如本文所述。此外，除非上下文另有要求，单数术语应包括复数，并

且复数术语应包括单数。贯穿本说明书和实施例，词语“具有”和“包含”或如“有”、“具有”、

“包含”或“包括”的变体将被理解为意指包含所述的整数或整数组但不排除任何其他整数

或整数组。本文提及的所有出版物和其他参考文献均通过引用整体并入。尽管本文引用了

许多文件，但该引用并不构成承认这些文件中的任何文件构成本领域公知常识的一部分。

如本文所用，应用于一个或多个感兴趣的值的术语“大约”或“约”是指类似于所述参考值的

值。在某些实施方案中，该术语是指在所述参考值的任一方向上(大于或小于)落在10％、

9％、8％、7％、6％、5％、4％、3％、2％、1％或更小范围内的值的范围，除非另有说明或从上

下文中明显看出。

[0078] 为了更好地理解本发明，列出了以下实施例。这些实施例仅出于示例目的，而不应

被解释为以任何方式限制本发明的范围。

实施例

[0079] 以下实施例描述了发明人发现当前的SB‑525配制剂在冷冻/解冻循环(评估生物

产品保存期限和长期稳定性的常见测试)时形成沉淀物的研究。发明人发现沉淀物也在单

独的缓冲液配制剂(即，不含活性病毒载体成分的缓冲液配制剂)中形成。因此，发明人开始

寻找能够避免这个问题的新的配制剂。

[0080] 在该研究中，SB‑525病毒制剂在以大约1.0E+13vg/mL在添加了CaCl2、MgCl2、35mM 

NaCl、1％蔗糖和0.05％ P  188(泊洛沙姆188)的磷酸盐缓冲盐水(PBS)中制备

和配制，以5mL装入6mL  Aseptic  Technologies  crystal封闭小瓶中，并在≤‑65℃下储存。

对于稳定性测试，SB‑525组合物在‑0℃、5℃和25℃下处于稳定状态最长达24个月(表5)。还

进行了五个不受控制的冷冻/解冻循环(F/T)(表1)和24小时搅拌(AG)(表2)。根据表5至表8

分析了药物产品(DP)质量属性。

[0081] 实施例1：冷冻/解冻循环和搅拌测试

[0082] 材料和方法

[0083] SB‑525在含有以下成分的配制剂缓冲液中以1.0E+13vg/mL标称浓度(nominal)提

供：0.90mM  CaCl2、0.49mM  MgCl2、2.68mM  KCl、1 .47mM  KH2PO4、172mM  NaCl、8 .10mM 

Na2HPO4、1％(w/v)蔗糖、0.05％(w/v)泊洛沙姆188，pH  7.36。23个小瓶储存在‑70℃，11个储

存在5℃，8个储存在25℃。
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[0084] 对于冷冻/解冻(F/T)循环测试，样品如表1所示不受控制地F/T循环了三个和五个

循环。

[0085] 表1.DP不受控制的F/T循环

[0086]

[0087] 对于搅拌测试，样品如表2所示在室温下搅拌。

[0088] 表2.DP搅拌设置

[0089]

[0090] 对储存在‑70℃、5℃、25℃的小瓶分别分析(i)外观(液体)、pH、动态光散射(DLS)

和高精度液体颗粒计数(HIAC)；(ii)vg同一性(qPCR)、vg滴度(qPCR)、衣壳滴度(ELISA)、衣

壳同一性(ELISA)和感染滴度(TCID50)；(iii)体外FVIII活性(生物测定)；或(iv)UV  260/

280、还原性CE‑SDS、SEC滴度_260/280。

[0091] 分析经过F/T循环的样品的(i)外观(液体)、pH、渗透压、DLS、HIAC；(ii)vg滴度

(qPCR)、衣壳滴度和同一性(ELISA)、还原性SDS‑PAGE和感染滴度(TCID50)；或(iii)UV  260/

280、SEC滴度_260/280、RP‑HPLC、体外FVIII活性(生物测定)和还原性CE‑SDS。

[0092] 分析经过24小时搅拌(AG)的样品的(i)外观(液体)、pH、渗透压、DLS和HIAC；(ii)

vg滴度(qPCR)、衣壳滴度和同一性(ELISA)、还原性SDS‑PAGE、感染滴度(TCID50)；或(iii)UV 

260/280、SEC滴度_260/280、RP‑HPLC、体外FVIII活性(生物测定)和还原性CE‑SDS。

[0093] 结果

[0094] SB‑525DP稳定性、5个不受控制的F/T循环和24小时搅拌臂的结果如下文所述。

[0095] 如下文表3所示，当样品储存在测试的条件下最长达一个月时，颜色、净度、pH、通

过DLS测量的流体动力学半径、vg滴度、衣壳滴度、通过SDS‑PAGE测量的衣壳纯度、感染滴

度、UV  260/280(空衣壳：完整衣壳比率的替代性测量)和生物活性(相对效力％)没有显著

变化。在5℃和25℃时，可见颗粒发生了变化。所有样品都被冷冻并在T零(T0)时呈现白色和

不透明。

[0096] 表3.稳定性结果

[0097]
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[0098]
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[0099]

[0100] *T0：除功能性生物测定外，所有分析均在每次发布测试中进行

[0101] 1通过qPCR对载体基因组同一性和滴度进行了T0重新测试

[0102] 2由于DP中检测到颗粒，研究在T1M后终止；调查起始

[0103] 3针对不同的参考材料对生物测定(相对效力％)进行T0重新测试

[0104] EFVP：基本上不含可见颗粒

[0105] TMTC：数量过多而无法计数

[0106] N.T.：未测试

[0107] 如表4所示，在所有储存条件下一个月后衣壳纯度没有显著变化。

[0108] 表4.衣壳纯度稳定性结果

[0109]

[0110] 如表5所示，在所有储存条件下一个月后，没有明显的聚集或高分子量物质(HMWS)

的形成(NMT：不超过；LOQ：定量限)。

[0111] 表5.在预期、加速和受压储存条件下一个月后的SEC滴度稳定性结果

[0112]

[0113] 如表6所示，在所有储存条件下一个月后亚可见(subvisible)颗粒(根据HIAC)没

有显著增加。所有时间点均显示颗粒在对于≥10μm和≥25μm范围内低于USP<787>标准，其

中接受标准是每个容器不超过6,000个>10μm的颗粒并且每个容器不超过600个>25μm的颗

粒。

[0114] 表6.HIAC稳定性结果

[0115]

[0116] 如表7所示，在F/T/AG压力后，颜色、净度、pH、通过DLS测量的流体动力学半径、vg
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滴度、衣壳滴度、感染滴度、UV  260/280(空衣壳：完整衣壳比率的替代物)、通过RP‑HPLC测

量的衣壳纯度和生物活性(相对效力％)没有显著变化。F/T的可见颗粒发生了变化。

[0117] 表7.不受控制的F/T循环和24小时AG结果

[0118]

[0119]

[0120] 1颜色不比列出的参考标准更强烈或更呈乳白色。

[0121] 2净度不比列出的参考标准更呈乳白色。
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[0122] 如表8所示，在F/T/AG压力后，还原性CE‑SDS没有显著变化。

[0123] 表8.5个不受控制的F/T循环和24小时AG  CE‑SDS‑还原性结果

[0124] 处理 衣壳(％) VP1(％) VP2(％) VP3(％) 其他(％)

F/T 95.1 2.0 3.0 95.0 4.9

AG 95.2 2.0 3.2 94.8 4.8

[0125] 如表9所示，在F/T/AG压力后，聚集/HMWS形成没有显著变化。

[0126] 表9.5个不受控制的F/T循环和24小时AG  SEC滴度结果

[0127]

[0128] 如表10所示，在F/T后亚可见颗粒(根据HIAC)显著增加。在F/T后的颗粒对于≥10μ

m和≥25μm范围高于USP<787>标准；而在AG后的颗粒对于≥10μm和≥25μm范围低于USP<787

>标准。

[0129] 表10.5个不受控制的F/T循环和24小时AG  HIAC结果

[0130]

[0131] 上述结果表明，当在‑70℃、5℃、或25℃下储存最长达一个月时，SB‑525样品在颜

色、净度、pH、流体动力学半径(通过动态光散射测量)、vg滴度、衣壳滴度、感染滴度、空衣

壳:完整衣壳比率(通过UV  260/280测量)、生物活性(相对效力％)、衣壳纯度(通过SDS‑

PAGE、还原性CE‑SDS和RP‑HPLC测量)或病毒颗粒滴度方面没有显著变化。此外，在F/T或AG

压力后，在颜色、净度、pH、流体动力学半径(通过动态光散射测量)、vg滴度、衣壳滴度、感染

滴度、空衣壳:完整衣壳比率(通过UV  260/280测量)、生物活性(相对效力％)、衣壳纯度(通

过SDS‑PAGE、还原性CE‑SDS、RP‑HPLC测量)或病毒颗粒滴度方面没有显著变化。然而，在F/T

后亚可见颗粒(根据HIAC)显著增加，并且在5℃和25℃下储存一个月后可见颗粒增加。由于

这些结果，该研究在一个月时终止。

[0132] 实施例2：F/T后DP小瓶中的微粒物质的表征。

[0133] 对来自上述SB‑525配制剂稳定性测试中观察到微粒物质的样品进行进一步分析

以进行分离和鉴定。

[0134] 分析了经过5个冻融循环的药物产品样品(“5个F/T后的DP”)和在25℃下储存一个

月的样品(在25℃下1M后的DP)。微粒物质被分离到0.8μmgold滤光片上。然后使用Keyence 

VHX6000数码显微镜在部分环形照明下以150x放大倍数在滤光片上成像。然后将滤光片转

移到傅里叶变换红外(FTIR)显微镜，在显微镜下获得材料的光谱。将FTIR光谱与已知光谱

的KnowItAll数据库进行比较。在25℃下1M后部分DP样品也从滤光片上刮到载玻片上，并使

用Nikon  Eclipse  ME600偏光显微镜在平面偏振光和正交偏光镜下成像。切割部分gold滤

光片并在配备EDS模块的JEOL6000  SEM下分析。样品还通过拉曼显微镜分析进行了分析。

[0135] 对于所有样品，数字化成像都显示出看似半结晶的白色固体。在正交偏光镜条件
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下，“5个F/T后的DP”样品没有展现出任何双折射，表明它是无定形物质或各向同性物质。

SEM/EDS分析显示出大部分的氧、磷和钙。FTIR分析将该材料鉴定为盐，但需要进一步鉴定。

拉曼显微镜能够检测到磷酸钙的特征峰，表明所有样品中的白色微粒物质都是磷酸钙。图

1A‑F总结了颗粒表征研究。

[0136] 实施例3：SB‑525的重新配制

[0137] 本实施例描述了测试可以避免上文观察到的沉淀问题的新的SB‑525配制剂的实

验。这些实验评估了SB‑525DP在分别重新配制以(1)去除钙，(2)去除钙和镁，或(3)将蔗糖

增加至8.5％时的短期稳定性。预期这些变化分别通过(1)去除颗粒的来源，(2)由于MgCl2
的溶解度问题而去除两种二价阳离子，或(3)增加配制剂对冻融压力的稳定性来防止颗粒

的生成。两个试验批次进行了缓冲液交换，并且以2.5mL装填到6mL  AT小瓶中来模拟表面积

与体积(SA/V)装填的最坏情况。装填/完成后，将小瓶进行5次不受控制的冻融循环(≤‑65

℃至环境温度)，然后在≤‑65℃(预期储存)、2‑8℃(受压；液体储存)、25℃(加速；液体储

存)和40℃(侵蚀性/强制降解条件；液体储存)下稳定放置。选择这些条件是为了突出配制

剂之间的差异。

[0138] 从澄清的批量收获物中纯化SB‑525病毒，并且在含有CaCl2、MgCl2、35mM  NaCl、1％

蔗糖和0.05％ P  188(泊洛沙姆188)的磷酸盐缓冲盐水(PBS)中以大约1.0E+

13vg/mL配制，装填到小瓶中，并且在≤‑65℃下储存。

[0139] 材料和方法

[0140] SB‑525配制的原料药(bulk  drug  substance)含有：溶于0.90mM  CaCl2、0.49mM 

MgCl2、2.68mM  KCl、1.47mM  KH2PO4、172mM  NaCl、8.10mM  Na2HPO4、1％(w/v)蔗糖、0.05％(w/

v)泊洛沙姆188，pH  7.0‑7.6的SB‑525(标称1.0E+13vg/mL)，无菌过滤并且于≤‑65℃储存

在125mL  HDPE瓶中。Na2HPO4(无水磷酸氢二钠)、KH2PO4(磷酸二氢钾)、CaCl2(二水氯化钙)和

MgCl2(六水氯化镁)来源于JT  Baker或Fischer。泊洛沙姆188来源于BASF。储存小瓶是6mL 

Aseptic  Technologies(AT)Closed  Crystal  Vials(Aseptic  Technologies；cat#VIA‑

060000)，其是带有主容器密封件、环烯烃共聚物(COC)和原位热塑性弹性体塞子和黄色瓶

盖的小瓶。在DP装填之前，将配制的原料药(FBDS)装填到125mL高密度聚乙烯(HDPE)瓶中并

冷冻至≤‑65℃。然后将瓶子在环境温度下解冻、更换缓冲液、过滤并使用Aseptic 

Technologies  M1装置将DP装填到6mL  AT小瓶中。在大约40psi的压力下，使用50kDa过滤器

装置经由TFF对一个试验批次材料进行缓冲液交换，总共进行10个交换体积。第二个试验批

次使用Amicon搅拌式过滤器在50kDa  NMW  PES过滤器上以大约40psi进行缓冲液交换，总共

进行10个交换体积。这两种交换方法先前已经用于AAV，没有明显的材料损失或吸附。

[0141] AT小瓶以大约1.0E+13vg/mL的目标装填2.5mL，以不受控制的速率从≤‑65℃到环

境温度条件冷冻解冻循环5次，并且在非GMP存储装置中稳定放置。小瓶进行表11中列出的

稳定性拉取计划表，并且通过表12中列出的方法进行测试。表13列出了测试的配制剂。

[0142] 表11.衣壳纯度稳定性计划表
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[0143]

[0144] 表12.分析测试

[0145] 测试编码 测试方法

X 外观(液体)

A pH

A SEC–聚集物，UV  260/280，病毒颗粒滴度

B 功能性FVIII生物测定

C HIAC光遮蔽

D 渗透压(凝固点降低)

D P188

D 蔗糖

D 还原性毛细管凝胶电泳(rCGE)(比率和纯度)

F 质谱(脱酰胺)

B 载体基因组滴度(qPCR)

[0146] 表13.配制剂

[0147]

[0148] *对照配制剂(F0)：0.90mM  CaCl2、0.49mM  MgCl2、2.68mM  KCl、1.47mM  KH2PO4、

172mM  NaCl、8.10mM  Na2HPO4、1％(w/v)蔗糖、0.05％(w/v)泊洛沙姆188(P188)，pH  7 .0‑

7.6。

[0149] 结果

[0150] 配制剂表征

[0151] 为了确认获得了正确的配制剂，对SB‑525DP配制剂进行了测试以确定渗透压、

P188浓度、蔗糖浓度以及通过还原性CGE测试了衣壳比率和纯度。M05‑M08的这些测试结果

如表14中所示。rCGE测量的衣壳纯度和比率没有显著差异。渗透压在预期范围内，具体取决

于蔗糖水平。M05‑M08样品证明了P188的正确浓度。此外，通过CEDEX确认了所有配制剂的钙

和镁的浓度在预期范围内。

[0152] 表14.配制剂表征
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[0153]

[0154] 载体基因组滴度(vg/mL)

[0155] M05‑M08的载体基因组滴度结果在下表15中呈现。在≤‑65℃和2‑8℃条件下，储存

4周后未观察到明显趋势。在40℃下3天后，Ca/Mg阴性配制剂的载体基因组滴度呈下降趋

势。该结果被认为在测定变异性范围内，但与该配制剂的vp滴度和UV  260/280结果一致。

[0156] 表15.基因组滴度(vg/mL)

[0157]
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[0158]

[0159] 可见外观

[0160] 在所有时间点和条件下，在黑色和白色背景下进行目视检查期间使用的所有配制

剂分别显示B9颜色并且小于或等于乳白光参考1(颜色和净度标准) (参见，例如，

Ph.Eur.7.0,20201,20202(01/2008)；Millipore  Sigma颜色参考溶液B)。可见外观结果表

明，只有“对照”配制剂(M05)在25℃下放置超过1周，或在40℃下放置3天或更长时间时，显

示出数量过多而无法计数(TMTC)的白色片状颗粒。M06和M07配制剂偶尔会显示TMTC可见颗

粒；然而，这些样品的颗粒描述都是纤维状颗粒。虽然本研究未鉴定出这些颗粒，但纤维状

颗粒更具有外源性颗粒(例如过滤颗粒)的特征，而片状颗粒具有磷酸钙的特征。此外，对于

基于实验室的开发研究(其中DP不是在严格控制的环境条件下制备的)，纤维状/外源性颗

粒的出现可以忽略不计。

[0161] 累积亚可见颗粒

[0162] 通过HIAC进行的亚可见累积颗粒分析表明，唯一的具有显著亚可见颗粒计数的配

制剂是“对照”配制剂，随着更有侵蚀性的稳定性条件(更高的温度更长的时间)，该配制剂

显示出增加的趋势。其他配制剂(M06‑M08)仅显示出不显著的颗粒计数，不依赖于时间或条

件。

[0163] 功能性生物测定(效力)

[0164] 功能性FVIII生物测定结果在表16中呈现。结果显示，当样品保存在≤‑65℃或2‑8

℃条件下时，效力没有显著变化。在25℃下，4周后所有配制剂(M05‑M08)的效力都有下降趋

势。在40℃下，3天后Ca/Mg阴性配制剂的效力显著下降。

[0165] 表16.功能性生物测定(相对效力)
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[0166]

[0167] SEC

[0168] SEC结果如下文所示。聚集物百分比结果显示在下表17中。在≤‑65℃、2‑8℃或25

℃稳定性条件下未观察到显著的聚集趋势。在40℃时，Ca/Mg阴性配制剂的聚集物呈增加趋

势，一周后最高达7％HMWS。“钙阴性”配制剂在40℃下一周结束时显示出大约3％的HMWS。其

他配制剂保持在≤‑65℃或2‑8℃下最长达5周、25℃下最长达4周以及40℃下最长达1周时

没有显示出聚集的显著增长。

[0169] 表17.通过SEC检测的聚集物的浓度(HMWS％)

[0170]
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[0171]

[0172] *NMT：不超过。NT：未测试。

[0173] 病毒颗粒结果显示在下表18中。保持在≤‑65℃、2‑8℃或25℃条件下的所有配制

剂均显示病毒颗粒滴度没有显著变化。然而，在40℃下，3天和1周后Ca/Mg阴性配制剂的颗

粒滴度显著下降。其他配制剂(M05‑M06、M08)保持在≤‑65℃或2‑8℃下最长达5周、25℃下

最长达四周以及40℃下最长达1周时没有显示出病毒颗粒滴度的显著下降。

[0174] 表18.通过SEC检测的病毒颗粒滴度(vp/mL)
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[0175]

[0176] UV  260/280比率结果如下表19中所示。对于UV  260/280比率，当保持在40℃时，

Ca/Mg阴性配制剂记录了下降趋势。UV  260/280被认为是空颗粒/完整颗粒比率的替代物。

如所示，其他配制剂(M05、M06和M08)在任何条件或时间点的UV  260/280比率均未显示出任

何显著变化。

[0177] 表19.通过SEC检测的UV  260/280比率
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[0178]

[0179] pH

[0180] 所有配制剂在任何条件和时间点的pH均没有显著变化，如下表20所示。

[0181] 表20.pH

[0182]
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[0183]

[0184] 质谱表征(脱酰胺)

[0185] 通过质谱测定的脱酰胺结果如下表21中所示。仅在40℃下储存的样品用于此测

试，因为在5周的研究期间，在较低温度下储存的样品预期不会显示出配制剂之间的显著差

异。

[0186] 使用对照配制剂的T0作为所有配制剂的T0呈现结果。在所有脱酰胺位点中，AAV 

VP1中的N57G和N94H热点是在40℃下3周期间显示出最显著的脱酰胺增加的两个位点。其他

位点也显示出脱酰胺增加，但程度要小得多(未显示)。这两个热点特别重要，因为它们预期

会影响转导效率。Ca/Mg阴性配制剂显示出最显著的脱酰胺增加。在40℃下3天和3周后，其

他配制剂(M05、M06和M08)均具有相似水平的脱酰胺增加。

[0187] 表21.通过质谱检测的脱酰胺(40℃下％)

[0188]

[0189] *T0对M05材料进行测试并且用作所有配制剂的T0。

[0190] 结论

[0191] 对当前SB‑525配制剂的三种可能的变体进行了评估：一种不含钙，一种既不含钙

也不含镁，并且另一种含有更高浓度的蔗糖。实施例1和2显示在缓冲液和药物产品中出现

大量白色片状颗粒的随机生成，尤其是在冷冻/解冻循环随后在25℃下稳定保持超过1周或

在40℃下稳定保持3天或更长时间之后。这些颗粒被鉴定为磷酸钙。

[0192] 此处的结果证明，氯化钙对于在预期储存条件和受压储存条件下的产品稳定性而

言是非必需的赋形剂。此外，在40℃下最长达2周、25℃下最长达4周以及5℃和‑70℃下最长

达5周时，没有观察到“钙阴性”和“高蔗糖”配制剂的显著差异。然而，观察到从配制剂中去
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除钙和镁导致药物产品质量属性变化，包括显示出vg和vp滴度较大的下降幅度以及较高的

脱酰胺和聚集，尤其是在40℃下保存时。此外，发现贯穿5周期间，只有先前的(对照)配制剂

继续显示出白色片状颗粒。

[0193] 实施例4：SB‑525的进一步重新配制

[0194] 为了防止颗粒生成，在本实施例中测试了三种类型的配制剂变化：(1)将蔗糖浓度

从1％增加到5‑10％以增加对FT压力的稳定性，(2)去除二价阳离子以去除颗粒来源并防止

潜在的溶解度问题，以及(3)增加NaCl以改变配制剂的离子强度。

[0195] 更具体地，本实施例中的实验评估了与先前的(对照)配制剂(即172mM  NaCl、

8.10mM  Na2HPO4、2.68mM  KCl、1.47mM  KH2PO4、0.90mM  CaCl2、0.49mM  MgCl2、1％(w/v)蔗糖

和0.05％(w/v)泊洛沙姆188，pH  7.0‑7.6)相比重新配制为几种变体之一时SB‑525缓冲液

的稳定性。将5mL配制剂装填到6mL  AT小瓶中，进行5次不受控制的FT循环(≤‑65℃至环境

温度)，然后置于2℃‑8℃(加速；液体储存)和25℃(受压；液体储存)的热稳定性条件以针对

颗粒形成评估各种缓冲液。

[0196] 研究计划

[0197] 如表22所示，所测试的配制剂是通过向水中添加氯化钠和氯化钾以及磷酸盐，然

后添加蔗糖来配制的。如果存在的话，氯化镁然后是氯化钙在单独的50mL溶液中制备，转移

到较大的溶液中。然后将泊洛沙姆188添加到溶液中。然后对配制剂进行QS’d(足量)测试、

pH测试，并且在0.22μm  PES过滤器上过滤。

[0198] 表22.配制剂

[0199] 材料 配制剂 与对照的区别

0139‑M03 200mM  NaCl 增加NaCl至200mM

0139‑M04 5％蔗糖 增加蔗糖至5％

0139‑M05 8.5％蔗糖 增加蔗糖至8.5％

0139‑M06 10％蔗糖 增加蔗糖至10％

0139‑M07 无CaCl2 去除CaCl2
0139‑M08 无MgCl2或CaCl2 去除CaCl2和MgCl2
0139‑M09 对照 N/A

[0200] 用这些配制剂，将AT小瓶以5mL装填，进行5次不受控制的冷冻/解冻循环，然后置

于5℃或25℃的稳定性条件下。表23概述了稳定性拉取计划表。在表中，X指外观(液体)；A指

渗透压(凝固点降低)、电导率、粘度和密度；B指HIAC光遮蔽；C指P188浓度；并且D指pH。

[0201] 表23.稳定性计划表0139‑M03至‑M08

[0202]

[0203] *5FT样品为热稳定性样品的T0
[0204] 配制剂表征

[0205] 测试SB‑525缓冲液配制剂以确定电导率、渗透压、密度和粘度。还在5℃储存2.5周

和25℃储存5天时测量P188浓度。这些测试的结果如下表24所示。M03‑M09的电导率、渗透
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压、密度和粘度结果均符合预期趋势——较高量的蔗糖导致较高的渗透压、密度和粘度；较

高的NaCl导致较高的渗透压和电导率。P188浓度的结果在每组结果的方法变异性范围内，

证实了在配制过程中实现了正确的P188浓度。

[0206] 表24.配制剂表征

[0207]

[0208]

[0209] 1密度测量期间的温度记录为20.0℃。

[0210] 2粘度测量期间的温度记录为20.0℃，剪切速率记录为2000s‑1。

[0211] pH

[0212] 在FT循环期间没有观察到任何配制剂的pH的显著变化，如下表25所示。

[0213] 表25.pH结果

[0214]

[0215] 可见外观

[0216] 对于测试的每个条件和时间点，所有样品均显示B9颜色并且小于或等于乳白光参

考1。可见外观结果表明，只有对照配制剂(M09)在5℃和25℃下从5天到最长达8周始终展现

出数量过多而无法计数(TMTC)的白色片状颗粒。5％蔗糖配制剂表现出TMTC可见颗粒的随

机生成。许多样品还显示出1‑5个纤维状颗粒。虽然本研究未鉴定这些颗粒，但纤维状颗粒
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更具有外源性颗粒(例如过滤颗粒)的特征，而片状颗粒具有磷酸钙的特征。此外，对于基于

实验室的开发研究(其中DP不是在严格控制的环境条件下制备的)，纤维状/外源性颗粒的

出现可以忽略不计。

[0217] 亚可见颗粒计数

[0218] 通过HIAC进行的亚可见颗粒分析表明，唯一具有显著且一致的亚可见颗粒计数的

配制剂是对照配制剂(M09)，在较高的稳定性条件(25℃)下持续储存会加剧这种情况。其他

配制剂(M03‑M08)显示出不显著的颗粒计数，不依赖于时间或条件，并且没有表现出总体趋

势。

[0219] 结论

[0220] 本实施例评估了冻融压力和热稳定性对先前的(对照)SB‑525配制剂的几种配制

剂变体的影响。将七种不同的配制剂装填到AT  crystal封闭小瓶中，冻融循环，并且在5℃

和25℃下储存8周。在所有研究条件下，只有对照配制剂继续一致地显示出白色片状颗粒。

[0221] 在FT循环后，没有配制剂表现出显著的可见颗粒形成或pH变化，因此所有配制剂

都在8周的时间段中放置在5℃和25℃的短期稳定性条件下。置于稳定状态后，唯一显示持

续生成显著的可见颗粒的配制剂是对照配制剂(M09)。尽管颗粒结果具有可比性(即，没有

显著的可见颗粒生成)，但未选择“200mM  NaCl”(M03)、“5％蔗糖”(M04)和“10％蔗糖”(M06)

配制剂用于继续重新配制研究。具体地，“5％蔗糖”配制剂(M04)显示出一些白色片状颗粒

的形成，表明该浓度的蔗糖可能不足以防止由于FT压力导致的颗粒生成，而“10％蔗糖”

(M06)由于其较高的粘度会带来制备挑战。因此，基于这些结果，“8.5％蔗糖”(M05)、“钙阴

性”(M07)和“钙和镁阴性”(M08)配制剂似乎是有前景的。

[0222] 实施例5.SB‑525的最终配制剂

[0223] SB‑525(PF‑07055480)原料药(DS)的组分和描述如表26所示。该配制剂的最终pH

为7.3±0.3。赋形剂浓度完全或部分通过添加碱性缓冲液(磷酸盐缓冲盐水)获得。DS浓度

目标为1.0E+13vg/mL(0.5E+13–2.5E+13vg/mL)，其中DS范围为DS目标的50％‑250％。

[0224] 表26.SB‑525原料药配制剂描述

[0225]

[0226]

[0227] SB‑525(PF‑07055480)药物产品的组成和描述如表27所示。DP的最终pH为7.3±

0 .3。赋形剂浓度完全或部分通过添加碱性缓冲液(磷酸盐缓冲盐水)获得。DP浓度目标为

1.0E+13vg/mL(0.3E+13–3.0E+13vg/mL)，其中DP范围为DP目标的30％‑300％。

[0228] 表27.SB‑525药物产品配制剂描述
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[0229]

[0230] 容器和装填体积

[0231] 过滤后的原料药包装在无菌高密度聚乙烯(HDPE)瓶中。将DP装入具有原位热塑性

弹性体塞子的AT  10mL环烯烃共聚物(COC)小瓶中(Aseptic  Technologies  VIA‑101800)。

DS和DP均储存在‑60℃至‑90℃。每个小瓶含有6.4mL的DP(预期可提取体积6mL)，以及6.4E+

13(标称6.0E+13)vg  SB‑525AAV。

[0232] DP的表征

[0233] 测量了SB‑525DP的粘度、渗透压、密度和电导率。密度为1.0106g/mL(20℃)。粘度

为1.112cP(20℃)。渗透压为374mOsm/kg。电导率为17.80mS/cm(20℃)。

[0234] 实施例6：AAV6病毒载体药物产品配制剂

[0235] 下面的实施例6‑8描述了为评估含有不同浓度的二价阳离子盐的AAV2/6病毒载体

药物产品配制剂而进行的额外的重新配制和加速稳定性研究。与前面的实施例一样，病毒

载体具有AAV6衣壳和含有AAV2  ITR的重组基因组。此处的病毒载体携带编码α‑L‑艾杜糖苷

酶(IDUA)的转基因。该转基因将帮助缺乏IDUA的患者，如患有I型粘多糖贮积症(MPS  I)(也

称为Hurler综合征(溶酶体贮积病症))的患者。AAV基因组如US2020/0246486的表5中的序

列号28所示。因为病毒基因组位于AAV衣壳内且未暴露于产品配制剂，所以实施例6‑8中进

行的观察与之前的实施例中的观察一样，预期适用于携带其他转基因的AAV6载体。

[0236] 还进行了研究以确定在冷冻/解冻循环后不形成沉淀物的新产品配制剂。评估了

含有不同浓度二价阳离子盐的四种AAV6病毒载体药物产品配制剂的稳定性。

[0237] 所测试的配制剂含有不同浓度的二价阳离子盐(Ca2+和Mg2+)。如上文所述，观察到

之前的AAV6配制剂以及不含AAV6的配制剂缓冲液均在多次冷冻/解冻循环后形成少量的可

见沉淀物。沉淀的颗粒经确定由磷酸钙盐组成。由于药物产品在通常使用过程中会经历冷

冻/解冻循环，盐沉淀的可能性会对患者安全和产品质量构成风险。以下实施例6‑8中所示

的研究旨在找到没有此类沉淀问题的改善的配制剂。

[0238] 在研究中，AAV6病毒载体产品的样品通过切向流过滤和用更高浓度的“加标缓冲

液(spiker  buffer)”加标样品制备成不同的产品配制剂。然后将重新配制的样品在各种加

速稳定性条件下孵育，并在孵育后评估样品的质量属性。在适当的情况下，考虑已知方法的

变异性来评估质量属性。鉴定四种配制剂中的每一种在研究期间的异常值和趋势结果。基
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于每个研究终点的结果，为每个质量属性和配制剂分配通过、中立或失败的评分。最后，将

每四种配制剂的总体质量属性稳定性评分相互比较。下文详细描述了该研究。

[0239] 样品制备

[0240] 本文制备的AAV6产品配制剂含有悬浮在配制剂缓冲液F0中的大约1.0E+13vg/mL

的AAV6供体载体，如下表1中所述。缓冲液F0基于Dulbecco磷酸盐缓冲盐水的配方，包括二

价阳离子钙(如CaCl2)和镁(如MgCl2)，大约35mM额外的氯化钠，并配制为1％w/v蔗糖和

0.05％w/v泊洛沙姆188。

[0241] 为了将AAV6材料转移到替代缓冲液配制剂中，通过切向流过滤进行缓冲液交换，

如图2所示。简言之，将在缓冲液F0中配制的若干小瓶的AAV6药物产品解冻并转移到单个超

滤/渗滤(UF/DF)储液器中。首先进行超滤以将材料浓缩大约2x。然后用至少10x等体积的配

制剂缓冲液F1渗滤浓缩的材料。因此回收的中间材料(在图2中标记为“A”)应当含有悬浮在

配制剂缓冲液F1中的大约2.0E+13vg拷贝/mL。

[0242] 然后将中间UF/DF产品“A”分成三个体积，并配制成三种不同的缓冲液。三种额外

的配制剂缓冲液(F1、F2和F3；表28)衍生自Dulbecco磷酸盐缓冲盐水并具有额外的氯化钠、

蔗糖和泊洛沙姆188(例如， F‑68)。这三种缓冲液不含钙，而是含有不同量的镁。

缓冲液F1不含钙或镁组分，缓冲液F2含有与F0等摩尔浓度的镁，并且缓冲液F3含有占从缓

冲液F0中去除的钙的摩尔数的额外的镁。

[0243] 表28.配制剂缓冲液的组成

[0244]

[0245] 为了简化样品制备并容许制备不同的缓冲液，制备了缓冲液F2和F3的浓度高6倍

的“加标缓冲液”。如图3所示，当以1:5的比例与F1混合时，这些F2和F3“6x浓度”缓冲液分别

产生了缓冲液F2和F3的预期组成。

[0246] 为了制备这些配制剂缓冲液，使用微量天平称量各个干燥组分。将各组分用注射

用去离子水混合并溶解。如果需要的话，然后用0.1M  NaOH或0.1M  HCl将这些缓冲液滴定到

预期的pH范围。最后，将这些缓冲液与蔗糖和泊洛沙姆188配制成期望的浓度。

[0247] 制备的药物产品配制剂的组成用若干半定量测定作为检查进行测量，其结果报告

于表29中。现成的比色测定用于测量Ca2+(Bio  Vision  Cat#K380‑250)和Mg2+(Bio  Vision 

Cat#K385‑1  00)的浓度。对于两种比色测定，样品浓度都在测定的动态线性范围内，并且报

告的信号和计算的浓度与理论样品组成趋势良好。重要的是，配制剂F1、F2和F3的钙信号都

与测定阴性对照相匹配。因此，这些样品不含有钙，并且TFF样品制备步骤有效去除F0起始
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材料中存在的任何钙。镁测定还证实了Mg2+也通过TFF而去除并且在F2和F3中加标成适当的

浓度。

[0248] 表29.配制的药物产品的实验测量参数

[0249]

[0250] *MADLS：多角度动态光散射

[0251] 还进行了qPCR以测量vg滴度，并且进行了多角度动态光散射(MADLS)以测量颗粒

浓度。同样，这些结果在样品制备的预期范围内，表明缓冲液更换和配制步骤按预期进行。

[0252] 批量配制的产品经过无菌过滤，并且以0.5mL/小瓶装入2mL环烯烃聚合物(COP)瓶

(West  Pharma/Daikyo  CZ  Cat#19550057)中。

[0253] 样品孵育

[0254] 装瓶的药物产品在下述各种条件下孵育。用表30中列出的拉取日期进行冷冻/解

冻循环。

[0255] 表30.冷冻/解冻循环样品拉取日期

[0256] 条件 开始日期 3X循环 5X循环 10X循环

冷冻/解冻循环‑80℃/环境温度 D0 D2 D4 D11

[0257] 样品经历“加速，受压”条件(40℃/75％相对湿度(RH))或“加速，环境”条件(25℃/

60％RH)，拉取日期为D3、D7、2周、1个月、2个月、3个月或6个月。样品储存在2℃‑8℃，并且在

它们的拉取时间的24小时内进行分析。

[0258] 将所有拉取的样品等分到聚碳酸酯翻盖离心管中用于预期的样品测试。在活性测

试期间，等分试样在2℃‑8℃下储存不超过2个月。如果测试未在从拉取日期起的合理时间

内进行，则将等分试样冷冻在≤‑65℃下，直到可以进行测试。测试后的所有保留样品和剩

余材料都在≤‑65℃下冷冻以便长期储存。

[0259] 实施例7：AAV6药物产品配制剂的测试

[0260] 进行的样品测试包括表31中列出的质量属性。缩写如下所示：DLS，动态光散射；

MADLS，多角度动态光散射；HMWS，高分子量物质；SE‑LC，尺寸排阻液相色谱；和AEX‑LC，阴离

子交换液相色谱。评估溶液的外观以确认它们是透明的、无色的且无微粒。模糊、浑浊或含

有可见颗粒的溶液不符合标准。

[0261] 表31.评估的产品质量属性
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[0262]

[0263] 初始样品

[0264] 所有初始配制的药物产品样品的质量属性结果显示在表32和表33中。结果按总

体、纯度和强度的质量属性类别分组。

[0265] 表32.初始(t0)样品的总体和纯度质量属性结果

[0266]

[0267]

[0268] 表33.初始(t0)样品的强度质量属性结果

[0269] 配制剂 F0 F1 F2 F3

VG滴度(vg/mL) 7.9E+12 8.3E+12 9.4E+12 7.7E+12

感染滴度(TCID50/mL) 9.3E+09 9.3E+09 1.1E+10 1.1E+09

VG/TCID50 1200 1100 1100 8400

衣壳滴度(衣壳/mL) 5.0E+12 5.5E+12 5.2E+12 6.7E+12

单体浓度，SE‑LC(颗粒/mL) 9.9E+12 9.5E+12 9.9E+12 9.7E+12

单体浓度，MADLS(颗粒/mL) 7.8E+12 6.4E+12 7.3E+12 8.2E+12

[0270] 与其他初始样品相比，F3的初始感染滴度结果通常较低。这也导致比其他样品高

得多的vg/TCID比率。这主要归因于TCID50测定的变异性。其他结果似乎都没有受到实质性

影响。

[0271] 冷冻/解冻循环样品

说　明　书 30/35 页

34

CN 116710149 A

34



[0272] 来自四种不同配制剂的冷冻/解冻循环的测试结果如图4A‑D中所示。数据显示冷

冻/解冻循环不影响溶液pH、单体衣壳尺寸、样品尺寸分布或完整衣壳含量；在所有四种配

制剂中它也没有生成大量的HMWS或可溶性聚集物。然而，冷冻/解冻循环确实会导致初始F0

对照配制剂可见的外观失败。在5次F/T循环后，可以观察到沉淀物的白色小斑点，这些是之

前观察到的磷酸钙沉淀物的特征。在配制剂F1、F2或F3中未检测到这些沉淀物。数据还表

明，当同时考虑测试方法的变异性时，冷冻/解冻循环似乎也没有显著影响任何产品强度属

性。

[0273] 25℃/60％RH(环境)加速样品

[0274] 四种不同配制剂的环境条件(25℃/60％RH)孵育的测试结果如图5A‑D所示。数据

显示外观和pH不受25℃条件的影响。样品尺寸分布似乎变宽，增加了多分散性指数(PDI)，

并且随着孵育时间的增加，单体峰平均尺寸略有增加。高分子量物质(HMWS)也开始随着孵

育时间推移而形成。一般而言，通过SE‑LC比DLS更容易检测到这些HMWS。在25℃下孵育1‑2

个月后，完整衣壳和空衣壳的电荷分离似乎已经消失，因此无法通过AEX‑LC测量完整衣壳

百分比。衣壳滴度和单体浓度不受25℃条件的影响，vg滴度似乎也没有受到影响。TCID50在

F0、F1和F2的3个月和6个月时间点下降，但F3没有观察到相同的结果。

[0275] 40℃/75％RH受压样品

[0276] 四种不同配制剂的受压条件(40℃/75％RH)孵育的测试结果如图6A‑D所示。数据

显示，40℃/75％RH条件对若干结果产品质量属性的影响要大得多。颗粒尺寸分布大幅度变

宽并且形成了HMWS。SE‑LC似乎比DLS对检测更少量的HMWS更敏感，但当存在大量的HMWS(并

且可能还有更大分子量物质)时，SE‑LC可能检测不到这些颗粒。在这些情况下，大分子量物

质可能被过滤或未通过LC色谱柱到达检测器。

[0277] 在40℃下3个月后，所有溶液开始出现模糊，这可能是由于形成了大的不溶性聚集

物或HMWS。溶液pH似乎没有受到影响。在40℃/75％RH下1个月后，所有样品中的TCID50确实

大幅度降低，其中在F3中观察到从初始最少的降低。

[0278] 实施例8：研究终点评估

[0279] 对每种配制剂进行样品内分析。在每种配制剂中，每个质量属性的每个研究终点

结果都根据图7中所述的接受和失败标准进行评分。预期的稳定性研究终点如下：10x冷冻/

解冻循环，每个循环在≤‑65℃下不少于12小时并且在环境温度下不少于6小时，在25℃/

60％RH下3个月，并且在40℃/75％RH下1个月。在每个研究终点，如图7中列出的质量属性是

基于已知和已建立的方法变异性以及对本研究中生成的所有数据的整体评估确定的。

[0280] 为了对每种配制剂进行样品间分析或相对评估，每个质量属性的每个终点得分按

配制剂进行比较。当考虑单个质量属性时，通过整体比较四种考虑的配制剂的相对终点评

分，为每种配制剂分配总体通过、中立或失败评分。例如，如果所有终点结果都通过了给定

配制剂的接受标准，则为该配制剂的质量属性分配总体通过评分。在为该配制剂分配总体

质量属性评分时，考虑了中立和失败终点条件的数量。对于某些质量属性(如外观)，一个失

败的终点评分就足以对该配制剂进行整体失败评分。对于其他质量属性(如单体浓度)，所

有配制剂(F3除外)均在40℃条件下遭遇一个失败终点；因此，这个失败终点没有被评分为

严重。TCID50结果仅包括在内用于参考，未分配评分。

[0281] 这些样品内分析评分显示于图8和图9中。表34中显示了每种配制剂的所有总体质
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量属性评分的汇总表，其中配制剂F0用作对照。

[0282] 表34.样品间配制剂评估汇总

[0283]

[0284] 在加速稳定性研究期间的总体质量属性评分证明，配制剂F3和F2优于F0和F1。配

制剂F3似乎表现最好，具有八个总体通过质量属性评分和仅两个中立评分。配制剂F2也表

现良好。F0具有外观的总体失败评分，证实了改善该产品配制剂的最初目标。F1似乎具有最

大量的聚集，检测到最大量的HMWS。

[0285] 实施例9：扩展温度测试

[0286] 在扩展温度下测试了配制剂缓冲液中以1 .00E+13vg/mL提供的SB‑525(PF‑

07055480)药物产品的稳定性。配制剂缓冲液含有以下成分：0.49mM  MgCl2、2.68mM  KCl、

1.47mM  KH2PO4、172mM  NaCl、8.10mM  Na2HPO4、1％(w/v)蔗糖、0.05％(w/v)泊洛沙姆188，pH 

7.4。

[0287] 含有药物产品的小瓶在(i)‑70℃下储存0天(T0)，(ii)在‑150℃下储存3天(T3‑天)，

和(iii)在‑150℃下储存14天(T14‑天)。然后分析药物产品样品的(i)外观(液体)，(ii)还原

性CE‑SDS，(iii)SEC滴度_260/280，和(iv)体外FVIII活性(生物测定)。还分析了配制剂缓

冲液样品的(i)容器封闭完整性。

[0288] 如下表35所示，当样品在包括储存在‑150℃下最长达十四天的测试条件下储存

时，颜色、净度、还原性CE‑SDS、SEC滴度_260/280(空衣壳:完整衣壳比率的替代测量值)或

生物活性(相对效力％)没有显著变化。在‑150℃下储存十四天后，未观察到对容器封闭完

整性的影响。

[0289] 表35.稳定性结果
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[0290]

[0291] EFVP：基本上不含可见颗粒

[0292] TMTC：数量过多而无法计数

[0293] N.T.：未测试

[0294] 实施例10：运输模拟和扩展温度测试

[0295] 测试了SB‑525药物产品在模拟的运输条件下(如冲击、压力、掉落和震动)的稳定

性。SB‑525药物产品在含有以下成分的配制剂缓冲液中以1.00E+13vg/mL提供：0.49mM 

MgCl2、2.68mM  KCl、1.47mM  KH2PO4、172mM  NaCl、8.10mM  Na2HPO4、1％(w/v)蔗糖、0.05％(w/

v)泊洛沙姆188，pH  7.4。

[0296] 利用最坏情况的整体运输概况，含有药物产品的测试样品小瓶经受了同时施加的

运输危险(例如冲击、压力、掉落和震动)。对照样品小瓶不经受那些同时应用的运输危险。

作为模拟的一部分，测试小瓶在‑35℃下保持40小时，随后在‑70℃下再保持40小时。模拟

后，将对照和测试药物产品小瓶储存在‑70℃并在第0天(T0)、第6个月(T6个月)和第10个月

(T10个月)进行测试。配制剂缓冲液小瓶储存在‑70℃并在T0测试。分析药物产品样品的(i)外

观(液体)，(ii)还原性CE‑SDS，(iii)SEC滴度_260/280，和(iv)体外FVIII活性(生物测定)。

分析配制剂缓冲液样品的(i)容器封闭完整性。

[0297] 如下表36所示，当样品在测试条件下储存最长达十个月时，颜色、净度、还原性CE‑

SDS、SEC滴度_260/280(空衣壳:完整衣壳比率的替代测量值)或生物活性(相对效力％)没

有显著变化。在T0时对容器封闭完整性没有影响。

[0298] 表36.稳定性结果
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[0299]

[0300] 实施例11：药物产品稳定性数据—24个月

[0301] 本研究的目的是建立SB‑525药物产品在预期储存温度(‑70℃)下的长期(24个月)

稳定性。对于该研究，SB‑525药物产品(DP)从Sf9昆虫细胞中纯化，并且在8.10mM  Na2HPO4、

1.47mM  KH2PO4、0.49mM  MgCl2、2.68mM  KCl、172mM  NaCl、1％(w/v)蔗糖和0.05％(w/v)泊洛

沙姆P188，pH  7.3±0.3中以1.00E+13载体vg/mL为目标进行配制。然后将DP以6.4mL装填到

10mL  Aseptic  Technologies(AT)crystal封闭小瓶中，并在‑60℃至‑90℃下储存。

[0302] 来自包括5个循环的不受控制的F/T和24小时搅拌的DP稳定性研究结果如图10所

示。数据显示，‑70℃下最长达24个月、5℃下最长达12个月和25℃/60％RH下最长达3个月的

颜色、净度、pH、亚可见累积微粒物质、通过R‑CGE检测的衣壳纯度和VP比率、通过SEC‑HPLC

检测的HMMS％和UV  260/280以及衣壳滴度没有观察到明显趋势。12个月、5℃样品报告溶液

中有“1个长纤维颗粒”，基于形态学和在不受控制的环境条件(即开放实验室空间)中进行

的测试，这似乎事实上是外来的；所有其他样品均报告“基本上不含可见颗粒”。在五个循环

的不受控制的F/T或24小时搅拌后，没有观察到这些质量属性的变化。

[0303] 对于测试的所有时间点和条件，基因组滴度和感染性病毒滴度以及感染比率的结

果的变异性都在预期的测定变异性范围内，并且没有表现出明显的趋势。体外相对效力(灵

敏且精确的稳定性指示方法)的结果显示在预期的储存条件(‑70℃)下24个月后效力略有

下降趋势，但结果在临床稳定性接受标准内。还观察到在25℃/60％RH下3个月和5℃下12个
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月时效力的稳定性指示呈下降趋势。

[0304] 此外，在预期储存条件(‑70℃)下在18个月时由经过验证的顶空分析仪对容器封

闭完整性(CCIT)进行了测试并且记录了通过结果。六个应急小瓶用于该分析。P188浓度在‑

70℃下最长达18个月、在5℃下最长达12个月以及在25℃/60％RH下最长达3个月也是稳定

的。在‑70℃下在24个月时观察到P188浓度略有下降。
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序列表

<110> 桑格摩生物治疗股份有限公司

美国辉瑞有限公司

<120>  含有腺相关病毒载体的改善的药物组合物

<130>  025297.WO029

<140>

<141>

<150>  63/127,826

<151>  2020‑12‑18

<160>  2

<170>  PatentIn  version  3.5

<210>  1

<211>  1457

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<221> 来源

<223>  /注释="人工序列描述: 合成的多肽"

<400>  1

Met  Gln  Ile  Glu  Leu  Ser  Thr  Cys  Phe  Phe  Leu  Cys  Leu  Leu  Arg  Phe

1               5                   10                  15

Cys  Phe  Ser  Ala  Thr  Arg  Arg  Tyr  Tyr  Leu  Gly  Ala  Val  Glu  Leu  Ser

            20                  25                  30

Trp  Asp  Tyr  Met  Gln  Ser  Asp  Leu  Gly  Glu  Leu  Pro  Val  Asp  Ala  Arg

        35                  40                  45

Phe  Pro  Pro  Arg  Val  Pro  Lys  Ser  Phe  Pro  Phe  Asn  Thr  Ser  Val  Val

    50                  55                  60

Tyr  Lys  Lys  Thr  Leu  Phe  Val  Glu  Phe  Thr  Asp  His  Leu  Phe  Asn  Ile

65                  70                  75                  80

Ala  Lys  Pro  Arg  Pro  Pro  Trp  Met  Gly  Leu  Leu  Gly  Pro  Thr  Ile  Gln

                85                  90                  95

Ala  Glu  Val  Tyr  Asp  Thr  Val  Val  Ile  Thr  Leu  Lys  Asn  Met  Ala  Ser

            100                 105                 110

His  Pro  Val  Ser  Leu  His  Ala  Val  Gly  Val  Ser  Tyr  Trp  Lys  Ala  Ser

        115                 120                 125

Glu  Gly  Ala  Glu  Tyr  Asp  Asp  Gln  Thr  Ser  Gln  Arg  Glu  Lys  Glu  Asp

    130                 135                 140

Asp  Lys  Val  Phe  Pro  Gly  Gly  Ser  His  Thr  Tyr  Val  Trp  Gln  Val  Leu
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145                 150                 155                 160

Lys  Glu  Asn  Gly  Pro  Met  Ala  Ser  Asp  Pro  Leu  Cys  Leu  Thr  Tyr  Ser

                165                 170                 175

Tyr  Leu  Ser  His  Val  Asp  Leu  Val  Lys  Asp  Leu  Asn  Ser  Gly  Leu  Ile

            180                 185                 190

Gly  Ala  Leu  Leu  Val  Cys  Arg  Glu  Gly  Ser  Leu  Ala  Lys  Glu  Lys  Thr

        195                 200                 205

Gln  Thr  Leu  His  Lys  Phe  Ile  Leu  Leu  Phe  Ala  Val  Phe  Asp  Glu  Gly

    210                 215                 220

Lys  Ser  Trp  His  Ser  Glu  Thr  Lys  Asn  Ser  Leu  Met  Gln  Asp  Arg  Asp

225                 230                 235                 240

Ala  Ala  Ser  Ala  Arg  Ala  Trp  Pro  Lys  Met  His  Thr  Val  Asn  Gly  Tyr

                245                 250                 255

Val  Asn  Arg  Ser  Leu  Pro  Gly  Leu  Ile  Gly  Cys  His  Arg  Lys  Ser  Val

            260                 265                 270

Tyr  Trp  His  Val  Ile  Gly  Met  Gly  Thr  Thr  Pro  Glu  Val  His  Ser  Ile

        275                 280                 285

Phe  Leu  Glu  Gly  His  Thr  Phe  Leu  Val  Arg  Asn  His  Arg  Gln  Ala  Ser

    290                 295                 300

Leu  Glu  Ile  Ser  Pro  Ile  Thr  Phe  Leu  Thr  Ala  Gln  Thr  Leu  Leu  Met

305                 310                 315                 320

Asp  Leu  Gly  Gln  Phe  Leu  Leu  Phe  Cys  His  Ile  Ser  Ser  His  Gln  His

                325                 330                 335

Asp  Gly  Met  Glu  Ala  Tyr  Val  Lys  Val  Asp  Ser  Cys  Pro  Glu  Glu  Pro

            340                 345                 350

Gln  Leu  Arg  Met  Lys  Asn  Asn  Glu  Glu  Ala  Glu  Asp  Tyr  Asp  Asp  Asp

        355                 360                 365

Leu  Thr  Asp  Ser  Glu  Met  Asp  Val  Val  Arg  Phe  Asp  Asp  Asp  Asn  Ser

    370                 375                 380

Pro  Ser  Phe  Ile  Gln  Ile  Arg  Ser  Val  Ala  Lys  Lys  His  Pro  Lys  Thr

385                 390                 395                 400

Trp  Val  His  Tyr  Ile  Ala  Ala  Glu  Glu  Glu  Asp  Trp  Asp  Tyr  Ala  Pro

                405                 410                 415

Leu  Val  Leu  Ala  Pro  Asp  Asp  Arg  Ser  Tyr  Lys  Ser  Gln  Tyr  Leu  Asn

            420                 425                 430

Asn  Gly  Pro  Gln  Arg  Ile  Gly  Arg  Lys  Tyr  Lys  Lys  Val  Arg  Phe  Met

        435                 440                 445

Ala  Tyr  Thr  Asp  Glu  Thr  Phe  Lys  Thr  Arg  Glu  Ala  Ile  Gln  His  Glu

    450                 455                 460
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Ser  Gly  Ile  Leu  Gly  Pro  Leu  Leu  Tyr  Gly  Glu  Val  Gly  Asp  Thr  Leu

465                 470                 475                 480

Leu  Ile  Ile  Phe  Lys  Asn  Gln  Ala  Ser  Arg  Pro  Tyr  Asn  Ile  Tyr  Pro

                485                 490                 495

His  Gly  Ile  Thr  Asp  Val  Arg  Pro  Leu  Tyr  Ser  Arg  Arg  Leu  Pro  Lys

            500                 505                 510

Gly  Val  Lys  His  Leu  Lys  Asp  Phe  Pro  Ile  Leu  Pro  Gly  Glu  Ile  Phe

        515                 520                 525

Lys  Tyr  Lys  Trp  Thr  Val  Thr  Val  Glu  Asp  Gly  Pro  Thr  Lys  Ser  Asp

    530                 535                 540

Pro  Arg  Cys  Leu  Thr  Arg  Tyr  Tyr  Ser  Ser  Phe  Val  Asn  Met  Glu  Arg

545                 550                 555                 560

Asp  Leu  Ala  Ser  Gly  Leu  Ile  Gly  Pro  Leu  Leu  Ile  Cys  Tyr  Lys  Glu

                565                 570                 575

Ser  Val  Asp  Gln  Arg  Gly  Asn  Gln  Ile  Met  Ser  Asp  Lys  Arg  Asn  Val

            580                 585                 590

Ile  Leu  Phe  Ser  Val  Phe  Asp  Glu  Asn  Arg  Ser  Trp  Tyr  Leu  Thr  Glu

        595                 600                 605

Asn  Ile  Gln  Arg  Phe  Leu  Pro  Asn  Pro  Ala  Gly  Val  Gln  Leu  Glu  Asp

    610                 615                 620

Pro  Glu  Phe  Gln  Ala  Ser  Asn  Ile  Met  His  Ser  Ile  Asn  Gly  Tyr  Val

625                 630                 635                 640

Phe  Asp  Ser  Leu  Gln  Leu  Ser  Val  Cys  Leu  His  Glu  Val  Ala  Tyr  Trp

                645                 650                 655

Tyr  Ile  Leu  Ser  Ile  Gly  Ala  Gln  Thr  Asp  Phe  Leu  Ser  Val  Phe  Phe

            660                 665                 670

Ser  Gly  Tyr  Thr  Phe  Lys  His  Lys  Met  Val  Tyr  Glu  Asp  Thr  Leu  Thr

        675                 680                 685

Leu  Phe  Pro  Phe  Ser  Gly  Glu  Thr  Val  Phe  Met  Ser  Met  Glu  Asn  Pro

    690                 695                 700

Gly  Leu  Trp  Ile  Leu  Gly  Cys  His  Asn  Ser  Asp  Phe  Arg  Asn  Arg  Gly

705                 710                 715                 720

Met  Thr  Ala  Leu  Leu  Lys  Val  Ser  Ser  Cys  Asp  Lys  Asn  Thr  Gly  Asp

                725                 730                 735

Tyr  Tyr  Glu  Asp  Ser  Tyr  Glu  Asp  Ile  Ser  Ala  Tyr  Leu  Leu  Ser  Lys

            740                 745                 750

Asn  Asn  Ala  Ile  Glu  Pro  Arg  Ser  Phe  Ser  Gln  Asn  Pro  Pro  Val  Leu

        755                 760                 765

Lys  Arg  His  Gln  Arg  Glu  Ile  Thr  Arg  Thr  Thr  Leu  Gln  Ser  Asp  Gln
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    770                 775                 780

Glu  Glu  Ile  Asp  Tyr  Asp  Asp  Thr  Ile  Ser  Val  Glu  Met  Lys  Lys  Glu

785                 790                 795                 800

Asp  Phe  Asp  Ile  Tyr  Asp  Glu  Asp  Glu  Asn  Gln  Ser  Pro  Arg  Ser  Phe

                805                 810                 815

Gln  Lys  Lys  Thr  Arg  His  Tyr  Phe  Ile  Ala  Ala  Val  Glu  Arg  Leu  Trp

            820                 825                 830

Asp  Tyr  Gly  Met  Ser  Ser  Ser  Pro  His  Val  Leu  Arg  Asn  Arg  Ala  Gln

        835                 840                 845

Ser  Gly  Ser  Val  Pro  Gln  Phe  Lys  Lys  Val  Val  Phe  Gln  Glu  Phe  Thr

    850                 855                 860

Asp  Gly  Ser  Phe  Thr  Gln  Pro  Leu  Tyr  Arg  Gly  Glu  Leu  Asn  Glu  His

865                 870                 875                 880

Leu  Gly  Leu  Leu  Gly  Pro  Tyr  Ile  Arg  Ala  Glu  Val  Glu  Asp  Asn  Ile

                885                 890                 895

Met  Val  Thr  Phe  Arg  Asn  Gln  Ala  Ser  Arg  Pro  Tyr  Ser  Phe  Tyr  Ser

            900                 905                 910

Ser  Leu  Ile  Ser  Tyr  Glu  Glu  Asp  Gln  Arg  Gln  Gly  Ala  Glu  Pro  Arg

        915                 920                 925

Lys  Asn  Phe  Val  Lys  Pro  Asn  Glu  Thr  Lys  Thr  Tyr  Phe  Trp  Lys  Val

    930                 935                 940

Gln  His  His  Met  Ala  Pro  Thr  Lys  Asp  Glu  Phe  Asp  Cys  Lys  Ala  Trp

945                 950                 955                 960

Ala  Tyr  Phe  Ser  Asp  Val  Asp  Leu  Glu  Lys  Asp  Val  His  Ser  Gly  Leu

                965                 970                 975

Ile  Gly  Pro  Leu  Leu  Val  Cys  His  Thr  Asn  Thr  Leu  Asn  Pro  Ala  His

            980                 985                 990

Gly  Arg  Gln  Val  Thr  Val  Gln  Glu  Phe  Ala  Leu  Phe  Phe  Thr  Ile  Phe

        995                 1000                1005

Asp  Glu  Thr  Lys  Ser  Trp  Tyr  Phe  Thr  Glu  Asn  Met  Glu  Arg  Asn

    1010                1015                1020

Cys  Arg  Ala  Pro  Cys  Asn  Ile  Gln  Met  Glu  Asp  Pro  Thr  Phe  Lys

    1025                1030                1035

Glu  Asn  Tyr  Arg  Phe  His  Ala  Ile  Asn  Gly  Tyr  Ile  Met  Asp  Thr

    1040                1045                1050

Leu  Pro  Gly  Leu  Val  Met  Ala  Gln  Asp  Gln  Arg  Ile  Arg  Trp  Tyr

    1055                1060                1065

Leu  Leu  Ser  Met  Gly  Ser  Asn  Glu  Asn  Ile  His  Ser  Ile  His  Phe

    1070                1075                1080
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Ser  Gly  His  Val  Phe  Thr  Val  Arg  Lys  Lys  Glu  Glu  Tyr  Lys  Met

    1085                1090                1095

Ala  Leu  Tyr  Asn  Leu  Tyr  Pro  Gly  Val  Phe  Glu  Thr  Val  Glu  Met

    1100                1105                1110

Leu  Pro  Ser  Lys  Ala  Gly  Ile  Trp  Arg  Val  Glu  Cys  Leu  Ile  Gly

    1115                1120                1125

Glu  His  Leu  His  Ala  Gly  Met  Ser  Thr  Leu  Phe  Leu  Val  Tyr  Ser

    1130                1135                1140

Asn  Lys  Cys  Gln  Thr  Pro  Leu  Gly  Met  Ala  Ser  Gly  His  Ile  Arg

    1145                1150                1155

Asp  Phe  Gln  Ile  Thr  Ala  Ser  Gly  Gln  Tyr  Gly  Gln  Trp  Ala  Pro

    1160                1165                1170

Lys  Leu  Ala  Arg  Leu  His  Tyr  Ser  Gly  Ser  Ile  Asn  Ala  Trp  Ser

    1175                1180                1185

Thr  Lys  Glu  Pro  Phe  Ser  Trp  Ile  Lys  Val  Asp  Leu  Leu  Ala  Pro

    1190                1195                1200

Met  Ile  Ile  His  Gly  Ile  Lys  Thr  Gln  Gly  Ala  Arg  Gln  Lys  Phe

    1205                1210                1215

Ser  Ser  Leu  Tyr  Ile  Ser  Gln  Phe  Ile  Ile  Met  Tyr  Ser  Leu  Asp

    1220                1225                1230

Gly  Lys  Lys  Trp  Gln  Thr  Tyr  Arg  Gly  Asn  Ser  Thr  Gly  Thr  Leu

    1235                1240                1245

Met  Val  Phe  Phe  Gly  Asn  Val  Asp  Ser  Ser  Gly  Ile  Lys  His  Asn

    1250                1255                1260

Ile  Phe  Asn  Pro  Pro  Ile  Ile  Ala  Arg  Tyr  Ile  Arg  Leu  His  Pro

    1265                1270                1275

Thr  His  Tyr  Ser  Ile  Arg  Ser  Thr  Leu  Arg  Met  Glu  Leu  Met  Gly

    1280                1285                1290

Cys  Asp  Leu  Asn  Ser  Cys  Ser  Met  Pro  Leu  Gly  Met  Glu  Ser  Lys

    1295                1300                1305

Ala  Ile  Ser  Asp  Ala  Gln  Ile  Thr  Ala  Ser  Ser  Tyr  Phe  Thr  Asn

    1310                1315                1320

Met  Phe  Ala  Thr  Trp  Ser  Pro  Ser  Lys  Ala  Arg  Leu  His  Leu  Gln

    1325                1330                1335

Gly  Arg  Ser  Asn  Ala  Trp  Arg  Pro  Gln  Val  Asn  Asn  Pro  Lys  Glu

    1340                1345                1350

Trp  Leu  Gln  Val  Asp  Phe  Gln  Lys  Thr  Met  Lys  Val  Thr  Gly  Val

    1355                1360                1365

Thr  Thr  Gln  Gly  Val  Lys  Ser  Leu  Leu  Thr  Ser  Met  Tyr  Val  Lys

序　列　表 5/8 页

44

CN 116710149 A

44



    1370                1375                1380

Glu  Phe  Leu  Ile  Ser  Ser  Ser  Gln  Asp  Gly  His  Gln  Trp  Thr  Leu

    1385                1390                1395

Phe  Phe  Gln  Asn  Gly  Lys  Val  Lys  Val  Phe  Gln  Gly  Asn  Gln  Asp

    1400                1405                1410

Ser  Phe  Thr  Pro  Val  Val  Asn  Ser  Leu  Asp  Pro  Pro  Leu  Leu  Thr

    1415                1420                1425

Arg  Tyr  Leu  Arg  Ile  His  Pro  Gln  Ser  Trp  Val  His  Gln  Ile  Ala

    1430                1435                1440

Leu  Arg  Met  Glu  Val  Leu  Gly  Cys  Glu  Ala  Gln  Asp  Leu  Tyr

    1445                1450                1455

<210>  2

<211>  5132

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<221> 来源

<223>  /注释="人工序列描述: 合成的多核苷酸"

<400>  2

ctgcgcgctc  gctcgctcac  tgaggccgcc  cgggcaaagc  ccgggcgtcg  ggcgaccttt  60

ggtcgcccgg  cctcagtgag  cgagcgagcg  cgcagagagg  gagtggccaa  ctccatcact  120

aggggttcct  gcggcctaag  cttggaacca  ttgccacctt  cagggggagg  ctgctggtga  180

atattaacca  agatcacccc  agttaccgga  ggagcaaaca  gggactaagt  tcacacgcgt  240

ggtaccgtct  gtctgcacat  ttcgtagagc  gagtgttccg  atactctaat  ctccctaggc  300

aaggttcata  tttgtgtagg  ttacttattc  tccttttgtt  gactaagtca  ataatcagaa  360

tcagcaggtt  tggagtcagc  ttggcaggga  tcagcagcct  gggttggaag  gagggggtat  420

aaaagcccct  tcaccaggag  aagccgtcac  acagatccac  aagctcctga  agaggtaagg  480

gtttaagtta  tcgttagttc  gtgcaccatt  aatgtttaat  tacctggagc  acctgcctga  540

aatcattttt  ttttcaggtt  ggctagtatg  cagatcgagc  tctccacctg  cttctttctg  600

tgcctgttga  gattctgctt  cagcgccacc  aggagatact  acctgggggc  tgtggagctg  660

agctgggact  acatgcagtc  tgacctgggg  gagctgcctg  tggatgccag  gttccccccc  720

agagtgccca  agagcttccc  cttcaacacc  tctgtggtgt  acaagaagac  cctgtttgtg  780

gagttcactg  accacctgtt  caacattgcc  aagcccaggc  ccccctggat  gggcctgctg  840

ggccccacca  tccaggctga  ggtgtatgac  actgtggtga  tcaccctgaa  gaacatggcc  900

agccaccctg  tgagcctgca  tgctgtgggg  gtgagctact  ggaaggcctc  tgagggggct  960

gagtatgatg  accagaccag  ccagagggag  aaggaggatg  acaaggtgtt  ccctgggggc  1020

agccacacct  atgtgtggca  ggtgctgaag  gagaatggcc  ccatggcctc  tgaccccctg  1080

tgcctgacct  acagctacct  gagccatgtg  gacctggtga  aggacctgaa  ctctggcctg  1140

attggggccc  tgctggtgtg  cagggagggc  agcctggcca  aggagaagac  ccagaccctg  1200
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cacaagttca  tcctgctgtt  tgctgtgttt  gatgagggca  agagctggca  ctctgaaacc  1260

aagaacagcc  tgatgcagga  cagggatgct  gcctctgcca  gggcctggcc  caagatgcac  1320

actgtgaatg  gctatgtgaa  caggagcctg  cctggcctga  ttggctgcca  caggaagtct  1380

gtgtactggc  atgtgattgg  catgggcacc  acccctgagg  tgcacagcat  cttcctggag  1440

ggccacacct  tcctggtcag  gaaccacagg  caggccagcc  tggagatcag  ccccatcacc  1500

ttcctgactg  cccagaccct  gctgatggac  ctgggccagt  tcctgctgtt  ctgccacatc  1560

agcagccacc  agcatgatgg  catggaggcc  tatgtgaagg  tggacagctg  ccctgaggag  1620

ccccagctga  ggatgaagaa  caatgaggag  gctgaggact  atgatgatga  cctgactgac  1680

tctgagatgg  atgtggtgag  gtttgatgat  gacaacagcc  ccagcttcat  ccagatcagg  1740

tctgtggcca  agaagcaccc  caagacctgg  gtgcactaca  ttgctgctga  ggaggaggac  1800

tgggactatg  cccccctggt  gctggcccct  gatgacagga  gctacaagag  ccagtacctg  1860

aacaatggcc  cccagaggat  tggcaggaag  tacaagaagg  tcaggttcat  ggcctacact  1920

gatgaaacct  tcaagaccag  ggaggccatc  cagcatgagt  ctggcatcct  gggccccctg  1980

ctgtatgggg  aggtggggga  caccctgctg  atcatcttca  agaaccaggc  cagcaggccc  2040

tacaacatct  acccccatgg  catcactgat  gtgaggcccc  tgtacagcag  gaggctgccc  2100

aagggggtga  agcacctgaa  ggacttcccc  atcctgcctg  gggagatctt  caagtacaag  2160

tggactgtga  ctgtggagga  tggccccacc  aagtctgacc  ccaggtgcct  gaccagatac  2220

tacagcagct  ttgtgaacat  ggagagggac  ctggcctctg  gcctgattgg  ccccctgctg  2280

atctgctaca  aggagtctgt  ggaccagagg  ggcaaccaga  tcatgtctga  caagaggaat  2340

gtgatcctgt  tctctgtgtt  tgatgagaac  aggagctggt  acctgactga  gaacatccag  2400

aggttcctgc  ccaaccctgc  tggggtgcag  ctggaggacc  ctgagttcca  ggccagcaac  2460

atcatgcaca  gcatcaatgg  ctatgtgttt  gacagcctgc  agctgtctgt  gtgcctgcat  2520

gaggtggcct  actggtacat  cctgagcatt  ggggcccaga  ctgacttcct  gtctgtgttc  2580

ttctctggct  acaccttcaa  gcacaagatg  gtgtatgagg  acaccctgac  cctgttcccc  2640

ttctctgggg  agactgtgtt  catgagcatg  gagaaccctg  gcctgtggat  tctgggctgc  2700

cacaactctg  acttcaggaa  caggggcatg  actgccctgc  tgaaagtctc  cagctgtgac  2760

aagaacactg  gggactacta  tgaggacagc  tatgaggaca  tctctgccta  cctgctgagc  2820

aagaacaatg  ccattgagcc  caggagcttc  agccagaatc  cacccgtcct  taagcgccat  2880

cagcgcgaga  tcaccaggac  caccctgcag  tctgaccagg  aggagattga  ctatgatgac  2940

accatctctg  tggagatgaa  gaaggaggac  tttgacatct  acgacgagga  cgagaaccag  3000

agccccagga  gcttccagaa  gaagaccagg  cactacttca  ttgctgctgt  ggagaggctg  3060

tgggactatg  gcatgagcag  cagcccccat  gtgctgagga  acagggccca  gtctggctct  3120

gtgccccagt  tcaagaaggt  ggtgttccag  gagttcactg  atggcagctt  cacccagccc  3180

ctgtacagag  gggagctgaa  tgagcacctg  ggcctgctgg  gcccctacat  cagggctgag  3240

gtggaggaca  acatcatggt  gaccttcagg  aaccaggcca  gcaggcccta  cagcttctac  3300

agcagcctga  tcagctatga  ggaggaccag  aggcaggggg  ctgagcccag  gaagaacttt  3360

gtgaagccca  atgaaaccaa  gacctacttc  tggaaggtgc  agcaccacat  ggcccccacc  3420

aaggatgagt  ttgactgcaa  ggcctgggcc  tacttctctg  atgtggacct  ggagaaggat  3480

gtgcactctg  gcctgattgg  ccccctgctg  gtgtgccaca  ccaacaccct  gaaccctgcc  3540
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catggcaggc  aggtgactgt  gcaggagttt  gccctgttct  tcaccatctt  tgatgaaacc  3600

aagagctggt  acttcactga  gaacatggag  aggaactgca  gggccccctg  caacatccag  3660

atggaggacc  ccaccttcaa  ggagaactac  aggttccatg  ccatcaatgg  ctacatcatg  3720

gacaccctgc  ctggcctggt  gatggcccag  gaccagagga  tcaggtggta  cctgctgagc  3780

atgggcagca  atgagaacat  ccacagcatc  cacttctctg  gccatgtgtt  cactgtgagg  3840

aagaaggagg  agtacaagat  ggccctgtac  aacctgtacc  ctggggtgtt  tgagactgtg  3900

gagatgctgc  ccagcaaggc  tggcatctgg  agggtggagt  gcctgattgg  ggagcacctg  3960

catgctggca  tgagcaccct  gttcctggtg  tacagcaaca  agtgccagac  ccccctgggc  4020

atggcctctg  gccacatcag  ggacttccag  atcactgcct  ctggccagta  tggccagtgg  4080

gcccccaagc  tggccaggct  gcactactct  ggcagcatca  atgcctggag  caccaaggag  4140

cccttcagct  ggatcaaggt  ggacctgctg  gcccccatga  tcatccatgg  catcaagacc  4200

cagggggcca  ggcagaagtt  cagcagcctg  tacatcagcc  agttcatcat  catgtacagc  4260

ctggatggca  agaagtggca  gacctacagg  ggcaacagca  ctggcaccct  gatggtgttc  4320

tttggcaatg  tggacagctc  tggcatcaag  cacaacatct  tcaacccccc  catcattgcc  4380

agatacatca  ggctgcaccc  cacccactac  agcatcagga  gcaccctgag  gatggagctg  4440

atgggctgtg  acctgaacag  ctgcagcatg  cccctgggca  tggagagcaa  ggccatctct  4500

gatgcccaga  tcactgccag  cagctacttc  accaacatgt  ttgccacctg  gagccccagc  4560

aaggccaggc  tgcatctgca  gggcaggagc  aatgcctgga  ggccccaggt  caacaacccc  4620

aaggagtggc  tgcaggtgga  cttccagaag  accatgaagg  tgactggggt  gaccacccag  4680

ggggtgaaga  gcctgctgac  cagcatgtat  gtgaaggagt  tcctgatcag  cagcagccag  4740

gatggccacc  agtggaccct  gttcttccag  aatggcaagg  tgaaggtgtt  ccagggcaac  4800

caggacagct  tcacccctgt  ggtgaacagc  ctggaccccc  ccctgctgac  cagatacctg  4860

aggattcacc  cccagagctg  ggtgcaccag  attgccctga  ggatggaggt  gctgggctgt  4920

gaggcccagg  acctgtactg  aggatccaat  aaaatatctt  tattttcatt  acatctgtgt  4980

gttggttttt  tgtgtgtttt  cctgtaacga  tcgggctcga  gcgcaggaac  ccctagtgat  5040

ggagttggcc  actccctctc  tgcgcgctcg  ctcgctcact  gaggccgccc  gggctttgcc  5100

cgggcggcct  cagtgagcga  gcgagcgcgc  ag  5132
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图10(续)
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