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(57) В данном изобретении предусмотрены составы на основе PCSK9-связывающих полипептидов,
такие как составы, содержащие эволокумаб, которые содержат N-ацетиларгинин и характеризуются
сниженной вязкостью по сравнению с составами, не содержащими N-ацетиларгинин. В данном
документе также предусмотрены способы составления таких композиций, которые имеют
преимущество в том, что они сохраняют определенные компоненты. Такие составы, содержащие
PCSK9-связывающие полипептиды, можно вводить пациентам для лечения и/или предупреждения
связанных с PCSK9 заболеваний, состояний и нарушений.
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Родственные заявки 

Настоящее изобретение испрашивает приоритет на основании предварительной заявки на патент 

США № 62/462266, поданной 22 февраля 2017 г., которая включена в данный документ посредством 

ссылки во всей своей полноте. 

Перечень последовательностей 

Настоящая заявка подается с перечнем последовательностей в электронной форме. Перечень после-

довательностей предоставлен в виде файла под названием "A-2112-WO-РСТ sequence listing ST25.txt", 

созданного 31 января 2018 года и имеющего размер 21 килобайт. Информация о перечне последователь-

ностей в электронной форме включена в данный документ посредством ссылки во всей своей полноте. 

Область изобретения 

Представленный объект изобретения относится к области техники фармацевтических композиций 

на основе эволокумаба и других PCSK9-связывающих полипептидов и способам снижения вязкости та-

ких композиций. В частности, представленный объект изобретения относится к фармацевтическим ком-

позициям на основе эволокумаба и других PCSK9-связывающих полипептидов, содержащим N-

ацетиларгинин, и к применению N-ацетиларгинина для уменьшения вязкости высококонцентрированных 

составов на основе эволокумаба и других PCSK9-связывающих полипептидов. Более того, раскрытый 

объект изобретения представляет способы, связанные с получением таких фармацевтических компози-

ций. 

Уровень техники 

Терапевтические антитела составляют в виде раствора для введения, такого как парентеральная 

инъекция. В случае продуктов, которые вводятся подкожно в ходе самостоятельного введения, плохо 

переносимыми являются составы, для которых требуются объемы введения, превышающие 1-2 милли-

литра. Чтобы решить данную проблему, антитела можно составлять при высоких концентрациях (напри-

мер, таких как от 70 мг/мл до 210 мг/мл или больше), таким образом уменьшая размер дозы. 

Однако некоторые высококонцентрированные составы на основе антител может быть сложно изго-

тавливать и вводить. Например, в составе на основе эволокумаба (REPATHA), моноклонального анти-

тела, которое связывает PCSK9, концентрации эволокумаба выше приблизительно 70 мг/мл характери-

зуются повышенной вязкостью. Однако эффективные дозы эволокумаба составляют 210 мг Q2W или 420 

мг Q4W. С высоковязкими составами не только тяжело обращаться во время производства, включая ста-

дии нерасфасованного вещества и заполнения, но их также тяжело втягивать в шприц и инъецировать, 

что делает введение пациенту тяжелым и неприятным. 

Чтобы снизить вязкость составов на основе антитела, немодифицированные аминокислоты арги-

нин, глицин, серин или пролин добавляли к композициям на основе антитела. Например, составы на ос-

нове антитела, содержащие 80 мг/мл антитела и от 75 мг/мл до приблизительно 125 мг/мл аргинина, 

можно лиофилизировать и восстановить до 120-200 мг/мл; при этом конечные концентрации аргинина 

могут составлять от 431 до 718 мМ (Morichika & Kameoka, 2007). Хотя аргинин снижал вязкость соста-

вов по сравнению с контролями (Morichika & Kameoka, 2007). Более того, влияние аргинина было недос-

таточным для снижения вязкости эволокумаба до требуемых уровней. 

В области техники существует потребность в снижении вязкости составов, содержащих эволокумаб 

и другие PCSK9-связывающие полипептиды, с помощью соединений, которые являются более эффек-

тивными, чем аргинин. 

Краткое описание 

В первом аспекте в данном документе предусмотрена фармацевтическая композиция, содержащая: 

а) PCSK9-связывающий полипептид, который выбран из группы, состоящей из: 

i) моноклонального антитела, содержащего полипептид тяжелой цепи, имеющий аминокислотную 

последовательность под SEQ ID NO: 1, и полипептид легкой цепи, имеющий аминокислотную последо-

вательность под SEQ ID NO: 2 (эволокумаб), или его антигенсвязывающего фрагмента; 

ii) моноклонального антитела, которое конкурирует с эволокумабом за связывание с PCSK9; 

iii) моноклонального антитела, содержащего: 

1) полипептид тяжелой цепи, содержащий следующие определяющие комплементарность области 

(CDR): CDR1 тяжелой цепи, которая представляет собой CDR1 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR2 тяжелой 

цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR3 тяжелой цепи, которая представ-

ляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 14 или 16, и 

2) полипептид легкой цепи, содержащий следующие CDR: CDR1 легкой цепи, которая представля-

ет собой CDR1 в SEQ ID NO: 15 или 17; CDR2 легкой цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID 

NO: 15 или 17; и CDR3 легкой цепи, которая представляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 15 или 17; 

iv) моноклонального антитела, которое связывается с по меньшей мере одним из следующих остат-

ков PCSK9, при этом PCSK9 содержит аминокислотную последовательность под SEQ ID NO: 3: S153, 

D188, I189, Q190, S191, D192, R194, Е197, G198, R199, V200, D224, R237, и D238, К243, S373, D374, 

S376, Т377, F379, I154, Т1897, Н193, Е195, I196, М201, V202, С223, Т228, S235, G236, А239, G244, М247, 

I369, S372, С375, С378, R237, и D238; 

v) моноклонального антитела, которое связывается с PCSK9 в месте расположения на PCSK9 эпи-
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топа, который перекрывается с эпитопом, который связывается антителом, содержащим: 

1) вариабельную область тяжелой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 1; и 

2) вариабельную область легкой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 2, и 

3) где эпитоп для моноклонального антитела дополнительно перекрывается с участком, с которым 

связывается домен EGF-A из LDLR; и 

b) N-ацетиларгинин, 

где фармацевтическая композиция характеризуется вязкостью, составляющей по меньшей мере ме-

нее приблизительно 80 сП. В таком первом аспекте PCSK9-связывающий полипептид может представ-

лять собой моноклональное антитело, которое содержит полипептид тяжелой цепи, содержащий сле-

дующие определяющие комплементарность области (CDR): 

a) CDR1, CDR2 и CDR3 тяжелой цепи, имеющие аминокислотную последовательность под SEQ ID 

NO: 7, 8 и 9 соответственно; и 

b) CDR1, CDR2 и CDR3 легкой цепи, имеющие аминокислотную последовательность под SEQ ID 

NO: 4, 5 и 6 соответственно. Более того, в данном первом аспекте фармацевтическая композиция может 

характеризоваться вязкостью, составляющей по меньшей мере менее приблизительно 50 сП. Фармацев-

тическая композиция может характеризоваться осмоляльностью, составляющей от приблизительно 250 

до приблизительно 400 мОсм/кг, такой как приблизительно 300 мОсм/кг, или является изотонической 

для клетки крови человека. Концентрация PCSK9-связывающего полипептида может составлять от при-

близительно 140 мг/мл до приблизительно 260 мг/мл, например, 210 мг/мл. N-ацетиларгинин может при-

сутствовать при концентрации, составляющей от приблизительно 25 мМ до приблизительно 230 мМ, 

такой как от 140 мМ до приблизительно 170 мМ, или при 140 мМ. Фармацевтическая композиция по 

данному аспекту может дополнительно содержать буфер, такой как буфер, выбранный из группы, со-

стоящей из ацетатного, глутаматного, гистидинового и фосфатного буферов или их комбинации. Буфер 

может присутствовать при концентрации, составляющей от приблизительно 5 мМ до приблизительно 30 

мМ. В некоторых случаях буфер представляет собой ацетат натрия и присутствует при концентрации, 

составляющей приблизительно 10 мМ. Значение рН таких фармацевтических композиций может состав-

лять от приблизительно 4,8 до приблизительно 6,9, например, значение рН составляет приблизительно 

5,4. Фармацевтические композиции по данному аспекту могут дополнительно содержать поверхностно-

активное вещество, такое как поверхностно-активное вещество, выбранное из группы, состоящей из по-

лиоксиэтиленсорбитанмоноолеата (полисорбата 80 или полисорбата 20), блок-сополимера полиоксиэти-

лена и полиоксипропилена (полоксамеров, таких как Pluronic F-68 и другие виды Pluronic), сложных 

сорбитаналкиловых эфиров (Span), полиэтиленгликольоктилфениловых эфиров (Triton X-100), поли-

этиленгликольалкиловых эфиров (Brij),полипропиленгликоль алкиловых эфиров, глюкозидалкиловых 

эфиров и D-α-токоферолполиэтиленгликольсукцината (витамина Е TPGS). Поверхностно-активное ве-

щество может присутствовать при концентрации, составляющей от приблизительно 0,0001% (вес/объем) 

до приблизительно 1% (вес/объем). В некоторых фармацевтических композициях по данному аспекту 

поверхностно-активное вещество представляет собой полиоксиэтиленсорбитанмоноолеат (полисорбат 

80) и присутствует при концентрации, составляющей приблизительно 0,01% (вес/объем). Более того, 

фармацевтические композиции по данному аспекту могут дополнительно содержать пролин, который 

может присутствовать при концентрации, составляющей от приблизительно 50 мМ до приблизительно 

150 мМ, например, от 90 до 120 мМ, или при приблизительно 120 мМ. В некоторых случаях фармацев-

тическая композиция по данному первому аспекту может дополнительно содержать соль аргинина, кото-

рая может присутствовать при концентрации, составляющей от приблизительно 25 мМ до приблизитель-

но 150 мМ, например, от приблизительно 50 мМ до приблизительно 100 мМ. Соль аргинина может пред-

ставлять собой, например, аргинин-HCl, аргинина ацетат или аргинина глутамат. В некоторых случаях 

соль аргинина представляет собой аргинин-HCl и присутствует при концентрации, составляющей при-

близительно 50 мМ. PCSK9-связывающий полипептид может быть стабильным в течение по меньшей 

мере приблизительно двух лет или даже пяти лет или больше, если он хранится при приблизительно  

-30°С или ниже в фармацевтических композициях по данному первому аспекту. При 5°С PCSK9-

связывающий полипептид может быть стабильным в течение от по меньшей мере приблизительно шести 

месяцев до приблизительно 24 месяцев или больше в таких фармацевтических композициях. При 25°С 

PCSK9-связывающий полипептид может быть стабильным в течение по меньшей мере приблизительно 

одного месяца или дольше, трех месяцев или дольше, или даже шести месяцев или дольше. При 40°С 

PCSK9-связывающий полипептид может быть стабильным в течение по меньшей мере одного месяца 

или дольше. Фармацевтические композиции по данному первому аспекту могут содержать высокомоле-

кулярные агрегаты или олигомеры PCSK9-связывающих полипептидов на уровне менее приблизительно 

3%, например, 2,5% или меньше от общей концентрации PCSK9-связывающего полипептида. 

Во втором аспекте в данном документе раскрыта фармацевтическая композиция, содержащая: 

а) PCSK9-связывающий полипептид, который выбран из группы, состоящей из: 

i) моноклонального антитела, содержащего полипептид тяжелой цепи, имеющий аминокислотную 

последовательность под SEQ ID NO: 1, и полипептид легкой цепи, имеющий аминокислотную последо-
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вательность под SEQ ID NO: 2 (эволокумаб), или его антигенсвязывающего фрагмента; 

ii) моноклонального антитела, которое конкурирует с эволокумабом за связывание с PCSK9; 

iii) моноклонального антитела, содержащего: 

1) полипептид тяжелой цепи, содержащий следующие определяющие комплементарность области 

(CDR): CDR1 тяжелой цепи, которая представляет собой CDR1 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR2 тяжелой 

цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR3 тяжелой цепи, которая представ-

ляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 14 или 16, и 

2) полипептид легкой цепи, содержащий следующие CDR: CDR1 легкой цепи, которая представля-

ет собой CDR1 в SEQ ID NO: 15 или 17; CDR2 легкой цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID 

NO: 15 или 17; и CDR3 легкой цепи, которая представляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 15 или 17; 

iv) моноклонального антитела, которое связывается с по меньшей мере одним из следующих остат-

ков PCSK9, при этом PCSK9 содержит аминокислотную последовательность под SEQ ID NO: 3: S153, 

D188, I189, Q190, S191, D192, R194, Е197, G198, R199, V200, D224, R237, и D238, К243, S373, D374, 

S376, Т377, F379, I154, Т1897, Н193, Е195, I196, М201, V202, С223, Т228, S235, G236, А239, G244, М247, 

I369, S372, С375, С378, R237, и D238; 

v) моноклонального антитела, которое связывается с PCSK9 в месте расположения на PCSK9 эпи-

топа, который перекрывается с эпитопом, который связывается антителом, содержащим: 

1) вариабельную область тяжелой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 1; и 

2) вариабельную область легкой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 2, и 

3) где эпитоп для моноклонального антитела дополнительно перекрывается с участком, с которым 

связывается домен EGF-A из LDLR; и 

b) N-ацетиларгинин; 

c) соль аргинина; 

d) буфер и 

e) поверхностно-активное вещество, 

где фармацевтическая композиция характеризуется вязкостью, составляющей по меньшей мере ме-

нее приблизительно 80 сП. 

В данном втором аспекте PCSK9-связывающий полипептид представляет собой моноклональное 

антитело, которое содержит полипептид тяжелой цепи, содержащий следующие определяющие компле-

ментарность области (CDR): 

a) CDR1, CDR2 и CDR3 тяжелой цепи, имеющие аминокислотную последовательность под SEQ ID 

NO: 7, 8 и 9 соответственно; и 

b) CDR1, CDR2 и CDR3 легкой цепи, имеющие аминокислотную последовательность под SEQ ID 

NO: 4, 5 и 6 соответственно. 

Фармацевтические композиции по данному второму аспекту могут характеризоваться вязкостью, 

составляющей по меньшей мере менее приблизительно 50 сП. Фармацевтическая композиция может ха-

рактеризоваться осмоляльностью, составляющей от приблизительно 250 до приблизительно 400 

мОсм/кг, такой как приблизительно 300 мОсм/кг, или является изотонической для клетки крови челове-

ка. Концентрация PCSK9-связывающего полипептида может составлять от приблизительно 140 мг/мл до 

приблизительно 260 мг/мл, например, 210 мг/мл. N-ацетиларгинин может присутствовать при концен-

трации, составляющей от приблизительно 25 мМ до приблизительно 230 мМ, такой как от 140 мМ до 

приблизительно 170 мМ, или при 140 мМ. Фармацевтическая композиция по данному аспекту может 

дополнительно содержать буфер, такой как буфер, выбранный из группы, состоящей из ацетатного, глу-

таматного, гистидинового и фосфатного буферов или их комбинации. Буфер может присутствовать при 

концентрации, составляющей от приблизительно 5 мМ до приблизительно 30 мМ. В некоторых случаях 

буфер представляет собой ацетат натрия и присутствует при концентрации, составляющей приблизи-

тельно 10 мМ. Значение рН таких фармацевтических композиций может составлять от приблизительно 

4,8 до приблизительно 6,9, например, значение рН составляет приблизительно 5,4. Фармацевтические 

композиции по данному аспекту могут дополнительно содержать поверхностно-активное вещество, та-

кое как поверхностно-активное вещество, выбранное из группы, состоящей из полиоксиэтиленсорбитан-

моноолеата (полисорбата 80 или полисорбата 20), блок-сополимера полиоксиэтилена и полиоксипропи-

лена (полоксамеров, таких как Pluronic F-68 и другие виды Pluronic), сложных сорбитаналкиловых 

эфиров (Span), полиэтиленгликольоктилфениловых эфиров (Triton X-100), полиэтиленгликольалкило-

вых эфиров (Brij), полипропиленгликольалкиловых эфиров, глюкозидалкиловых эфиров и D-α-

токоферолполиэтиленгликольсукцината (витамина Е TPGS). Поверхностно-активное вещество может 

присутствовать при концентрации, составляющей от приблизительно 0,0001% (вес/объем) до приблизи-

тельно 1% (вес/объем). В некоторых фармацевтических композициях по данному аспекту поверхностно-

активное вещество представляет собой полиоксиэтиленсорбитанмоноолеат (полисорбат 80) и присутст-

вует при концентрации, составляющей приблизительно 0,01% (вес/объем). Более того, фармацевтические 

композиции по данному аспекту могут дополнительно содержать пролин; при этом пролин может при-

сутствовать при концентрации, составляющей от приблизительно 50 мМ до приблизительно 150 мМ, 
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такой как от 90 до 120 мМ, или при приблизительно 120 мМ. В некоторых случаях фармацевтическая 

композиция по данному второму аспекту может дополнительно содержать соль аргинина, которая может 

присутствовать при концентрации, составляющей от приблизительно 25 мМ до приблизительно 150 мМ, 

такой как от приблизительно 50 мМ до приблизительно 100 мМ. Соль аргинина может представлять со-

бой, например, аргинин-HCl, аргинина ацетат или аргинина глутамат. В некоторых случаях соль аргини-

на представляет собой аргинин-HCl и присутствует при концентрации, составляющей приблизительно 50 

мМ. PCSK9-связывающий полипептид может быть стабильным в течение по меньшей мере приблизи-

тельно двух лет или даже пяти лет или больше, если он хранится при приблизительно -30°С или ниже в 

фармацевтических композициях по данному второму аспекту. При 5°С PCSK9-связывающий полипептид 

может быть стабильным в течение от по меньшей мере приблизительно шести месяцев до приблизитель-

но 24 месяцев или больше в таких фармацевтических композициях. При 25°С PCSK9-связывающий по-

липептид может быть стабильным в течение по меньшей мере приблизительно одного месяца или доль-

ше, трех месяцев или дольше, или даже шести месяцев или дольше. При 40°С PCSK9-связывающий по-

липептид может быть стабильным в течение по меньшей мере одного месяца или дольше. Фармацевти-

ческие композиции по данному второму аспекту могут содержать высокомолекулярные агрегаты или 

олигомеры PCSK9-связывающих полипептидов на уровне менее приблизительно 3%, например, 2,5% 

или меньше от общей концентрации PCSK9-связывающего полипептида. 

В третьем аспекте в данном документе раскрыта фармацевтическая композиция, содержащая: 

а) PCSK9-связывающий полипептид, который присутствует при концентрации, составляющей при-

близительно 195-225 мг/мл, выбранный из группы, состоящей из: 

i) моноклонального антитела, содержащего полипептид тяжелой цепи, имеющий аминокислотную 

последовательность под SEQ ID NO: 1, и полипептид легкой цепи, имеющий аминокислотную последо-

вательность под SEQ ID NO: 2 (эволокумаб), или его антигенсвязывающего фрагмента; 

ii) моноклонального антитела, которое конкурирует с эволокумабом за связывание с PCSK9; 

iii) моноклонального антитела, содержащего: 

1) полипептид тяжелой цепи, содержащий следующие определяющие комплементарность области 

(CDR): CDR1 тяжелой цепи, которая представляет собой CDR1 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR2 тяжелой 

цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR3 тяжелой цепи, которая представ-

ляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 14 или 16, и 

2) полипептид легкой цепи, содержащий следующие CDR: CDR1 легкой цепи, которая представля-

ет собой CDR1 в SEQ ID NO: 15 или 17; CDR2 легкой цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID 

NO: 15 или 17; и CDR3 легкой цепи, которая представляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 15 или 17; 

iv) моноклонального антитела, которое связывается с по меньшей мере одним из следующих остат-

ков PCSK9, при этом PCSK9 содержит аминокислотную последовательность под SEQ ID NO: 3: S153, 

D188, I189, Q190, S191, D192, R194, Е197, G198, R199, V200, D224, R237, и D238, K243, S373, D374, 

S376, Т377, F379, I154, Т1897, Н193, Е195, 1196, М201, V202, С223, Т228, S235, G236, А239, G244, М247, 

I369, S372, С375, С378, R237, и D238; 

v) моноклонального антитела, которое связывается с PCSK9 в месте расположения на PCSK9 эпи-

топа, который перекрывается с эпитопом, который связывается антителом, содержащим: 

1) вариабельную область тяжелой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 1; и 

2) вариабельную область легкой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 2, и 

3) где эпитоп для моноклонального антитела дополнительно перекрывается с участком, с которым 

связывается домен EGF-A из LDLR; 

b) N-ацетиларгинин, присутствующий при концентрации, составляющей приблизительно 140 мМ; 

c) аргинин-HCl, присутствующий при концентрации, составляющей приблизительно 50 мМ; 

d) полиоксиэтиленсорбитанмоноолеат (полисорбат 80) при концентрации, составляющей от при-

близительно 0,005% (вес/объем) до приблизительно 0,015% (вес/объем); и 

e) ацетат натрия при концентрации, составляющей приблизительно 10 мМ. 

В данном третьем аспекте фармацевтическая композиция может характеризоваться значением рН, 

составляющим от приблизительно 5,1 до приблизительно 5,7, таким как значение рН, составляющее 

приблизительно 5,4. Фармацевтическая композиция может характеризоваться вязкостью, составляющей 

по меньшей мере менее приблизительно 50 сП. 

В четвертом аспекте в данном документе раскрыта фармацевтическая композиция, содержащая: 

а) PCSK9-связывающий полипептид, который присутствует при концентрации, составляющей при-

близительно 195-225 мг/мл, выбранный из группы, состоящей из: 

i) моноклонального антитела, содержащего полипептид тяжелой цепи, имеющий аминокислотную 

последовательность под SEQ ID NO: 1, и полипептид легкой цепи, имеющий аминокислотную последо-

вательность под SEQ ID NO: 2 (эволокумаб), или его антигенсвязывающего фрагмента; 

ii) моноклонального антитела, которое конкурирует с эволокумабом за связывание с PCSK9; 

iii) моноклонального антитела, содержащего: 

1) полипептид тяжелой цепи, содержащий следующие определяющие комплементарность области 

(CDR): CDR1 тяжелой цепи, которая представляет собой CDR1 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR2 тяжелой 
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цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR3 тяжелой цепи, которая представ-

ляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 14 или 16, и 

2) полипептид легкой цепи, содержащий следующие CDR: CDR1 легкой цепи, которая представля-

ет собой CDR1 в SEQ ID NO: 15 или 17; CDR2 легкой цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID 

NO: 15 или 17; и CDR3 легкой цепи, которая представляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 15 или 17; 

iv) моноклонального антитела, которое связывается с по меньшей мере одним из следующих остат-

ков PCSK9, при этом PCSK9 содержит аминокислотную последовательность под SEQ ID NO: 3: S153, 

D188, I189, Q190, S191, D192, R194, Е197, G198, R199, V200, D224, R237, и D238, K243, S373, D374, 

S376, Т377, F379, I154, Т1897, Н193, Е195, I196, М201, V202, С223, Т228, S235, G236, А239, G244, М247, 

I369, S372, С375, С378, R237, и D238; 

v) моноклонального антитела, которое связывается с PCSK9 в месте расположения на PCSK9 эпи-

топа, который перекрывается с эпитопом, который связывается антителом, содержащим: 

1) вариабельную область тяжелой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 1; и 

2) вариабельную область легкой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 2, и 

b) где эпитоп для моноклонального антитела дополнительно перекрывается с участком, с которым 

связывается домен EGF-A из LDLR; 

c) N-ацетиларгинин, присутствующий при концентрации, составляющей приблизительно 140 мМ; 

d) аргинин-HCl, присутствующий при концентрации, составляющей приблизительно 63 мМ; 

e) полиоксиэтиленсорбитанмоноолеат (полисорбат 80) при концентрации, составляющей от при-

близительно 0,005% (вес/объем) до приблизительно 0,015%; и 

f) ацетат натрия при концентрации, составляющей приблизительно 10 мМ. 

В данном четвертом аспекте фармацевтическая композиция может характеризоваться значением 

рН, составляющим от приблизительно 5,1 до приблизительно 5,7, таким как значение рН, составляющее 

приблизительно 5,4. Фармацевтическая композиция может характеризоваться вязкостью, составляющей 

по меньшей мере менее приблизительно 80 сП. 

В пятом аспекте в данном документе раскрыта фармацевтическая композиция, содержащая: 

а) PCSK9-связывающий полипептид, который присутствует при концентрации, составляющей при-

близительно 195-225 мг/мл, выбранный из группы, состоящей из: 

i) моноклонального антитела, содержащего полипептид тяжелой цепи, имеющий аминокислотную 

последовательность под SEQ ID NO: 1, и полипептид легкой цепи, имеющий аминокислотную последо-

вательность под SEQ ID NO: 2 (эволокумаб), или его антигенсвязывающего фрагмента; 

ii) моноклонального антитела, которое конкурирует с эволокумабом за связывание с PCSK9; 

iii) моноклонального антитела, содержащего: 

1) полипептид тяжелой цепи, содержащий следующие определяющие комплементарность области 

(CDR): CDR1 тяжелой цепи, которая представляет собой CDR1 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR2 тяжелой 

цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR3 тяжелой цепи, которая представ-

ляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 14 или 16, и 

2) полипептид легкой цепи, содержащий следующие CDR: CDR1 легкой цепи, которая представля-

ет собой CDR1 в SEQ ID NO: 15 или 17; CDR2 легкой цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID 

NO: 15 или 17; и CDR3 легкой цепи, которая представляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 15 или 17; 

iv) моноклонального антитела, которое связывается с по меньшей мере одним из следующих остат-

ков PCSK9, при этом PCSK9 содержит аминокислотную последовательность под SEQ ID NO: 3: S153, 

D188, I189, Q190, S191, D192, R194, Е197, G198, R199, V200, D224, R237, и D238, К243, S373, D374, 

S376, Т377, F379, I154, Т1897, Н193, Е195, I196, М201, V202, С223, Т228, S235, G236, А239, G244, М247, 

I369, S372, С375, С378, R237, и D238; 

v) моноклонального антитела, которое связывается с PCSK9 в месте расположения на PCSK9 эпи-

топа, который перекрывается с эпитопом, который связывается антителом, содержащим: 

1) вариабельную область тяжелой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 1; и 

2) вариабельную область легкой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 2, и 

3) где эпитоп для моноклонального антитела дополнительно перекрывается с участком, с которым 

связывается домен EGF-A из LDLR; 

b) N-ацетиларгинин, присутствующий при концентрации, составляющей приблизительно 155 мМ; 

c) аргинин-HCl, присутствующий при концентрации, составляющей приблизительно 70 мМ; 

d) полиоксиэтиленсорбитанмоноолеат (полисорбат 80) при концентрации, составляющей от при-

близительно 0,005% (вес/объем) до приблизительно 0,015% (вес/объем); и 

e) ацетат натрия при концентрации, составляющей приблизительно 10 мМ. 

В данном пятом аспекте фармацевтическая композиция может характеризоваться значением рН, со-

ставляющим от приблизительно 5,1 до приблизительно 5,7, таким как значение рН, составляющее при-

близительно 5,4. Фармацевтическая композиция может характеризоваться вязкостью, составляющей по 

меньшей мере менее приблизительно 45 сП. 

В шестом аспекте в данном документе раскрыта фармацевтическая композиция, содержащая: 

а) PCSK9-связывающий полипептид, который присутствует при концентрации, составляющей при-
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близительно 195-225 мг/мл, выбранный из группы, состоящей из: 

i) моноклонального антитела, содержащего полипептид тяжелой цепи, имеющий аминокислотную 

последовательность под SEQ ID NO: 1, и полипептид легкой цепи, имеющий аминокислотную последо-

вательность под SEQ ID NO: 2 (эволокумаб), или его антигенсвязывающего фрагмента; 

ii) моноклонального антитела, которое конкурирует с эволокумабом за связывание с PCSK9; 

iii) моноклонального антитела, содержащего: 

1) полипептид тяжелой цепи, содержащий следующие определяющие комплементарность области 

(CDR): CDR1 тяжелой цепи, которая представляет собой CDR1 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR2 тяжелой 

цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR3 тяжелой цепи, которая представ-

ляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 14 или 16, и 

2) полипептид легкой цепи, содержащий следующие CDR: CDR1 легкой цепи, которая представля-

ет собой CDR1 в SEQ ID NO: 15 или 17; CDR2 легкой цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID 

NO: 15 или 17; и CDR3 легкой цепи, которая представляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 15 или 17; 

iv) моноклонального антитела, которое связывается с по меньшей мере одним из следующих остат-

ков PCSK9, при этом PCSK9 содержит аминокислотную последовательность под SEQ ID NO: 3: S153, 

D188, I189, Q190, S191, D192, R194, Е197, G198, R199, V200, D224, R237, и D238, K243, S373, D374, 

S376, Т377, F379, I154, Т1897, Н193, Е195, I196, М201, V202, С223, Т228, S235, G236, А239, G244, М247, 

I369, S372, С375, С378, R237, и D238; 

v) моноклонального антитела, которое связывается с PCSK9 в месте расположения на PCSK9 эпи-

топа, который перекрывается с эпитопом, который связывается антителом, содержащим: 

1) вариабельную область тяжелой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 1; и 

2) вариабельную область легкой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 2, и 

3) где эпитоп для моноклонального антитела дополнительно перекрывается с участком, с которым 

связывается домен EGF-A из LDLR; 

b) N-ацетиларгинин, присутствующий при концентрации, составляющей приблизительно 170 мМ; 

c) аргинин-HCl, присутствующий при концентрации, составляющей приблизительно 63 мМ; 

d) полиоксиэтиленсорбитанмоноолеат (полисорбат 80) при концентрации, составляющей от при-

близительно 0,005% (вес/объем) до приблизительно 0,015%; и 

e) ацетат натрия при концентрации, составляющей приблизительно 10 мМ. 

В данном шестом аспекте фармацевтическая композиция может характеризоваться значением рН, 

составляющим от приблизительно 5,1 до приблизительно 5,7, таким как значение рН, составляющее 

приблизительно 5,4. Фармацевтическая композиция может характеризоваться вязкостью, составляющей 

по меньшей мере менее приблизительно 60 сП. 

В седьмом аспекте в данном документе раскрыта фармацевтическая композиция, содержащая: 

а) PCSK9-связывающий полипептид, который присутствует при концентрации, составляющей при-

близительно 195-225 мг/мл, выбранный из группы, состоящей из: 

i) моноклонального антитела, содержащего полипептид тяжелой цепи, имеющий аминокислотную 

последовательность под SEQ ID NO: 1, и полипептид легкой цепи, имеющий аминокислотную последо-

вательность под SEQ ID NO: 2 (эволокумаб), или его антигенсвязывающего фрагмента; 

ii) моноклонального антитела, которое конкурирует с эволокумабом за связывание с PCSK9; 

iii) моноклонального антитела, содержащего: 

1) полипептид тяжелой цепи, содержащий следующие определяющие комплементарность области 

(CDR): CDR1 тяжелой цепи, которая представляет собой CDR1 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR2 тяжелой 

цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR3 тяжелой цепи, которая представ-

ляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 14 или 16, и 

2) полипептид легкой цепи, содержащий следующие CDR: CDR1 легкой цепи, которая представля-

ет собой CDR1 в SEQ ID NO: 15 или 17; CDR2 легкой цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID 

NO: 15 или 17; и CDR3 легкой цепи, которая представляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 15 или 17; 

iv) моноклонального антитела, которое связывается с по меньшей мере одним из следующих остат-

ков PCSK9, при этом PCSK9 содержит аминокислотную последовательность под SEQ ID NO: 3: 

S153, D188, I189, Q190, S191, D192, R194, Е197, G198, R199, V200, D224, R237, и D238, K243, S373, 

D374, S376, Т377, F379, I154, Т1897, Н193, Е195, I196, М201, V202, С223, Т228, S235, G236, А239, G244, 

М247, I369, S372, С375, С378, R237, и D238; 

v) моноклонального антитела, которое связывается с PCSK9 в месте расположения на PCSK9 эпи-

топа, который перекрывается с эпитопом, который связывается антителом, содержащим: 

1) вариабельную область тяжелой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 1; и 

2) вариабельную область легкой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 2, и 

3) где эпитоп для моноклонального антитела дополнительно перекрывается с участком, с которым 

связывается домен EGF-A из LDLR; 

b) N-ацетиларгинин, присутствующий при концентрации, составляющей приблизительно 155 мМ; 

c) пролин, присутствующий при концентрации, составляющей приблизительно 120 мМ; 

d) полиоксиэтиленсорбитанмоноолеат (полисорбат 80) при концентрации, составляющей от при-
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близительно 0,005% (вес/объем) до приблизительно 0,015% (вес/объем); и 

e) ацетат натрия при концентрации, составляющей приблизительно 10 мМ. 

В данном седьмом аспекте фармацевтическая композиция может характеризоваться значением рН, 

составляющим от приблизительно 5,1 до приблизительно 5,7, таким как значение рН, составляющее 

приблизительно 5,4. Фармацевтическая композиция может характеризоваться вязкостью, составляющей 

по меньшей мере менее приблизительно 60 сП. 

В данных аспектах с первого по седьмой PCSK9-связывающий полипептид может быть стабильным 

в течение по меньшей мере приблизительно двух лет или даже пяти лет или больше, если он хранится 

при приблизительно -30°С или ниже в фармацевтических композициях по данным аспектам. При 5°С 

PCSK9-связывающий полипептид может быть стабильным в течение от по меньшей мере приблизитель-

но шести месяцев до приблизительно 24 месяцев или больше в таких фармацевтических композициях. 

При 25°С PCSK9-связывающий полипептид может быть стабильным в течение по меньшей мере прибли-

зительно одного месяца или дольше, трех месяцев или дольше, или даже шести месяцев или дольше. При 

40°С PCSK9-связывающий полипептид может быть стабильным в течение по меньшей мере одного ме-

сяца или дольше. Фармацевтические композиции по данным аспектам могут содержать высокомолеку-

лярные агрегаты или олигомеры PCSK9-связывающих полипептидов на уровне менее приблизительно 

3%, например, 2,5% или меньше от общей концентрации PCSK9-связывающего полипептида. 

В любом из предыдущих аспектов фармацевтическая композиция может представлять собой жид-

кость. 

В восьмом аспекте в данном документе раскрыт способ лечения субъекта, нуждающегося в этом, 

предусматривающий введение фармацевтической композиции по любому из предыдущих семи аспектов. 

В девятом аспекте в данном документе раскрыт набор, содержащий фармацевтическую компози-

цию по любому из аспектов с первого по седьмой и устройство для доставки. Устройство для доставки 

может быть выбрано из группы, состоящей из шприца, шприца-ручки, нательного инъектора и автоинъ-

ектора. Набор может дополнительно содержать инструкции для введения фармацевтической композиции 

с применением устройства для доставки. 

В десятом аспекте в данном документе раскрыт способ получения фармацевтической композиции 

на основе PCSK9-связывающего полипептида, содержащей по меньшей мере 140 мг/мл PCSK9-

связывающего полипептида, предусматривающий добавление к фармацевтической композиции, содер-

жащей PCSK9-связывающий полипептид, эффективного количества N-ацетиларгинина, вследствие чего 

вязкость фармацевтической композиции снижается по сравнению с фармацевтической композицией, не 

содержащей N-ацетиларгинин, и где PCSK9-связывающий полипептид выбран из группы, состоящей из: 

a) моноклонального антитела, содержащего полипептид тяжелой цепи, имеющий аминокислотную 

последовательность под SEQ ID NO: 1, и полипептид легкой цепи, имеющий аминокислотную последо-

вательность под SEQ ID NO: 2 (эволокумаб), или его антигенсвязывающего фрагмента; 

b) моноклонального антитела, которое конкурирует с эволокумабом за связывание с PCSK9; 

c) моноклонального антитела, содержащего: 

i) полипептид тяжелой цепи, содержащий следующие определяющие комплементарность области 

(CDR): CDR1 тяжелой цепи, которая представляет собой CDR1 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR2 тяжелой 

цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR3 тяжелой цепи, которая представ-

ляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 14 или 16, и 

ii) полипептид легкой цепи, содержащий следующие CDR: CDR1 легкой цепи, которая представля-

ет собой CDR1 в SEQ ID NO: 15 или 17; CDR2 легкой цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID 

NO: 15 или 17; и CDR3 легкой цепи, которая представляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 15 или 17; 

d) моноклонального антитела, которое связывается с по меньшей мере одним из следующих остат-

ков PCSK9, при этом PCSK9 содержит аминокислотную последовательность под SEQ ID NO: 3: S153, 

D188, I189, Q190, S191, D192, R194, Е197, G198, R199, V200, D224, R237, и D238, K243, S373, D374, 

S376, Т377, F379, I154, Т1897, Н193, Е195, I196, М201, V202, С223, Т228, S235, G236, А239, G244, М247, 

I369, S372, С375, С378, R237, и D238; и 

e) моноклонального антитела, которое связывается с PCSK9 в месте расположения на PCSK9 эпи-

топа, который перекрывается с эпитопом, который связывается антителом, содержащим: 

i) вариабельную область тяжелой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 1; и 

ii) вариабельную область легкой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 2, и 

iii) где эпитоп для моноклонального антитела дополнительно перекрывается с участком, с которым 

связывается домен EGF-A из LDLR. 

В данном десятом аспекте вязкость фармацевтической композиции составляет менее приблизитель-

но 80 сП или менее приблизительно 50 сП. Фармацевтическая композиция из способа по данному аспек-

ту может характеризоваться осмоляльностью, составляющей от приблизительно 250 до приблизительно 

400 мОсм/кг, такой как приблизительно 300 мОсм/кг, или является изотонической для клетки крови че-

ловека. Концентрация PCSK9-связывающего полипептида может составлять от приблизительно 140 

мг/мл до приблизительно 260 мг/мл, например, 210 мг/мл. N-ацетиларгинин может присутствовать при 

концентрации, составляющей от приблизительно 25 мМ до приблизительно 230 мМ, такой как от 140 мМ 
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до приблизительно 170 мМ, или при 140 мМ. Фармацевтическая композиция по данному аспекту может 

дополнительно содержать буфер, такой как буфер, выбранный из группы, состоящей из ацетатного, глу-

таматного, гистидинового и фосфатного буферов или их комбинации. Буфер может присутствовать при 

концентрации, составляющей от приблизительно 5 мМ до приблизительно 30 мМ. В некоторых случаях 

буфер представляет собой ацетат натрия и присутствует при концентрации, составляющей приблизи-

тельно 10 мМ. Значение рН таких фармацевтических композиций может составлять от приблизительно 

4,8 до приблизительно 6,9, например, значение рН составляет приблизительно 5,4. Фармацевтические 

композиции по данному аспекту могут дополнительно содержать поверхностно-активное вещество, та-

кое как поверхностно-активное вещество, выбранное из группы, состоящей из полиоксиэтиленсорбитан-

моноолеата (полисорбата 80 или полисорбата 20), блок-сополимера полиоксиэтилена и полиоксипропи-

лена (полоксамеров, таких как Pluronic F-68 и другие виды Pluronic), сложных сорбитаналкиловых 

эфиров (Span) полиэтиленгликольоктилфениловых эфиров (Triton X-100), полиэтиленгликольалкило-

вых эфиров (Brij), полипропиленгликоль алкиловых эфиров, глюкозидалкиловых эфиров и D-α-

токоферолполиэтиленгликольсукцината (витамина Е TPGS). Поверхностно-активное вещество может 

присутствовать при концентрации, составляющей от приблизительно 0,0001% (вес/объем) до приблизи-

тельно 1% (вес/объем). В некоторых фармацевтических композициях по данному аспекту поверхностно-

активное вещество представляет собой полиоксиэтиленсорбитанмоноолеат (полисорбат 80) и присутст-

вует при концентрации, составляющей приблизительно 0,01% (вес/объем). Более того, фармацевтические 

композиции по данному аспекту могут дополнительно содержать пролин; при этом пролин может при-

сутствовать при концентрации, составляющей от приблизительно 50 мМ до приблизительно 150 мМ, 

такой как от 90 до 120 мМ, или при приблизительно 120 мМ. В некоторых случаях фармацевтическая 

композиция по данному десятому аспекту может дополнительно содержать соль аргинина, которая мо-

жет присутствовать при концентрации, составляющей от приблизительно 25 мМ до приблизительно 150 

мМ, такой как от приблизительно 50 мМ до приблизительно 100 мМ. Соль аргинина может представлять 

собой, например, аргинин-HCl, аргинина ацетат или аргинина глутамат. В некоторых случаях соль арги-

нина представляет собой аргинин-HCl и присутствует при концентрации, составляющей приблизительно 

50 мМ. PCSK9-связывающий полипептид может быть стабильным в течение по меньшей мере приблизи-

тельно двух лет или даже пяти лет или больше, если он хранится при приблизительно -30°С или ниже в 

фармацевтических композициях по данному десятому аспекту. При 5°С PCSK9-связывающий полипеп-

тид может быть стабильным в течение от по меньшей мере приблизительно шести месяцев до приблизи-

тельно 24 месяцев или больше в таких фармацевтических композициях. При 25°С PCSK9-связывающий 

полипептид может быть стабильным в течение по меньшей мере приблизительно одного месяца или 

дольше, трех месяцев или дольше, или даже шести месяцев или дольше. При 40°С PCSK9-связывающий 

полипептид может быть стабильным в течение по меньшей мере одного месяца или дольше. Фармацев-

тические композиции по данному десятому аспекту могут содержать высокомолекулярные агрегаты или 

олигомеры PCSK9-связывающих полипептидов на уровне менее приблизительно 3%, например, 2,5% 

или меньше от общей концентрации PCSK9-связывающего полипептида. 

В одиннадцатом аспекте в данном документе раскрыт способ составления терапевтического поли-

пептида, предусматривающий: 

a) первую стадию концентрирования, на которой полипептид в первом растворе концентрируют; 

b) первую стадию замены раствора, на которой для концентрированного полипептида в первом рас-

творе выполняют замену на второй раствор, содержащий N-ацетиларгинин, с применением диафильтра-

ции; 

c) вторую стадию концентрирования, на которой полипептид во втором растворе концентрируют; 

d) вторую стадию замены раствора, на которой для полипептида в концентрированном втором рас-

творе выполняют замену на третий раствор, содержащий N-ацетиларгинин, с применением диафильтра-

ции; и 

e) третью стадию концентрирования, на которой полипептид в третьем растворе концентрируют; 

где терапевтический полипептид предусматривает PCSK9-связывающий полипептид, который бло-

кирует связывание PCSK9 с LDLR и выбран из группы, состоящей из: 

i) моноклонального антитела, содержащего тяжелую цепь, имеющую аминокислотную последова-

тельность под SEQ ID NO: 1, и легкую цепь, имеющую аминокислотную последовательность под SEQ ID 

NO: 2 (эволокумаб), или его антигенсвязывающего фрагмента; 

ii) моноклонального антитела, которое конкурирует с эволокумабом за связывание с PCSK9; 

iii) моноклонального антитела, содержащего: 

1) полипептид тяжелой цепи, содержащий следующие определяющие комплементарность области 

(CDR): CDR1 тяжелой цепи, которая представляет собой CDR1 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR2 тяжелой 

цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR3 тяжелой цепи, которая представ-

ляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 14 или 16, и 

2) полипептид легкой цепи, содержащий следующие CDR: CDR1 легкой цепи, которая представля-

ет собой CDR1 в SEQ ID NO: 15 или 17; CDR2 легкой цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID 
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NO: 15 или 17; и CDR3 легкой цепи, которая представляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 15 или 17; 

iv) моноклонального антитела, которое связывается с по меньшей мере одним из следующих остат-

ков PCSK9, при этом PCSK9 содержит аминокислотную последовательность под SEQ ID NO: 3: S153, 

D188, I189, Q190, S191, D192, R194, Е197, G198, R199, V200, D224, R237, D238, K243, S373, D374, S376, 

Т377, F379, I154, Т1897, Н193, Е195, I196, М201, V202, С223, Т228, S235, G236, А239, G244, М247, I369, 

S372, С375, С378, R237, D238; 

v) моноклонального антитела, которое связывается с PCSK9 в месте расположения на PCSK9 эпи-

топа, который перекрывается с эпитопом, который связывается антителом, содержащим: 

1) вариабельную область тяжелой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 1; и 

2) вариабельную область легкой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 2, и 

3) где эпитоп для моноклонального антитела дополнительно перекрывается с участком, с которым 

связывается домен EGFa из LDLR. 

В способах по данному одиннадцатому аспекту PCSK9-связывающий полипептид, который блоки-

рует связывание PCSK9 с LDLR, может представлять собой моноклональное антитело, которое содержит 

полипептид тяжелой цепи, содержащий следующие определяющие комплементарность области (CDR): 

a) CDR1, CDR2 и CDR3 тяжелой цепи, имеющие аминокислотную последовательность под SEQ ID 

NO: 7, 8 и 9 соответственно; и 

b) CDR1, CDR2 и CDR3 легкой цепи, имеющие аминокислотную последовательность под SEQ ID 

NO: 4, 5 и 6 соответственно. 

Более того, в данном одиннадцатом аспекте перед третьей стадией концентрирования температуру 

раствора, содержащего полипептид, можно повышать от приблизительно 25°С до приблизительно 37°С. 

Также первую стадию замены раствора можно осуществлять с применением по меньшей мере трех диа-

объемов второго раствора. В некоторых подаспектах данного одиннадцатого аспекта вторую стадию за-

мены раствора проводят с применением по меньшей мере четырех диаобъемов третьего раствора. В дру-

гих подаспектах начальная концентрация терапевтического белка составляет приблизительно 11 мг/мл 

или меньше. Кроме того, концентрацию терапевтического полипептида можно повышать в от приблизи-

тельно 3 до приблизительно 7 раз, так как, например, когда повышенная концентрация полипептида со-

ставляет от приблизительно 35 мг/мл до приблизительно 70 мг/мл. В некоторых подаспектах на второй 

стадии концентрирования концентрация терапевтического полипептида повышается в от приблизительно 

2 до 4 раз относительно первой стадии концентрирования, до такой как, например, приблизительно 140 

мг/мл. На третьей стадии концентрирования концентрация терапевтического полипептида может повы-

шаться в от приблизительно 1,5 до приблизительно 2 раз относительно второй стадии концентрирования, 

до такой как приблизительно 260 мг/мл. Следовательно, терапевтический полипептид может характери-

зоваться конечной концентрацией, которая в по меньшей мере приблизительно 19-20 раз превышает на-

чальную концентрацию терапевтического полипептида, такой как приблизительно 210 мг/мл. Стадии 

концентрирования могут предусматривать ультрафильтрацию с периодической загрузкой; к тому же, 

второй раствор и третий раствор могут быть идентичными. Например, второй или третий раствор, со-

держащий N-ацетиларгинин, может содержать соль аргинина и буфер, где, например, N-ацетиларгинин 

присутствует при концентрации, составляющей от приблизительно 25 мМ до приблизительно 230 мМ; 

соль аргинина представляет собой Arg-HCl, Arg ацетат или Arg глутамат и присутствует при концентра-

ции, составляющей от приблизительно 25 мМ до приблизительно 150 мМ; и буфер представляет собой 

натрий-ацетатный буфер при концентрации, составляющей от приблизительно 5 мМ до приблизительно 

30 мМ. В других подаспектах N-ацетиларгинин присутствует при концентрации, составляющей от при-

близительно 140 до приблизительно 170 мМ; Arg-HCl, Arg ацетат или Arg глутамат присутствует при 

концентрации, составляющей от приблизительно 63 до приблизительно 70 мМ, и натрий-ацетатный бу-

фер присутствует при концентрации, составляющей приблизительно 10 мМ. В еще одних подаспектах N-

ацетиларгинин присутствует при концентрации, составляющей приблизительно 140 мМ, Arg-HCl, Arg 

ацетат или Arg глутамат присутствует при концентрации, составляющей приблизительно 63 мМ, натрий-

ацетатный буфер присутствует при концентрации, составляющей приблизительно 10 мМ. В дополни-

тельных подаспектах N-ацетиларгинин присутствует при концентрации, составляющей приблизительно 

155 мМ, Arg-HCl, Arg ацетат или Arg глутамат присутствует при концентрации, составляющей прибли-

зительно 70 мМ, натрий-ацетатный буфер присутствует при концентрации, составляющей приблизи-

тельно 10 мМ. В еще одних подаспектах N-ацетиларгинин присутствует при концентрации, составляю-

щей приблизительно 170 мМ, Arg-HCl, Arg ацетат или Arg глутамат присутствует при концентрации, 

составляющей приблизительно 63 мМ, натрий-ацетатный буфер присутствует при концентрации, состав-

ляющей приблизительно 10 мМ. Более того, композиции могут дополнительно содержать пролин, где 

пролин присутствует при концентрации, составляющей от приблизительно 50 мМ до приблизительно 

150 мМ. Второй или третий раствор может характеризоваться значением рН, составляющим от прибли-

зительно 4,8 до приблизительно 6,9, таким как 5,4. На первой и второй стадиях замены раствора можно 

применять мембрану для диафильтрации, имеющую по меньшей мере одну характеристику, выбранную 

из группы, состоящей из: 

a) размера отверстий сетки, который превышает приблизительно 350 мкм, но меньше или равен 
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приблизительно 500 мкм; 

b) площади живого сечения, которая превышает приблизительно 32%, но меньше или равна при-

близительно 36% от площади мембраны; 

c) плотности сетки, составляющей менее приблизительно 16,2 нити/см, но больше или равной при-

близительно 12,2 нити/см; 

d) диаметра нити, который превышает приблизительно 270 мкм, но меньше или равен приблизи-

тельно 340 мкм; 

e) базового веса, который превышает приблизительно 160 г/м
2
, но меньше или равен 180 г/м

2
; 

f) толщины, которая превышает приблизительно 515 мкм, но меньше или равна приблизительно 610 

мкм; 

g) загрузки мембраны, превышающей приблизительно 1138,1 г/м
2
, но меньше или равной прибли-

зительно 1919,3 г/м
2
; и 

h) максимального давления подачи, составляющего приблизительно 60 psi. 

Более того, к третьему раствору после концентрирования можно добавлять поверхностно-активное 

вещество, такое как поверхностно-активное вещество, выбранное из группы, состоящей из полиоксиэти-

ленсорбитанмоноолеата (полисорбата 80 или полисорбата 20), блок-сополимера полиоксиэтилена и по-

лиоксипропилена (полоксамеров, таких как Pluronic F-68 и другие виды Pluronic), сложных сорбита-

налкиловых эфиров (Span) полиэтиленгликольоктилфениловых эфиров (Triton X-100), полиэтиленгли-

кольалкиловых эфиров (Brij), полипропиленгликоль алкиловых эфиров, глюкозидалкиловых эфиров и D-

α-токоферолполиэтиленгликольсукцината (витамина Е TPGS). Поверхностно-активное вещество может 

присутствовать при концентрации, составляющей от приблизительно 0,0001% (вес/объем) до приблизи-

тельно 1% (вес/объем). В некоторых фармацевтических композициях по данному аспекту поверхностно-

активное вещество представляет собой полиоксиэтиленсорбитанмоноолеат (полисорбат 80) и присутст-

вует при концентрации, составляющей приблизительно 0,01% (вес/объем). 

В двенадцатом аспекте в данном документе раскрыт способ составления терапевтического поли-

пептида, предусматривающий: 

a) первую стадию концентрирования, на которой полипептид в первом растворе концентрируют с 

применением ультрафильтрации с периодической загрузкой; 

b) первую стадию замены раствора, на которой для концентрированного полипептида в первом рас-

творе выполняют замену на второй раствор, содержащий N-ацетиларгинин, соль аргинина и буфер, с 

применением диафильтрации и трех диаобъемов второго раствора; 

c) вторую стадию концентрирования, на которой полипептид во втором растворе концентрируют с 

применением ультрафильтрации с периодической загрузкой; 

d) вторую стадию замены раствора, на которой для полипептида в концентрированном втором рас-

творе выполняют замену на третий раствор, содержащий N-ацетиларгинин, соль аргинина и буфер, с 

применением диафильтрации и четырех диаобъемов третьего раствора; 

e) температуру раствора, содержащего полипептид, повышают от приблизительно 25°С до прибли-

зительно 37°С после второй стадии замены раствора; и 

f) третью стадию концентрирования, на которой полипептид дополнительно концентрируют с при-

менением концентрирования с помощью ультрафильтрации с периодической загрузкой; 

где на первой и второй стадиях замены раствора можно применять мембрану для диафильтрации, 

имеющую по меньшей мере одну характеристику, выбранную из группы, состоящей из: 

a) размера отверстий сетки, который превышает приблизительно 350 мкм, но меньше или равен 

приблизительно 500 мкм; 

b) площади живого сечения, которая превышает приблизительно 32%, но меньше или равна при-

близительно 36% от площади мембраны; 

c) плотности сетки, составляющей менее приблизительно 16,2 нити/см, но больше или равной при-

близительно 12,2 нити/см; 

d) диаметра нити, который превышает приблизительно 270 мкм, но меньше или равен приблизи-

тельно 340 мкм; 

e) базового веса, который превышает приблизительно 160 г/м
2
, но меньше или равен 180 г/м

2
; 

f) толщины, которая превышает приблизительно 515 мкм, но меньше или равна приблизительно 610 

мкм; 

g) загрузки мембраны, превышающей приблизительно 1138,1 г/м
2
, но меньше или равной прибли-

зительно 1919,3 г/м
2
; и 

h) максимального давления подачи, составляющего приблизительно 60 psi; и 

где терапевтический полипептид предусматривает PCSK9-связывающий полипептид, который бло-

кирует связывание PCSK9 с LDLR и выбран из группы, состоящей из: 

i) моноклонального антитела, содержащего тяжелую цепь, имеющую аминокислотную последова-

тельность под SEQ ID NO: 1, и легкую цепь, имеющую аминокислотную последовательность под SEQ ID 

NO: 2 (эволокумаб), или его антигенсвязывающего фрагмента; 
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ii) моноклонального антитела, которое конкурирует с эволокумабом за связывание с PCSK9; 

iii) моноклонального антитела, содержащего: 

1) полипептид тяжелой цепи, содержащий следующие определяющие комплементарность области 

(CDR): CDR1 тяжелой цепи, которая представляет собой CDR1 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR2 тяжелой 

цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR3 тяжелой цепи, которая представ-

ляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 14 или 16, и 

2) полипептид легкой цепи, содержащий следующие CDR: CDR1 легкой цепи, которая представля-

ет собой CDR1 в SEQ ID NO: 15 или 17; CDR2 легкой цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID 

NO: 15 или 17; и CDR3 легкой цепи, которая представляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 15 или 17; 

iv) моноклонального антитела, которое связывается с по меньшей мере одним из следующих остат-

ков PCSK9, при этом PCSK9 содержит аминокислотную последовательность под SEQ ID NO: 3: S153, 

D188, I189, Q190, S191, D192, R194, Е197, G198, R199, V200, D224, R237, D238, K243, S373, D374, S376, 

Т377, F379, I154, Т1897, Н193, Е195, I196, М201, V202, С223, Т228, S235, G236, А239, G244, М247, I369, 

S372, С375, С378, R237, D238; 

v) моноклонального антитела, которое связывается с PCSK9 в месте расположения на PCSK9 эпи-

топа, который перекрывается с эпитопом, который связывается антителом, содержащим: 

1) вариабельную область тяжелой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 1; и 

2) вариабельную область легкой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 2, и 

3) где эпитоп для моноклонального антитела дополнительно перекрывается с участком, с которым 

связывается домен EGFa из LDLR. 

Более того, в данном двенадцатом аспекте первую стадию замены раствора можно проводить с 

применением по меньшей мере трех диаобъемов второго раствора. В некоторых подаспектах данного 

двенадцатого аспекта вторую стадию замены раствора проводят с применением по меньшей мере четы-

рех диаобъемов третьего раствора. В других подаспектах начальная концентрация терапевтического бел-

ка составляет приблизительно 11 мг/мл или меньше. Кроме того, концентрацию терапевтического поли-

пептида можно повышать в от приблизительно 3 до приблизительно 7 раз, так как, например, когда по-

вышенная концентрация полипептида составляет от приблизительно 35 мг/мл до приблизительно 70 

мг/мл. В некоторых подаспектах на второй стадии концентрирования концентрация терапевтического 

полипептида повышается в от приблизительно 2 до 4 раз относительно первой стадии концентрирования, 

до такой как, например, приблизительно 140 мг/мл. На третьей стадии концентрирования концентрация 

терапевтического полипептида может повышаться в от приблизительно 1,5 до приблизительно 2 раз от-

носительно второй стадии концентрирования, до такой как приблизительно 260 мг/мл. Следовательно, 

терапевтический полипептид может характеризоваться конечной концентрацией, которая в по меньшей 

мере приблизительно 19-20 раз превышает начальную концентрацию терапевтического полипептида, 

такой как приблизительно 210 мг/мл. Стадии концентрирования могут предусматривать ультрафильтра-

цию с периодической загрузкой; к тому же, второй раствор и третий раствор могут быть идентичными. 

N-ацетиларгинин присутствует при концентрации, составляющей от приблизительно 25 мМ до прибли-

зительно 230 мМ; соль аргинина может представлять собой Arg-HCl, Arg ацетат или Arg глутамат, где 

Arg-HCl, Arg ацетат или Arg глутамат присутствует при концентрации, составляющей от приблизитель-

но 25 мМ до приблизительно 150 мМ; и буфер представляет собой натрий-ацетатный буфер при концен-

трации, составляющей от приблизительно 5 мМ до приблизительно 30 мМ. В других подаспектах N-

ацетиларгинин присутствует при концентрации, составляющей от приблизительно 140 до приблизитель-

но 170 мМ; Arg-HCl, Arg ацетат или Arg глутамат присутствует при концентрации, составляющей от 

приблизительно 63 до приблизительно 70 мМ, и натрий-ацетатный буфер присутствует при концентра-

ции, составляющей приблизительно 10 мМ. В еще одних подаспектах N-ацетиларгинин присутствует 

при концентрации, составляющей приблизительно 140 мМ, Arg-HCl, Arg ацетат или Arg глутамат при-

сутствует при концентрации, составляющей приблизительно 63 мМ, натрий-ацетатный буфер присутст-

вует при концентрации, составляющей приблизительно 10 мМ. В дополнительных подаспектах N-

ацетиларгинин присутствует при концентрации, составляющей приблизительно 155 мМ, Arg-HCl, Arg 

ацетат или Arg глутамат присутствует при концентрации, составляющей приблизительно 70 мМ, натрий-

ацетатный буфер присутствует при концентрации, составляющей приблизительно 10 мМ. В еще одних 

подаспектах N-ацетиларгинин присутствует при концентрации, составляющей приблизительно 170 мМ, 

Arg-HCl, Arg ацетат или Arg глутамат присутствует при концентрации, составляющей приблизительно 

63 мМ, натрий-ацетатный буфер присутствует при концентрации, составляющей приблизительно 10 мМ. 

Более того, композиции могут дополнительно содержать пролин, где пролин присутствует при концен-

трации, составляющей от приблизительно 50 мМ до приблизительно 150 мМ. Второй или третий раствор 

может характеризоваться значением рН, составляющим от приблизительно 4,8 до приблизительно 6,9, 

таким как 5,4. Более того, к третьему раствору после концентрирования можно добавлять поверхностно-

активное вещество, такое как поверхностно-активное вещество, выбранное из группы, состоящей из по-

лиоксиэтиленсорбитанмоноолеата (полисорбата 80 или полисорбата 20), блок-сополимера полиоксиэти-

лена и полиоксипропилена (полоксамеров, таких как Pluronic F-68 и другие виды Pluronic), сложных 
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сорбитаналкиловых эфиров (Span) полиэтиленгликольоктилфениловых эфиров (Triton X-100), поли-

этиленгликольалкиловых эфиров (Brij), полипропиленгликоль алкиловых эфиров, глюкозидалкиловых 

эфиров и D-α-токоферолполиэтиленгликольсукцината (витамина Е TPGS). Поверхностно-активное ве-

щество может присутствовать при концентрации, составляющей от приблизительно 0,0001% (вес/объем) 

до приблизительно 1% (вес/объем). В некоторых фармацевтических композициях по данному аспекту 

поверхностно-активное вещество представляет собой полиоксиэтиленсорбитанмоноолеат (полисорбат 

80) и присутствует при концентрации, составляющей приблизительно 0,01% (вес/объем). 

В тринадцатом аспекте в данном документе раскрыт способ составления терапевтического поли-

пептида, предусматривающий: 

a) первую стадию концентрирования, на которой полипептид в первом растворе концентрируют с 

применением ультрафильтрации с периодической загрузкой; 

b) первую стадию замены раствора, на которой для концентрированного полипептида в первом рас-

творе выполняют замену на второй с применением диафильтрации и трех диаобъемов второго раствора; 

c) вторую стадию концентрирования, на которой полипептид во втором растворе концентрируют с 

применением ультрафильтрации с периодической загрузкой; 

d) вторую стадию замены раствора, на которой для полипептида в концентрированном втором рас-

творе выполняют замену на третий раствор с применением диафильтрации и четырех диаобъемов треть-

его раствора; 

e) температуру раствора, содержащего полипептид, повышают от приблизительно 25°С до прибли-

зительно 37°С после второй стадии замены раствора; и 

f) третью стадию концентрирования, на которой полипептид дополнительно концентрируют с при-

менением концентрирования с помощью ультрафильтрации с периодической загрузкой; 

g) в качестве альтернативы стадию добавления полиоксиэтиленсорбитанмоноолеата (полисорбата 

80) при концентрации, составляющей приблизительно 0,01% (вес/объем) к раствору, полученному на 

третьей стадии концентрирования, 

где второй и третий растворы предусматривают раствор, выбранный из группы, состоящей из рас-

твора, содержащего приблизительно 140 мМ N-ацетиларгинина, приблизительно 50 мМ Arg-HCl и при-

близительно 10 мМ ацетата натрия, при этом раствор характеризуется значением рН, составляющим 

приблизительно 5,2; раствора, содержащего приблизительно 155 мМ N-ацетиларгинина, приблизительно 

70 мМ Arg-HCl и приблизительно 10 мМ ацетата натрия, при этом раствор характеризуется значением 

рН, составляющим приблизительно 5,4; и раствора, содержащего приблизительно 170 мМ N-

ацетиларгинина, приблизительно 10 мМ ацетата натрия, при этом раствор характеризуется значением 

рН, составляющим приблизительно 5,6; 

где на первой и второй стадиях замены раствора можно применять мембрану для диафильтрации, 

имеющую по меньшей мере одну характеристику, выбранную из группы, состоящей из: 

a) размера отверстий сетки, который превышает приблизительно 350 мкм, но меньше или равен 

приблизительно 500 мкм; 

b) площади живого сечения, которая превышает приблизительно 32%, но меньше или равна при-

близительно 36% от площади мембраны; 

c) плотности сетки, составляющей менее приблизительно 16,2 нити/см, но больше или равной при-

близительно 12,2 нити/см; 

d) диаметра нити, который превышает приблизительно 270 мкм, но меньше или равен приблизи-

тельно 340 мкм; 

e) базового веса, который превышает приблизительно 160 г/м
2
, но меньше или равен 180 г/м

2
; 

f) толщины, которая превышает приблизительно 515 мкм, но меньше или равна приблизительно 610 

мкм; 

g) загрузки мембраны, превышающей приблизительно 1138,1 г/м
2
, но меньше или равной прибли-

зительно 1919,3 г/м
2
; и 

h) максимального давления подачи, составляющего приблизительно 60 psi; и 

где терапевтический полипептид предусматривает PCSK9-связывающий полипептид, который бло-

кирует связывание PCSK9 с LDLR и выбран из группы, состоящей из: 

i) моноклонального антитела, содержащего тяжелую цепь, имеющую аминокислотную последова-

тельность под SEQ ID NO: 1, и 

легкую цепь, имеющую аминокислотную последовательность под SEQ ID NO: 2 (эволокумаб), или 

его антигенсвязывающего фрагмента; 

ii) моноклонального антитела, которое конкурирует с эволокумабом за связывание с PCSK9; 

iii) моноклонального антитела, содержащего: 

1) полипептид тяжелой цепи, содержащий следующие определяющие комплементарность области 

(CDR): CDR1 тяжелой цепи, которая представляет собой CDR1 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR2 тяжелой 

цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR3 тяжелой цепи, которая представ-

ляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 14 или 16, и 
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2) полипептид легкой цепи, содержащий следующие CDR: CDR1 легкой цепи, которая представля-

ет собой CDR1 в SEQ ID NO: 15 или 17; CDR2 легкой цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID 

NO: 15 или 17; и CDR3 легкой цепи, которая представляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 15 или 17; 

iv) моноклонального антитела, которое связывается с по меньшей мере одним из следующих остат-

ков PCSK9, при этом PCSK9 содержит аминокислотную последовательность под SEQ ID NO: 3: S153, 

D188, I189, Q190, S191, D192, R194, Е197, G198, R199, V200, D224, R237, D238, K243, S373, D374, S376, 

Т377, F379, I154, Т1897, Н193, Е195, I196, М201, V202, С223, Т228, S235, G236, А239, G244, М247, I369, 

S372, С375, С378, R237, D238; 

v) моноклонального антитела, которое связывается с PCSK9 в месте расположения на PCSK9 эпи-

топа, который перекрывается с эпитопом, который связывается антителом, содержащим: 

1) вариабельную область тяжелой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 1; и 

2) вариабельную область легкой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 2, и 

3) где эпитоп для моноклонального антитела дополнительно перекрывается с участком, с которым 

связывается домен EGFa из LDLR. 

Краткое описание графических материалов 

На фиг. 1 показана диаграмма по данным эксклюзионной хроматографии-жидкостной хроматогра-

фии высокого давления (SE-HPLC) для образцов эволокумаба при высоких концентрациях в различных 

составах, содержащих N-ацетиларгинин, после 1 месяца инкубации при 40°С. Обозначения для составов, 

указанных на оси х: [ацетат (мМ)]/[N-ацетиларгинин (мМ)] / [пролин (мМ)]. По оси Y указана процент-

ная доля образца, которую составляют высокомолекулярные (HMW) разновидности (агрегаты и олиго-

меры эволокумаба). 

На фиг. 2 показана диаграмма сравнения вязкости составов на основе эволокумаба с концентрацией 

210 мг/мл при скорости сдвига 1000 с
-1

 при 25°С. 

На фиг. 3А показаны диаграммы, полученные с помощью программного обеспечения JMP Predic-

tion Profiler на основании данных SE-HPLC для состава на основе эволокумаба, выдерживаемого при 

40°С в течение одного месяца. На фиг. 3В показаны аналогичные данные, за исключением того, что об-

разцы выдерживали при 25°С в течение трех месяцев. 

На фиг. 4 показана столбчатая диаграмма процентного содержания HMW-разновидностей по ре-

зультатам SE-HPLC для составов на основе эволокумаба с концентрацией 210 мг/мл, выдерживаемых 

при 40°С в течение одного месяца. В составах варьировались концентрации N-ацетиларгинина и концен-

трация аргинина-HCl при различных значениях рН. 

На фиг. 5А-5С показаны хроматограммы SE-HPLC для выбранных образцов эволокумаба со значе-

ниями рН 4,8 и рН 5,4, выдерживаемых при указанных температурах и в течение указанных периодов 

времени (5°С в течение шести месяцев (фиг. 5А); 25°С в течение трех месяцев (фиг. 5В) и 40°С в течение 

одного месяца (фиг. 5С)), и в сравнении с контрольным составом на основе эволокумаба, содержащего 

пролин. Обозначения для составов: [ацетат (мМ)]/[N-ацетиларгинин (мМ)]/[аргинин-HCl (мМ)]. 

На фиг. 6А и 6В показаны диаграммы процентного содержания HMW-разновидностей, которые 

возникли с течением времени в указанных составах на основе эволокумаба, выдерживаемых при указан-

ных температурах (5°С (фиг. 6А); 25°С (фиг. 6В)). Тестируемые составы на основе эволокумаба с кон-

центрацией 210 мг/мл, содержащие N-ацетиларгинин, сравнивают с контрольным составом на основе 

эволокумаба с концентрацией 140 мг/мл, содержащего пролин. Обозначения для составов: [ацетат 

(мМ)]/[N-ацетиларгинин (мМ)]/[аргинин-HCl (мМ)]. 

На фиг. 7А показаны диаграммы, полученные с помощью программного обеспечения JMP Predic-

tion Profiler по данным катионообменной хроматографии-жидкостной хроматографии высокого давления 

(CEX-HPLC) для составов на основе эволокумаба, выдерживаемых при 40°С в течение одного месяца. На 

фиг. 7В показаны аналогичные данные, за исключением того, что образцы выдерживали при 25°С в те-

чение трех месяцев. Дополнительные подробности см. в разделе "Примеры". 

На фиг. 8 показана диаграмма величины кислотного пика в процентах по результатам CEX-HPLC 

для составов на основе эволокумаба с концентрацией 210 мг/мл, выдерживаемых при 40°С в течение од-

ного месяца. 

На фиг. 9А-9В показаны диаграммы числа частиц, невидимых невооруженным глазом, как опреде-

лено путем подсчета частиц суспензии с помощью светоблокировки (больше или равных 10 мкм, фиг. 

9А; или больше или равных 25 мкм, фиг. 9В), на миллилитр различных составов на основе эволокумаба, 

выдерживаемых при 5, 25 и 40°С в течение трех месяцев. На фиг. 9С показана диаграмма числа частиц, 

невидимых невооруженным глазом, как определено путем подсчета частиц суспензии с помощью свето-

блокировки (больше или равных 10 мкм или 25 мкм), в различных составах на основе эволокумаба, вы-

держиваемых при 5°С или 25°С в течение шести месяцев. 

На фиг. 10 показана диаграмма числа частиц, невидимых невооруженным глазом, в различных со-

ставах на основе эволокумаба, как определено путем анализа с помощью визуализации микропотока 

(MFI), отфильтрованных по аспектному отношению (AR), составляющему менее 0,70. 

На фиг. 11 показана итоговая диаграмма вязкости различных составов на основе эволокумаба, вы-

держиваемых в течение определенных периодов времени и при указанных температурах, где ТО обозна-
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чает начальные значения вязкости. 

На фиг. 12 показана диаграмма и таблица, в которых показаны значения рН составов на основе эво-

локумаба, отличающихся друг от друга значением рН и буфером, с течением времени вплоть до трех 

месяцев. Образцы выдерживали при 40°С. 

На фиг. 13А-13С показаны диаграммы по данным SE-HPLC, на которых продемонстрировано влия-

ние значения рН на процентное содержание HMW-разновидностей в составах на основе эволокумаба с 

концентрацией 210 мг/мл, которые отличаются значением рН и буфером, в течение вплоть до трех меся-

цев при 4°С (фиг. 13А), 25°С (фиг. 13В) и 40°С (фиг. 13С). В дополнение к 10 мМ каждого перечислен-

ного буфера все образцы содержат 165 мМ N-ацетиларгинина, 75 мМ аргинина-HCl и 0,01% полисорба-

та-80. 

На фиг. 14 показана диаграмма уровней содержания олигомеров в составах на основе эволокумаба 

при варьирующем значении рН сразу после составления. 

На фиг. 15 показаны хроматограммы, демонстрирующие различные размеры белковых молекул в 

составах на основе эволокумаба, которые отличаются значением рН и буфером, после выдерживания при 

40°С в течение трех месяцев. 

(LMW=низкомолекулярные разновидности). 

На фиг. 16А-16С показаны диаграммы по данным из анализов CEX-HPLC (% главного пика) соста-

вов на основе эволокумаба с концентрацией 210 мг/мл, которые отличаются значением рН и буфером, с 

течением времени. На фиг. 16А показана величина главного пика в процентах для образцов, выдержи-

ваемых при 5°С, с течением времени, в то же время на фиг. 16В показан тот же тип данных для образцов, 

выдерживаемых при 25°С, а на фиг. 16С показан тот же тип данных для образцов, выдерживаемых при 

40°С. В дополнение к 10 мМ каждого перечисленного буфера все образцы содержат 165 мМ N-

ацетиларгинина, 75 мМ аргинина-HCl и 0,01% полисорбата-80. 

На фиг. 17 показана диаграмма по данным из анализов CEX-HPLC составов на основе эволокумаба 

с концентрацией 210 мг/мл, которые отличаются значением рН и буфером, выдерживаемых при 40°С, с 

течением времени, в которых измеряют процентную величину для разновидностей в кислой среде в со-

ставах. В дополнение к 10 мМ каждого перечисленного буфера все образцы содержат 165 мМ N-

ацетиларгинина, 75 мМ аргинина-HCl и 0,01% полисорбата-80. 

На фиг. 18 показаны хроматограммы по данным CEX-HPLC для составов на основе эволокумаба с 

концентрацией 210 мг/мл, которые отличаются значением рН и буфером, выдерживаемых при 25°С в 

течение трех месяцев, с анализом, показывающим кислотные и основные, а также главный пики для раз-

новидностей. В дополнение к 10 мМ каждого перечисленного буфера все образцы содержат 165 мМ N-

ацетиларгинина, 75 мМ аргинина-HCl и 0,01% полисорбата-80. 

На фиг. 19 показаны хроматограммы по данным пептидного картирования для различных составов 

на основе эволокумаба, отличающихся значением рН и буфером, при этом образцы выдерживались при 

40°С в течение одного месяца. В дополнение к 10 мМ каждого перечисленного буфера все образцы со-

держат 165 мМ N-ацетиларгинина, 75 мМ аргинина-HCl и 0,01% полисорбата-80. 

На фиг. 20 показана диаграмма, обобщающая результаты нескольких экспериментов, в которых 

анализировали эволокумаб в составах, которые отличаются значением рН и буфером, после 1 месяца при 

40°С. Все образцы содержат 10 мМ буфера, 165 мМ N-ацетиларгинина, 75 мМ аргинина-HCl и 0,01% 

полисорбата-80. Для дополнительных подробностей смотрите фигуру и раздел "Примеры". 

На фиг. 21А-21В показаны диаграммы числа частиц, невидимых невооруженным глазом, как опре-

делено путем подсчета частиц суспензии с помощью светоблокировки (больше или равных 10 мкм, фиг. 

21А; или больше или равных 25 мкм, фиг. 21В), на миллилитр различных составов на основе эволокума-

ба, отличающихся значением рН и буфером, выдерживаемых при 5°С, 25°С и 40°С в течение двух меся-

цев. На фиг. 21C-21D показаны диаграммы числа частиц, невидимых невооруженным глазом (больше 

или равных 10 мкм, фиг. 21С; больше или равных 25 мкм, фиг. 21D), в составах на основе эволокумаба, 

отличающихся значением рН и буфером, выдерживаемых при 5°С или 25°С в течение шести месяцев. В 

дополнение к 10 мМ каждого перечисленного буфера все образцы содержат 165 мМ N-ацетиларгинина, 

75 мМ аргинина-HCl и 0,01% полисорбата-80. 

На фиг. 22 показана диаграмма числа частиц, невидимых невооруженным глазом, в составах на ос-

нове эволокумаба, которые отличаются значением рН и буфером, как установлено с помощью визуали-

зации микропотока (MFI). В дополнение к 10 мМ каждого перечисленного буфера все образцы содержат 

165 мМ N-ацетиларгинина, 75 мМ аргинина-HCl и 0,01% полисорбата-80. 

На фиг. 23 показана диаграмма по результатам анализов с помощью капиллярного электрофореза с 

додецилсульфатом натрия в восстанавливающих условиях (rCE-SDS), проводимых в отношении соста-

вов на основе эволокумаба с концентрацией 210 мг/мл, отличающихся значением рН и буфером, выдер-

живаемых при 25°С в течение 6 месяцев. В дополнение к 10 мМ каждого перечисленного буфера все об-

разцы содержат 165 мМ N-ацетиларгинина, 75 мМ аргинина-HCl и 0,01% полисорбата-80. 

На фиг. 24 показана диаграмма зависимости между вязкостью и значением рН составов на основе 

эволокумаба, которые отличаются значением рН и буфером. Все образцы содержат 10 мМ буфера, 165 

мМ N-ацетиларгинина, 75 мМ аргинина-HCl и 0,01% полисорбата-80. 
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На фиг. 25А-25С показаны диаграммы процентного содержания HMW-разновидностей, как изме-

рено с помощью SE-HPLC для разных составов на основе эволокумаба, выдерживаемых в течение ука-

занных периодов времени при 5°С (фиг. 25А), 25°С (фиг. 25В) и 40°С (фиг. 25С). Обозначения для соста-

вов: [ацетат (мМ)]/[N-ацетиларгинин (мМ)]/[аргинин-HCl (мМ)]. 

На фиг. 26А-26С показаны диаграммы величины кислотного пика в процентах, как измерено с по-

мощью CEX-HPLC для разных составов на основе эволокумаба, выдерживаемых в течение указанных 

периодов времени при 5°С (фиг. 26А), 25°С (фиг. 26В) и 40°С (фиг. 26С). Обозначения для составов: 

[ацетат (мМ)]/[N-ацетиларгинин (мМ)]/[аргинин-HCl (мМ)]. 

На фиг. 27 показана диаграмма процентного содержания предшественников LC+LC+HC 

(LC=легкая цепь, НС=тяжелая цепь), измеренного с помощью капиллярного электрофореза с додецил-

сульфатом натрия в восстанавливающих условиях (rCE-SDS) для разных составов на основе эволокума-

ба, выдерживаемых в течение трех месяцев при 5°С, 25°С и 40°С, по сравнению с начальными уровнями 

(Т0). Обозначения для составов: [ацетат (мМ)]/[N-ацетиларгинин (мМ)]/[аргинин-HCl (мМ)]. 

На фиг. 28 показана диаграмма вязкости разных составов на основе эволокумаба с тремя разными 

концентрациями эволокумаба, при этом данные по вязкости определяли с применением реометра при 

скоростях сдвига вплоть до 90000 с
-1

 при указанных температурах. Обозначения для составов: [ацетат 

(мМ)]/[N-ацетиларгинин (мМ)]/[аргинин-HCl (мМ)]. 

На фиг. 29 показана диаграмма по данным потока в ходе UF/DF для эволокумаба в трех буферах 

для составов с NAR. 

На фиг. 30 показана диаграмма процентной доли образования HMW-разновидностей в процессе 

UF/DF эволокумаба при 35 мг/мл и 70 мг/мл эволокумаба на стадии UF1/DF1 (UF/DF-70 и UF/DF-35). На 

фигуре также показана концентрация эволокумаба в мг/мл на каждой стадии процесса для двух началь-

ных концентраций эволокумаба. 

На фиг. 31A-31F показаны диаграммы по данным SE-HPLC (фиг. 31А, 31С и 31Е) и CEX-HPLC 

(фиг. 31В, 31D и 31F) для эволокумаба в составах, содержащих NAR, при значении рН 5,2 (фиг. 31А и 

31В), значении рН 5,4 (фиг. 31С и 31D) и значении рН 5,6 (фиг. 31Е и 31F). На фигурах также показано 

процентное содержание HMW-разновидностей, процентное содержание LMW-разновидностей и про-

центное содержание эволокумаба на различных стадиях в ходе процесса UF/DF. 

На фиг. 32 показана величина образования HMW-разновидностей в процентах в образце DS эволо-

кумаба с NAR из исследований с выдерживанием пула при 2-8°С и комнатной температуре. 

На фиг. 33 показана диаграмма величины образования HMW-разновидностей в процентах в ОС-

образцах эволокумаба с NAR из исследований с выдерживанием пула при повышенной температуре. 

На фиг. 34 показана диаграмма измерений вязкости составов на основе эволокумаба с NAR при 

разных температурах. 

На фиг. 35А-35С показаны диаграммы по данным SE-HPLC для всех исследуемых составов, ис-

пользуемых в примере 9, после инкубации при 4°С (фиг. 35А), 25°С (фиг. 35В) и 40°С (фиг. 35С) вплоть 

до 6 месяцев. На фиг. 35D отражены данные SE-HPLC для 40°С (показаны в виде линейной диаграммы 

на фиг. 35С) в виде гистограммы, что делает сравнение уровней агрегации между составами более разли-

чимым. 

На фиг. 36A-36F показаны диаграммы по данным CEX-HPLC для исследуемых составов, исполь-

зуемых в примере 9, на которых показаны изменения % кислотного и % основного пиков с течением вре-

мени после инкубации при 4°С (фигура 36А (% кислотного), фиг. 36В (% основного)), 25°С (фигура 36С 

(% кислотного), фиг. 36D (% основного)) и 40°С (фигура 36Е (% кислотного), фиг. 36F (% основного)) 

вплоть до трех месяцев. 

На фиг. 37А-37D показаны диаграммы по данным rCE-SDS для % главного пика и % LMW-

разновидностей для исследуемых составов, используемых в примере 9, с течением времени после инку-

бации при 30°С (фиг. 37А (% главного пика), фиг. 37В (% LMW-разновидности)) и 40°С (фиг. 37С (% 

главного пика), фиг. 37D (% LMW-разновидностей)) вплоть до трех месяцев. 

На фиг. 38А-38D показаны диаграммы по данным о числе частиц, невидимых невооруженным гла-

зом, полученных путем подсчета частиц с помощью светоблокировки с применением HIAC, для иссле-

дуемых составов, используемых в примере 9, после инкубации при 4°С и 40°С в течение вплоть до трех 

месяцев. Фиг. 38А: HIAC - ≥ 10 мкм - 4°С; фиг. 38В: HIAC - ≥ 25 мкм - 4°С; фиг. 38С: HIAC - ≥ 10 мкм - 

40°С; и HIAC - ≥ 25 мкм - 40°С. 
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Подробное описание изобретения 

Авторы настоящего изобретения неожиданно обнаружили, что производное аргинина, N-

ацетиларгинин (NAR), эффективно снижает вязкость фармацевтических композиций, содержащих высо-

кие концентрации (более 100 мг/мл, такие как 140 мг/мл и больше) эволокумаба, в большей степени, чем 

неацетилированный аргинин. Фармацевтические композиции, характеризующиеся вязкостью, состав-

ляющей 50 сП или меньше, легко производить и вводить пациенту без значительных затруднений, в то 

время как с препаратами с более высокой вязкостью тяжело обращаться (например, при заполнении 

шприцев) и вводить. Хотя известно, что немодифицированный аргинин снижает вязкость составов с вы-

сокой концентрацией белков, только аргинина глутамат снижал вязкость сравнимого состава на основе 

эволокумаба (210 мг/мл), содержащего пролин, на 50 сП (с 159 сП до 109 сП), что значительно выше це-

левого значения, составляющего 50 сП или меньше. Более того, добавление аргинина моногидрохлорида 

(Arg-HCl) отдельно не приводило к достижению данной цели, снижая вязкость состава, содержащего 

пролин, с 159 сП до 70 сП. В то же время NAR привел к неожиданному эффекту дополнительного сни-

жения вязкости до 58 сП - снижения на более 101 сП относительно состава, содержащего пролин, и при 

комбинировании с Arg-HCl (для повышения растворимости NAR и получения изотонического состава) 

привел к получению вязкости ниже 50 сП, при этом целевое значение было фактически превышено на 7 

сП, поскольку состав характеризовался вязкостью, составляющей 43 сП. См. фиг. 2. Поскольку раство-

римость NAR ограничена значением, составляющим менее 230 мМ, чтобы получить изотонический со-

став для подкожного введения необходимо другое вспомогательное вещество. Неожиданным открытием 

стало то, что хлоридная соль аргинина является более эффективной в снижении вязкости эволокумаба, 

чем другие соли аргинина, такие как глутамат, что было крайне важно для сведения к минимуму вязко-

сти состава. 

Другим неожиданным открытием стали рН-зависимые влияния на стабильность и вязкость эволо-

кумаба, наблюдаемые в присутствии NAR и аргинина-HCl. Значительное повышение скорости агрегации 

эволокумаба наблюдали при значении рН, составляющем менее 5,0, при повышенных температурах. 

Также рН-зависимое снижение вязкости наблюдали по мере повышения значения рН от рН 5, 1 до 6,9. 

Авторы настоящего изобретения дополнительно обнаружили, что с помощью двухстадийного про-

цесса ультрафильтрации/диафильтрации (UF/DF) можно получать такие NAR-содержащие высококон-

центрированные фармацевтические составы на основе эволокумаба при значительной экономии мате-

риала NAR по сравнению с традиционными одностадийными процессами. Такие способы обеспечивают 

значительное сокращение расходов, поскольку NAR в приблизительно десять раз дороже Arg-HCl. 

Определения. 

Как вышеприведенное общее описание, так и следующее подробное описание приведены только в 

качестве примера и разъяснения и не являются ограничивающими. Применение форм единственного 

числа предусматривает формы множественного числа, если специально не указано иное. Применение 

"или" означает "и/или", если не указано иное. Применение термина "включающий", а также других форм, 

таких как "включает" и "включенный", не является ограничивающим. Такие термины как "элемент" или 

"компонент" охватывают как элементы и компоненты, содержащие одну единицу, так и элементы и ком-

поненты, которые содержат более одной субъединицы, если конкретно не указано иное. Применение 

термина "часть" может предусматривать часть фрагмента или весь фрагмент. При упоминании числового 

диапазона, например, 1-5, явным образом подразумеваются се промежуточные значения, такие как 1, 2, 

3, 4 и 5, а также их дробные значения, такие как 1, 5, 2,2, 3,4 и 4,1. 

"Приблизительно" или "~" означают, в случае модификации количества (например, "приблизитель-

но" 3 мМ), что могут происходить колебания вокруг модифицированного количества. Эти колебания 

могут быть связаны с множеством причин, таких как типичные процедуры измерения и обработки, неиз-

бежные ошибки, чистота ингредиентов и т.п. 

"N-ацетиларгинин" (NAR) обозначает молекулу формулы 1. 

 
В контексте фармацевтической композиции "добавка" обозначает вещество, которое в естественном 

состоянии не является частью материала (например, лекарственной субстанции), а добавлено умышлен-

но, чтобы выполнять какую-либо специфическую задачу (например, консервацию, снижение вязкости, 

стабилизацию). 

"Аналог" относится к аминокислотной последовательности, которая содержит вставки, делеции или 
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замены относительно исходной последовательности, при этом она практически сохраняет биологиче-

скую активность исходной последовательности, как определено с применением биологических анализов. 

Аналоги включают полипептиды с модифицированным гликозилированием, полипептиды без гликози-

лирования. Составы также могут содержать производные встречающихся в природе полипептидов или 

их аналогов, которые были химически модифицированы, например, для присоединения водораствори-

мых полимеров (например, пегилированы), радионуклидов или других диагностических или нацеливаю-

щих или терапевтических фрагментов. 

"Антитело" относится к интактному иммуноглобулину любого изотипа и включает, например, хи-

мерные, гуманизированные, человеческие и биспецифические антитела. Интактное антитело, как прави-

ло, будет содержать по меньшей мере две полноразмерные тяжелые цепи и две полноразмерные легкие 

цепи. 

Последовательности антитела могут быть получены исключительно от одного вида или могут быть 

"химерными", то есть разные части антитела могут быть получены от двух разных видов. "Антитело" 

также включает антитела, содержащие две практически полноразмерные тяжелые цепи и две практиче-

ски полноразмерные легкие цепи, при условии, что антитела сохраняют такое же или аналогичное связы-

вание и/или функцию, как антитело, состоящее из двух полноразмерных легких и тяжелых цепей. На-

пример, антитела, имеющие замены, вставки или делеции 1, 2, 3, 4 или 5 аминокислотных остатков на N-

конце и/или С-конце тяжелой и/или легкой цепей, включены в определение при условии, что антитела 

сохраняют такое же или аналогичное связывание и/или функцию, как антитела, содержащие две полно-

размерные тяжелые цепи и две полноразмерные легкие цепи. Антитела включают, например, монокло-

нальные антитела, поликлональные антитела, химерные антитела, гуманизированные антитела, челове-

ческие антитела, биспецифические антитела и синтетические антитела. 

Типичные структурные единицы антител предусматривают тетрамер. Каждый такой тетрамер 

обычно состоит из двух идентичных пар полипептидных цепей, при этом каждая пара имеет одну полно-

размерную "легкую" (приблизительно 25 кДа) и одну полноразмерную "тяжелую" цепь (приблизительно 

50-70 кДа). Аминоконцевая часть каждой цепи обычно содержит вариабельную область от приблизи-

тельно 100 до 110 или больше аминокислот, которая обычно отвечает за распознавание антигена. 

Карбоксиконцевая часть каждой цепи обычно определяет константную область, которая может от-

вечать за эффекторную функцию. Легкие цепи обычно классифицируют как легкие каппа- и лямбда-

цепи. Тяжелые цепи обычно классифицируют как мю-, дельта-, гамма-, альфа- или эпсилон-, и они соот-

ветственно определяют изотип антитела как IgM, IgD, IgG, IgA и IgE. Антитела, представляющие собой 

IgG, имеют несколько подклассов, включая IgG1, IgG2, IgG3 и IgG4. IgM имеет подклассы, включающие 

IgM1 и IgM2. IgA аналогичным образом подразделяется на подклассы, включающие IgA1 и IgA2. В пре-

делах полноразмерных легкой и тяжелой цепей обычно вариабельные и константные области соединены 

областью "J", состоящей из приблизительно 12 или больше аминокислот, причем тяжелая цепь также 

содержит область "D", состоящую из приблизительно десяти или больше аминокислот. Вариабельные 

области каждой пары, состоящей из легкой/тяжелой цепей, обычно образуют антигенсвязывающий уча-

сток. 

Вариабельные области обычно характеризуются одинаковой общей структурой относительно кон-

сервативных каркасных областей (FR), соединенных тремя гипервариабельными областями, также назы-

ваемыми определяющими комплементарность областями или CDR. CDR из двух цепей каждой пары 

обычно выровнены по каркасным областям, что может обеспечивать связывание со специфическим эпи-

топом. От N-конца к С-концу вариабельные области как легкой, так и тяжелой цепей обычно содержат 

домены FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 и FR4. Отнесение аминокислот к каждому домену обычно 

осуществляют в соответствии с определениями по Rabat (Rabat, Wu, Perry, Gottesman, & Foeller, 1991; 

Rabat, Wu, Reid-Miller, Perry, & Gottesman, 1987) или Chothia (Chothia & Lesk, 1987; Chothia et al., 1989). 

Вместо полноразмерного антитела можно применять "фрагмент" или "антигенсвязывающий фраг-

мент" антитела. "Фрагмент антитела" относится к фрагментам Fab, Fab', F(ab')2 и Fv, которые содержат 

по меньшей мере одну CDR иммуноглобулина, достаточную для обеспечения специфического антиген-

ного связывания с целевым белком, таким как PCSR9. 

Тяжелая цепь антитела может связываться с антигеном в отсутствие легкой цепи антитела. Легкая 

цепь антитела может связываться с антигеном в отсутствие тяжелой цепи антитела. Связывающая об-

ласть антитела может связываться с антигеном в отсутствие легкой цепи антитела. Связывающая область 

антитела может связываться с антигеном в отсутствие тяжелой цепи антитела. Отдельная вариабельная 

область может специфически связываться с антигеном в отсутствие других вариабельных областей. 

Области CDR в тяжелой цепи обычно обозначаются как H1, H2 и Н3 и пронумерованы последова-

тельно в направлении от аминоконца к карбоксиконцу. Области CDR в легкой цепи обозначаются как L1, 

L2 и L3 и пронумерованы последовательно в направлении от аминоконца к карбоксиконцу. 

Термин "легкая цепь" включает полноразмерную легкую цепь и ее фрагменты, имеющие последо-

вательность вариабельной области, достаточную для обеспечения специфичности связывания. 

Полноразмерная легкая цепь содержит домен вариабельной области, VL, и домен константной об-

ласти, CL. Домен вариабельной области легкой цепи находится на аминоконце полипептида. Легкие це-
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пи включают каппа-цепи и лямбда-цепи. 

Термин "тяжелая цепь" включает полноразмерную тяжелую цепь и ее фрагменты, имеющие после-

довательность вариабельной области, достаточную для обеспечения специфичности связывания. 

Полноразмерная тяжелая цепь содержит домен вариабельной области, VH, и три домена констант-

ной области, CH1, CH2 и СН3. Домен VH расположен на аминоконце полипептида, а домены СН распо-

ложены на карбоксильном конце, причем ближе всех к карбоксильному концу полипептида расположен 

СН3. Тяжелые цепи могут относиться к любому изотипу, включая IgG (включая подтипы IgG1, IgG2, 

IgG3 и IgG4), IgA (включая подтипы IgA1 и IgA2), IgM и IgE. 

Каждая отдельная цепь иммуноглобулина обычно состоит из нескольких "доменов иммуноглобу-

лина", каждый из которых состоит из примерно 90-110 аминокислот и имеет характерный паттерн фол-

динга. Эти домены являются основными единицами полипептидов антител. У людей изотипы IgA и IgD 

содержат четыре тяжелые цепи и четыре легкие цепи; изотипы IgG и IgE содержат две тяжелые цепи и 

две легкие цепи, а изотип IgM содержит пять тяжелых цепей и пять легких цепей. С-область тяжелой 

цепи обычно содержит один или несколько доменов, которые могут отвечать за эффекторную функцию. 

Число доменов константной области тяжелой цепи зависит от изотипа. Например, тяжелые цепи IgG со-

держат три домена С-области, известные как CH1, CH2 и СН3. В определенных случаях антитело к 

PCSK9 относится к подтипу IgG1, или IgG2, или IgG4. 

Термин "вариабельная область" или "вариабельный домен" относится к части легкой и/или тяжелой 

цепи антитела, обычно содержащей примерно 120-130 аминоконцевых аминокислот в тяжелой цепи и 

примерно 100-110 аминоконцевых аминокислот в легкой цепи. Вариабельная область антитела обычно 

определяет специфичность конкретного антитела в отношении его мишени. 

"Антиген" обозначает молекулу или часть молекулы, которая может связываться селективным свя-

зывающим средством, таким как PCSK9-связывающий полипептид (включая, например, антитело или 

его связывающий фрагмент). В некоторых случаях антиген можно применять у животного для получения 

антител, которые могут связываться с таким антигеном. Антиген может содержать один или несколько 

эпитопов, которые могут взаимодействовать с разными PCSK9-связывающими полипептидами. 

"Аргининовая соль" обозначает соль аргинина. Примеры включают аргинина моногидрохлорид 

(Arg-HCl), аргинина ацетат (Arg ацетат) и аргинина глутамат (Arg глутамат). 

"Буфер" обозначает любой фармацевтически приемлемый буфер, включая ацетатный, глутаматный, 

гистидиновый и фосфатный буферы и их соли. 

"Конкурировать", при использовании в контексте антител, которые конкурируют за один и тот же 

эпитоп, обозначает конкуренцию между антителами, как определено с помощью анализа, в котором тес-

тируемые антитела предотвращают или подавляют (например, уменьшают) специфическое связывание 

эталонного антитела (например, лиганда или эталонного антитела) с общим антигеном (например, 

PCSK9 или его фрагментом). Для определения того, конкурирует ли одно антитело с другим, можно 

применять множество типов конкурентных анализов связывания, например: твердофазный прямой или 

опосредованный иммунные анализы с применением целого ряда принятых в области техники реагентов 

и меток. Конкурентное ингибирование измеряют путем определения количества метки, связавшейся с 

твердой поверхностью или клетками в присутствии тестируемого антитела. Обычно тестируемое антите-

ло присутствует в избытке. Антитела, идентифицируемые с помощью конкурентного анализа, включают 

антитела, связывающиеся с тем же эпитопом, что и эталонное антитело, и антитела, связывающиеся с 

прилегающим эпитопом, достаточно близким к эпитопу, который связывает эталонное антителом, чтобы 

возникло стерическое затруднение. Чаще всего, если конкурирующее антитело присутствует в избытке, 

оно будет подавлять (например, уменьшать) специфическое связывание эталонного антитела с общим 

антигеном на по меньшей мере 40-45%, 45-50%, 50-55%, 55-60%, 60-65%, 65-70%, 70-75% или 75% или 

больше. В некоторых случаях связывание подавляется на по меньшей мере 80-85%, 85-90%, 90-95%, 95-

97%, или 97% или больше. 

"Диафильтрация", "DF" и подобные термины означают применение мембраны для ультрафильтра-

ции (т.е. полупроницаемой мембраны, которая может различать молекулы разных форм и размеров) для 

удаления, замещения или снижения концентрации солей или растворителей в растворах или смесях, со-

держащих, например, полипептиды или другие биомолекулы. 

В контексте фильтрации "диаобъем (DV)" обозначает объем буфера для диафильтрации, вводимого 

в типовой процесс, относительно объема концентрата. 

"Эпитоп" предусматривает любую детерминанту, которую может связывать PCSK9-связывающий 

полипептид, такой как антитело. Эпитоп представляет собой область антигена, которую связывает 

PCSK9-связывающий полипептид, который нацеливается на такой антиген, и, когда антиген представля-

ет собой белок, содержит специфические аминокислоты, которые непосредственно контактируют с 

PCSK9-связывающим полипептидом. Эпитопы, представляющие собой детерминанты, могут содержать 

химически активные поверхностные группы молекул, таких как аминокислоты, боковые цепи сахаров, 

фосфорильные группы и сульфонильные группы, и могут обладать специфическими трехмерными 

структурными характеристиками и специфическими характеристиками заряда. В целом, антитела, спе-

цифические в отношении конкретного антигена-мишени, предпочтительно распознают эпитоп на анти-
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гене-мишени в сложной смеси из белков или других макромолекул. 

"Вспомогательное вещество" обозначает более или менее инертное вещество, добавляемое рецеп-

туру в качестве разбавителя или среды-носителя или для получения вида или консистенции, если лекар-

ство вводят в форме пилюли; например, сахарный сироп, растительные камеди, ароматические порошки, 

мед и различные настойки. 

"Поперечный поток подачи" обозначает скорость потока подачи (л/час), деленную на площадь мем-

браны (м
2
). 

В контексте фильтрации "поток (LMH)" обозначает литры в час на квадратный метр площади мем-

браны (л/ч/м
2
). 

В контексте фармацевтического состава, содержащего терапевтический полипептид, "высокомоле-

кулярные разновидности" или "HMW-разновидности" обозначают терапевтические белки, которые 

крупнее оригинального терапевтического полипептида, как определено с помощью анализов, принятых в 

данной области техники. HMW-разновидности включают олигомеры терапевтических полипептидов и 

агрегаты терапевтических полипептидов. 

В контексте фильтрации "перепускной объем (HUV)" обозначает объем продукта в трубопроводе 

системы TFF, включая объем, находящийся в картридже. 

"Идентичность" относится к взаимосвязи между последовательностями двух или более полипеп-

тидных молекул или двух или более молекул нуклеиновой кислоты, как определено при выравнивании и 

сравнении последовательностей. "Процент идентичности" обозначает процент идентичных остатков 

аминокислот или нуклеотидов в сравниваемых молекулах и рассчитывается на основании размера наи-

меньшей из молекул, подлежащих сравнению. В этих расчетах гэпы в выравниваниях (если таковые 

имеются) предпочтительно учитываются с помощью конкретной математической модели или алгоритма. 

Такие методики хорошо известны из уровня техники. 

При расчете процента идентичности подлежащие сравнению последовательности обычно выравни-

вают для максимального увеличения наибольшего совпадения между последовательностями. 

Применение определенных схем выравнивания для выравнивания двух аминокислотных последо-

вательностей может приводить к совпадению короткой области в данных двух последовательностях, и 

данная небольшая выровненная область может характеризоваться очень высокой идентичностью после-

довательности, даже если значительная взаимосвязь между двумя полноразмерными последовательно-

стями отсутствует. Соответственно, выбранный способ выравнивания может быть скорректирован, если 

требуется, чтобы он приводил к выравниванию, которое охватывает требуемое число смежных амино-

кислот (например, 50 аминокислот) целевого полипептида. 

Стереоизомеры (например, D-аминокислоты) двадцати традиционных аминокислот, неприродные 

аминокислоты, такие как α-, α-дизамещенные аминокислоты, N-алкиламинокислоты, молочная кислота 

и другие нетрадиционные аминокислоты также могут представлять собой подходящие компоненты для 

PCSK9-связывающих полипептидов. Примеры нетрадиционных аминокислот включают 4-

гидроксипролин, γ-карбоксиглутамат, ε-N,N,N-триметиллизин, ε-N-ацетиллизин, О-фосфосерин, N-

ацетилсерин, N-формилметионин, 3-метилгистидин, 5-гидроксилизин, σ-N-метиларгинин и другие ана-

логичные аминокислоты и иминокислоты (например, 4-гидроксипролин). 

Консервативные аминокислотные замены могут охватывать не встречающиеся в природе амино-

кислотные остатки, которые обычно вводятся посредством химического пептидного синтеза, а не по-

средством синтеза в биологических системах. Они включают пептидомиметики и другие обращенные 

или инвертированные формы аминокислотных фрагментов. 

При внесении изменений в антигенсвязывающий белок или белок PCSK9 можно учитывать индекс 

гидрофобности аминокислот. Каждой аминокислоте присвоен индекс гидрофобности на основании ее 

гидрофобности и характеристик заряда. Важность индекса гидрофобности аминокислоты в придании 

белку биологической функции взаимодействия является очевидной в данной области техники. Опреде-

ленные аминокислоты могут быть заменены на другие аминокислоты, характеризующиеся аналогичным 

индексом или показателем гидрофобности, и при этом белки сохраняют аналогичную биологическую 

активность. 

Замену подобных аминокислот можно выполнять эффективно на основании гидрофильности. На 

основании гидрофильности также можно идентифицировать эпитопы в первичных аминокислотных по-

следовательностях. Такие области также называют "коровыми областями эпитопа". 

В контексте фармацевтического состава, содержащего терапевтический полипептид, "низкомолеку-

лярные разновидности" или "LMW-разновидности" обозначают полипептиды, которые меньше ориги-

нального терапевтического полипептида, как определено с помощью анализов, принятых в данной об-

ласти техники. LMW-разновидности включают фрагменты терапевтического полипептида. 

"Нейтрализующее антитело" или "антитело, которое нейтрализует мишень", используемое в выра-

жении "нейтрализующее антитело к PCSK9", относится к антителу, которое связывается с мишенью и 

предотвращает или уменьшает биологическую активность такой мишени. Это может осуществляться, 

например, за счет прямой блокировки участка связывания на мишени или за счет связывания с мишенью 
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и изменения способности мишени к связыванию с помощью непрямых механизмов, таких как структур-

ные или энергетические изменения в мишени. При проведении оценки связывания и/или специфичности 

антитела или его иммунологически функционального фрагмента антитело или фрагмент могут практиче-

ски подавлять связывание мишени с ее партнером по связыванию, когда избыток антитела уменьшает 

количество партнера по связыванию, связавшегося с лигандом, на по меньшей мере приблизительно 1-

20%, 20-30%, 30-40%, 40-50%, 50-60%, 60-70%, 70-80%, 80-85%, 85-90%, 90-95%, 95-97%, 97-98%, 98-

99% или больше (как измерено в анализе конкурентного связывания in vitro). В случае антител к PCSK9 

такая нейтрализующая молекула может снижать способность PCSK9 связывать LDLR. В некоторых слу-

чаях нейтрализующую способность характеризуют или описывают с помощью конкурентного анализа. В 

некоторых случаях нейтрализующую способность описывают в виде значения IC50 или ЕС50. В некото-

рых случаях антитела обеспечивают нейтрализацию за счет связывания с PCSK9 и предотвращения свя-

зывания PCSK9 с LDLR или за счет снижения способности PCSK9 связываться с LDLR. В некоторых 

случаях антитела обеспечивают нейтрализацию за счет связывания с PCSK9, при этом хотя и остается 

возможность связывания PCSK9 с LDLR, предотвращается или уменьшается опосредованное PCSK9 

разрушение LDLR. Таким образом, в некоторых случаях в присутствии нейтрализующего антитела все 

еще возможно связывание PCSK9/LDLR, но предотвращается или уменьшается последующее обуслов-

ленное PCSK9 разрушение LDLR. Нейтрализация приводит к снижению уровня LDL-C (и/или других 

липидов, таких как АроВ, Lp(a) и т.д.). PCSK9-связывающие полипептиды, не относящиеся к антителам, 

включая варианты таких PCSK-связывающих полипептидов, могут характеризоваться такими же актив-

ностями. 

"PCSK9-связывающий полипептид" обозначает полипептид, который связывает белок пропротеи-

новой конвертазы субтилизин/кексинового типа 9 (PCSK9). В некоторых случаях PCSK9-связывающий 

полипептид блокирует связывание PCSK9 с рецепторами липопротеинов низкой плотности (LDLR). Та-

кие блокирующие PCSK9-связывающие полипептиды могут представлять собой моноклональные анти-

тела (mAb) и могут представлять собой одно из следующего: 

a) mAb, содержащее полипептид тяжелой цепи, имеющий аминокислотную последовательность под 

SEQ ID NO: 1, и полипептид легкой цепи, имеющий аминокислотную последовательность под SEQ ID 

NO: 2 (эволокумаб), или его антигенсвязывающий фрагмент; 

b) mAb, которое конкурирует с эволокумабом за связывание с PCSK9; 

c) mAb, содержащее: 

i) полипептид тяжелой цепи, содержащий следующие определяющие комплементарность области 

(CDR): CDR1 тяжелой цепи, которая представляет собой CDR1 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR2 тяжелой 

цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR3 тяжелой цепи, которая представ-

ляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 14 или 16, и 

ii) полипептид легкой цепи, содержащий следующие CDR: CDR1 легкой цепи, которая представля-

ет собой CDR1 в SEQ ID NO: 15 или 17; CDR2 легкой цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID 

NO: 15 или 17; и CDR3 легкой цепи, которая представляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 15 или 17; 

d) mAb, которое связывается с по меньшей мере одним из следующих остатков PCSK9, при этом 

PCSK9 содержит аминокислотную последовательность под SEQ ID NO: 3: S153, D188, I189, Q190, S191, 

D192, R194, Е197, G198, R199, V200, D224, R237, и D238, K243, S373, D374, S376, Т377, F379, I154, 

Т1897, Н193, Е195, I196, М201, V202, С223, Т228, S235, G236, А239, G244, М247, I369, S372, С375, С378, 

R237, и D238; 

e) mAb, которое связывается с PCSK9 в месте расположения на PCSK9 эпитопа, который перекры-

вается с эпитопом, который связывается антителом, содержащим: 

i) вариабельную область тяжелой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 1; и 

ii) вариабельную область легкой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 2, и 

iii) где эпитоп mAb дополнительно перекрывается с участком, с которым связывается домен повто-

ра А подобного эпидермальному фактору роста (EGF-A) из LDLR; или 

f) mAb, которое содержит полипептид тяжелой цепи, содержащий следующие определяющие ком-

плементарность области (CDR): 

i) CDR1, CDR2 и CDR3 тяжелой цепи, имеющие аминокислотную последовательность под SEQ ID 

NO: 7, 8 и 9 соответственно; и 

ii) CDR1, CDR2 и CDR3 легкой цепи, имеющие аминокислотную последовательность под SEQ ID 

NO: 4, 5 и 6 соответственно. 

Указанные аминокислотные последовательности представлены в табл. 1, в которой также представ-

лены вариабельная область тяжелой цепи и вариабельная область легкой цепи эволокумаба. Полнораз-

мерные нуклеотидные последовательности тяжелой цепи и легкой цепи эволокумаба приведены в табл. 

2, также как и нуклеотидные последовательности HCVR и LCVR эволокумаба. 
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Таблица 1 

Последовательности PCSK9 и PCSK9-связывающего полипептида 
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Таблица 2 

Полинуклеотидные последовательности эволокумаба 
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Эволокумаб имеет регистрационный номер CAS 1256937-27-5. Вариант эволокумаба, у которого не 

изменены его PCSK9-связывающие и ингибирующие свойства, показан в табл. 3. 

Таблица 3 

Последовательности HCVR и LCVR варианта эволокумаба 

 
"Фармацевтическая композиция" или "фармацевтический состав" и т.п. обозначает композицию, 

обычно стерильную, фармацевтически активного лекарственного средства, такого как биологически ак-
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тивный белок (например, PCSK9-связывающий полипептид), которая подходит для введения, такого как 

парентеральное введение (включая внутривенное, внутримышечное, подкожное, аэрозольное, внутриле-

гочное, интраназальное или интратекальное), субъекту, нуждающемуся в этом, и она содержит только 

фармацевтически приемлемые вспомогательные вещества, разбавители и другие добавки, признаваемые 

безопасными Федеральным управлением по лекарственным средствам или другими иностранными на-

циональными контролирующими органами. 

Фармацевтические составы включают жидкости, например, водные растворы, которые могут вво-

диться непосредственно, и лиофилизированные порошки, которые могут быть восстановлены в растворы 

за счет добавления разбавителя перед введением. 

"Полипептид" или "белок" обозначает макромолекулу, имеющую аминокислотную последователь-

ность нативного белка, то есть белка, продуцируемого встречающейся в природе и нерекомбинантной 

клеткой; или продуцируемого генетически сконструированной или рекомбинантной клеткой, и преду-

сматривает молекулы, имеющие аминокислотную последовательность нативного белка, или молекулы, 

имеющие делеции, добавления и/или замены одной или нескольких аминокислот в нативной последова-

тельности. Термин также включает полимеры из аминокислот, в которых одна или несколько аминокис-

лот являются химическими аналогами соответствующих встречающихся в природе аминокислоты и по-

лимеров. "Фрагмент полипептида" относится к полипептиду, который имеет делецию на аминоконце, 

делецию на карбоксильном конце и/или внутреннюю делецию по сравнению с полноразмерным натив-

ным белком. Такие фрагменты также могут содержать модифицированные аминокислоты по сравнению 

с нативным белком. Длина фрагментов может составлять от приблизительно пяти до 500 аминокислот. 

Например, длина фрагментов может составлять по меньшей мере 5, 6, 8, 10, 14, 20, 50, 70, 100, 110, 150, 

200, 250, 300, 350, 400 или 450 аминокислот. Применимые фрагменты полипептидов включают иммуно-

логически функциональные фрагменты антител, включая связывающие домены. В случае PCSK9-

связывающего антитела применимые фрагменты включают без ограничения область CDR, вариабельный 

домен тяжелой и/или легкой цепи, часть цепи антитела или только ее вариабельную область, содержа-

щую две CDR. 

Для "предупреждения" (например, проявления симптомов, заболевания или нарушения) не требует-

ся устранение возможности возникновения явления. Это, скорее, означает, что вероятность возникнове-

ния явления была снижена в присутствии соединения или способа. "Предупреждение" в терапевтическом 

смысле предусматривает виды профилактического лечения и пути применения, при которых снижается 

риск того, что у субъекта разовьется нарушение или другой фактор риска. 

"Стабильный фармацевтический состав", "стабильный состав" или "фармацевтический состав явля-

ется стабильным" относятся к фармацевтическому составу на основе PCSK9-связывающих полипепти-

дов, который проявляет ограниченное повышение агрегации и/или сниженную утрату биологической 

активности, составляющие не более 5%, если хранится при температуре от приблизительно -30°С (или 

ниже) до приблизительно 5°С до приблизительно 40°С в течение по меньшей мере 1 месяца, или 2 меся-

цев, или три месяцев, или 6 месяцев, или 1 года, или 2 лет, или 5 лет, или дольше по сравнению с образ-

цом контрольного состава. Стабильность состава может определить специалист в данной области техни-

ки с применением любого числа стандартных анализов, включая эксклюзионную HPLC (SEC-HPLC), 

катионообменную HPLC (CEX-HPLC), обнаружение частиц, невидимых невооруженным глазом, с по-

мощью светоблокировки ("HIAC") и/или визуальный осмотр. Обычно, чем выше температура при хране-

нии, тем меньше срок хранения состава. 

Методики оценки разрушения варьируются в зависимости от природы белка в фармацевтическом 

составе. Иллюстративные методики включают эксклюзионную хроматографию (SEC)-HPLC для обна-

ружения, например, агрегации, обращенно-фазовую (RP)-HPLC для обнаружения, например, фрагмента-

ции белка, ионообменную HPLC для обнаружения, например, изменения заряда белка, масс-

спектрометрию, флуоресцентную спектроскопию, спектроскопию кругового дихроизма (CD), инфра-

красную спектроскопию с преобразованием Фурье (FT-IR) и рамановскую спектроскопию для обнару-

жения конформационных изменений белка. Все эти методики можно применять по отдельности или в 

комбинации для оценки разрушения белка в фармацевтическом составе и определения срока хранения 

такого состава. Фармацевтические составы, раскрытые в данном документе, обычно проявляют увеличе-

ние разрушения (например, фрагментацию, агрегацию или разворачивание), составляющее не более чем 

от приблизительно 2% до приблизительно 3%, за два года при хранении при 2-8°С. 

"Субъект" или "пациент" используются взаимозаменяемо и включают субъектов-людей и субъек-

тов-животных, отличных от человека, а также субъектов с официально диагностированными наруше-

ниями, субъектов без официально признаваемых нарушений, субъектов, получающих медицинскую по-

мощь, и субъектов с риском развития нарушений. 

"Поверхностно-активное вещество" обозначает поверхностно-активное средство, включая вещест-

ва, обычно называемые смачивающими средствами, вещества, уменьшающие поверхностное натяжение, 

детергенты, диспергирующие средства, эмульгаторы и антисептические вещества на основе четвертич-

ного аммония. Поверхностно-активные вещества дополнительно обсуждаются ниже. 

"Фильтрация в тангенциальном потоке" или "TFF" обозначает процесс, при котором раствор прохо-
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дит тангенциально вдоль мембраны для ультрафильтрации (т.е. полупроницаемой мембраны, которая 

может различать молекулы разных форм и размеров), при этом соли и/или растворенные вещества с бо-

лее низкой молекулярной массой проходят через нее под давлением. 

"Терапевтически эффективное количество" относится к такому количеству полипептида, связы-

вающего антиген PCSK9, которое, как определено, приводит к терапевтическому ответу у субъекта. Та-

кие терапевтически эффективные количества могут быть легко установлены средним специалистом в 

данной области. 

В контексте фильтрации "трансмембранное давление (ТМР)" обозначает среднюю разность давле-

ний на стороне подачи и на стороне фильтрата мембраны и его можно выразить с помощью уравнения 

(1): 

 
(Уравнение (1)) 

"Лечить" и обеспечивать "лечение" включают обеспечение видов терапевтического лечения. Лече-

ние не требует полного излечения нарушения и охватывает случаи, при которых уменьшаются симптомы 

или лежащие в основе факторы риска. 

"Ультрафильтрация", "осуществление ультрафильтрации", "UF" и аналогичные термины обознача-

ют применение полупроницаемой мембраны, которая различает молекулы разных форм и размеров с 

отделением молекул от других молекул или с концентрированием подобных или практически одинако-

вых молекул. 

"Вариант" PCSK9-связывающего полипептида обозначает аминокислотную последовательность, 

где один или несколько аминокислотных остатков в аминокислотной последовательности вставлены, 

удалены и/или заменены по сравнению с другой полипептидной последовательностью. Варианты вклю-

чают слитые белки. 

"Вязкость" обозначает сопротивление жидкости перемещению и ее можно измерять в единицах 

сантипуаз (сП) или миллипаскаль-секунд (мПа⋅с), где 1 сП=1 мПа⋅с при заданной скорости сдвига. Вяз-

кость можно измерять с применением вискозиметра, например, аналогового вискозиметра от Brookfield 

Engineering (Миддлборо, Массачусетс), или реометра, такого как реометр m-VROC, или реометра 

AESR-G2 с системой конус-плоскость от ТА Instruments (Нью-Касл, Делавэр). Вязкость можно измерять 

с применением любых других способов и в любых других единицах, известных в области техники (на-

пример, абсолютную, кинематическую или динамическую вязкость). Независимо от способа, применяе-

мого для определения вязкости, процент уменьшения вязкости в составах со вспомогательным вещест-

вом в сравнении с контрольными составами будет оставаться примерно одинаковым при заданной ско-

рости сдвига. 

Компоненты композиций и способы PCSK9-связывающие полипептиды PCSK9-связывающие по-

липептиды, включая эволокумаб, были хорошо описаны (Chan et al., 2012). 

Пропротеиновая конвертаза субтилизин/кексинового типа 9 (PCSK9) представляет собой серино-

вую протеазу, вовлеченную в регуляцию уровней белка рецептора липопротеинов низкой плотности 

(LDLR) (Horton, Cohen, & Hobbs, 2007; Seidah & Prat, 2007). PCSK9 представляет собой прогормон-

пропротеиновую конвертазу в субтилизиновом (S8) семействе сериновых протеаз (Seidah et al., 2003). 

Иллюстративная аминокислотная последовательность PCSK9 человека показана под SEQ ID NO: 3 в 

табл. 1, которая представляет собой форму белка-предшественника (непроцессированного) PCSK9. Бел-

ки PCSK9 также могут включать фрагменты полноразмерного белка PCSK9. Структура белка PCSK9 

была раскрыта (Cunningham et al., 2007; Piper et al., 2007). PCSK9 содержит сигнальную последователь-

ность, N-концевой продомен, субтилизин-подобный каталитический домен и С-концевой домен. 

PCSK9-связывающие полипептиды представляют собой полипептиды, которые содержат одну или 

несколько определяющих комплементарность областей (CDR). В некоторых PCSK9-связывающих поли-

пептидах CDR встроены в каркасную область, которая ориентирует CDR таким образом, что у CDR 

обеспечиваются надлежащие свойства связывания PCSK9. PCSK9-связывающие полипептиды могут 

препятствовать, блокировать, снижать или модулировать взаимодействие между PCSK9 и LDLR. Такие 

PCSK9-связывающие полипептиды обозначаются как "нейтрализующие". Тем не менее, связывание ме-

жду PCSK9 и LDLR может происходить даже несмотря на то, что PCSK9-связывающий полипептид яв-

ляется нейтрализующим и связавшимся с PCSK9. Например, PCSK9-связывающий полипептид предот-

вращает или уменьшает неблагоприятное воздействие PCSK9 на LDLR без блокирования участка связы-

вания LDLR на PCSK9. Таким образом, PCSK9-связывающий полипептид может модулировать или из-

менять способность PCSK9 разрушать LDLR, не предотвращая связывание между PCSK9 и LDLR. Такие 

PCSK9-связывающие полипептиды можно описать как "нейтрализующие неконкурентным образом". 

Нейтрализующий PCSK9-связывающий полипептид может связываться с PCSK9 в местоположении 

или способом, которые предотвращают связывание PCSK9 с LDLR. Такие PCSK9-связывающие поли-

пептиды можно описать как "нейтрализующие конкурентным образом". Средства, нейтрализующие 

PCSK9, могут приводить к тому, что большее количество свободного LDLR присутствует у субъекта, что 

приводит к большей степени связывания LDLR с LDL и, тем самым, уменьшает количество LDL у субъ-
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екта. В свою очередь, это приводит к уменьшению количества холестерина, присутствующего в сыво-

ротке крови субъекта. 

Некоторые PCSK9-связывающие полипептиды могут подавлять опосредованную PCSK9 актив-

ность (включая связывание). PCSK9-связывающие полипептиды также могут подавлять взаимодействия 

между PCSK9 и LDLR и другие физиологические эффекты, опосредуемые PCSK9. PCSK9-связывающие 

полипептиды могут представлять собой человеческие, такие как полностью человеческие, антитела к 

PCSK9. 

Некоторые PCSK9-связывающие полипептиды могут связываться с каталитическим доменом 

PCSK9. PCSK9-связывающие полипептиды также могут связываться со зрелой формой PCSK9. В других 

случаях PCSK9-связывающие полипептиды могут связывать продомен PCSK9. В некоторых случаях 

PCSK9-связывающие полипептиды могут селективно связываться со зрелой формой PCSK9. В некото-

рых случаях PCSK9-связывающие белки связываются с каталитическим доменом таким образом, что 

PCSK9 не может связаться или связаться настолько же эффективно с LDLR. Некоторые PCSK9-

связывающие полипептиды не связываются с С-концом каталитического домена. В других случаях 

PCSK9-связывающий полипептид не связывается с N-концом каталитического домена. В других случаях 

PCSK9-связывающий полипептид не связывается с N- или С-концом белка PCSK9. В некоторых случаях 

PCSK9-связывающий полипептид связывается с любым из эпитопов, которые связывают антитела к 

PCSK9. В некоторых случаях это можно определять с помощью анализов конкурентного связывания, 

проводимых с антителом-кандидатом и эталонным антителом, таким как эволокумаб. В некоторых слу-

чаях PCSK9-связывающие полипептиды связываются с PCSK9 со специфической конформационной 

структурой таким образом, чтобы предотвратить взаимодействие PCSK9 с LDLR. В некоторых случаях 

PCSK9-связывающий полипептид связывается с V-доменом PCSK9. В некоторых случаях PCSK9-

связывающий полипептид связывается с V-доменом PCSK9 и предотвращает (или уменьшает) связыва-

ние PCSK9 с LDLR. В некоторых случаях PCSK9-связывающий полипептид связывается с V-доменом 

PCSK9, и несмотря на то, что он не предотвращает (или уменьшает) связывание PCSK9 с LDLR, PCSK9-

связывающий полипептид предотвращает или уменьшает неблагоприятные виды активности, опосредо-

ванные воздействием PCSK9 на LDLR. 

В некоторых случаях PCSK9-связывающие полипептиды содержат одну или несколько CDR (на-

пример, 1, 2, 3, 4, 5 или 6 CDR). В некоторых случаях PCSK9-связывающий полипептид содержит (а) 

полипептидную структуру и (b) одну или несколько CDR, которые вставлены в полипептидную структу-

ру и/или соединены с ней. Полипептидная структура может принимать целый ряд различных форм. На-

пример, она может представлять собой или содержать каркасную область встречающегося в природе 

антитела или его фрагмента или варианта, или может быть синтетической. 

Полипептидная структура PCSK9-связывающих полипептидов может представлять собой антитело 

или получена из антитела, включая моноклональные антитела, биспецифические антитела, миниантите-

ла, доменные антитела, синтетические антитела (антитела-миметики), химерные антитела, гуманизиро-

ванные антитела, слитые антитела (иногда называемые "конъюгатами на основе антител") и части или 

фрагменты каждого из них соответственно. В некоторых случаях PCSK9-связывающий полипептид 

представляет собой фрагмент антитела (например, Fab, Fab', F(ab')2 или scFv). 

Определенные PCSK9-связывающие полипептиды специфически или селективно связываются с 

PCSK9 человека. В некоторых случаях PCSK9-связывающий полипептид специфически или селективно 

связывается с белком PCSK9 человека, имеющим или состоящим из остатков 153-692 из SEQ ID NO: 3. В 

некоторых случаях PCSK9-связывающий полипептид специфически связывается с по меньшей мере 

фрагментом белка PCSK9 и/или полноразмерным белком PCSK9 с сигнальной последовательностью или 

без нее. 

В некоторых случаях антитела содержат по меньшей мере одну вариабельную область тяжелой це-

пи и одну вариабельную область легкой цепи. В других случаях антитела содержат две идентичные лег-

кие цепи и две идентичные тяжелые цепи. В качестве примера, антитело или PCSK9-связывающий поли-

пептид могут содержать тяжелую цепь и легкую цепь, две тяжелые цепи или две легкие цепи. В некото-

рых случаях PCSK9-связывающий полипептид содержит (или состоит из) 1, 2 и/или 3 CDR тяжелой 

и/или легкой цепей из по меньшей мере одной из последовательностей (SEQ ID NO: 4-9), перечисленных 

в табл. 1. В некоторых случаях все шесть CDR (CDR1-3 из легкой цепи (CDRL1, CDRL2, CDRL3) и 

CDR1-3 из тяжелой цепи (CDRH1, CDRH2 и CDRH3)) являются частью PCSK9-связывающего полипеп-

тида. В некоторых случаях 1, 2, 3, 4, 5 или больше CDR содержатся в PCSK9-связывающем полипептиде. 

В некоторых случаях одна CDR тяжелой цепи и одна CDR легкой цепи из CDR в последовательностях в 

таблице 1 содержатся в PCSK9-связывающем полипептиде. В некоторых случаях дополнительные участ-

ки содержатся в PCSK9-связывающем полипептиде. 

PCSK9-связывающий полипептид может кодироваться последовательностью нуклеиновой кислоты, 

показанной в табл. 2 для эволокумаба. 

В некоторых случаях PCSK9-связывающий полипептид связывается с (но не блокирует) варианта-

ми PCSK9, которые на по меньшей мере 50, 50-60, 60-70, 70-80, 80-90, 90-95, 95-99 процентов идентичны 

или характеризуются большим процентом идентичности с PCSK9 под SEQ ID NO: 3. В некоторых случа-
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ях PCSK9-связывающий полипептид связывается с (но не блокирует) такими вариантами. В некоторых 

случаях PCSK9-связывающий полипептид связывается с такими вариантами PCSK9 и предотвращает их 

взаимодействие с LDLR. В некоторых случаях PCSK9-связывающий полипептид связывается с вариан-

тами PCSK9 и предотвращает их взаимодействие с LDLR. В некоторых случаях вариант PCSK9 пред-

ставляет собой вариант белка человека, такой как варианты по положению 474, E620G и/или E670G. В 

некоторых случаях аминокислота в положении 474 представляет собой валин. 

Гуманизированные PCSK9-связывающие полипептиды (например, антитела). 

PCSK9-связывающий полипептид может предусматривать гуманизированное антитело и/или его 

часть. 

Гуманизированное антитело является практически неиммуногенным для людей и характеризуется 

практически такой же аффинностью в отношении мишени, что и антитело, принадлежащее другому ви-

ду, от которого получено гуманизированные антитело. 

Можно разрабатывать модификацию антитела для обеспечения повышенной аффинности связыва-

ния в отношении мишени и/или для уменьшения иммуногенности антитела у реципиента. В определен-

ных случаях гуманизированные антитела модифицируют для устранения участков гликозилирования, 

чтобы повысить аффинность антитела в отношении распознаваемого им антигена. Для получения гума-

низированных антител можно применять такие методики, как "реконструирование", "гиперхимеризация" 

или "венирование/изменение поверхности". Такие методики обычно уменьшают иммуногенность анти-

тела путем уменьшения числа чужеродных остатков, но не предотвращают антиидиотипические и антиа-

алотипические реакции после повторного введения антитела. Из уровня техники известны другие спосо-

бы уменьшения иммуногенности. 

CDR вариабельных областей легкой и тяжелой цепей антитела к PCSK9 могут быть привиты на 

каркасные области (FR) из антитела, принадлежащего тому же или другому виду. CDR вариабельных 

областей легкой и тяжелой цепей могут быть привиты на консенсусные человеческие FR. В некоторых 

случаях FR из тяжелой цепи или легкой цепи антитела к PCSK9 могут быть замещены на FR из другой 

тяжелой цепи или легкой цепи. Привитые вариабельные области из антитела можно применять с кон-

стантной областью, которая отличается от константной области антитела к PCSK9. Привитые вариабель-

ные области могут быть частью одноцепочечного антитела Fv. 

Варианты PCSK9-связывающего полипептида. 

Другие антитела, которые являются применимыми, представляют собой варианты перечисленных 

выше PCSK9-связывающих полипептидов, образованные за счет комбинации вариабельных областей 

тяжелой цепи и вариабельных областей легкой цепи, показанных в табл. 1, или их компонентов, и со-

держащие вариабельную область легкой цепи и/или вариабельную область тяжелой цепи, каждая из ко-

торых характеризуется по меньшей мере 50%, 50-60%, 60-70%, 70-80%, 80-85%, 85-90%, 90-95%, 95-

97%, 97-99%, или более 99% идентичностью с аминокислотными последовательностями из последова-

тельностей в табл. 1 (либо целой последовательностью, либо компонентом последовательности, напри-

мер, одной или несколькими CDR). В некоторых случаях такие антитела содержат по меньшей мере одну 

тяжелую цепь и одну легкую цепь, тогда как в других случаях вариантные формы содержат две идентич-

ные легкие цепи и две идентичные тяжелые цепи (или их компоненты). 

В определенных случаях PCSK9-связывающий полипептид содержит тяжелую цепь, содержащую 

вариабельную область, содержащую аминокислотную последовательность на по меньшей мере 90%, на 

по меньшей мере 95% или на по меньшей мере 99% идентичную аминокислотной последовательности 

под SEQ ID NO: 1. 

В некоторых случаях PCSK9-связывающий полипептид содержит последовательность, которая на 

по меньшей мере 90%, 90-95% и/или 95-99% идентична одной или нескольким CDR из CDR в по мень-

шей мере одной из последовательностей под SEQ ID NO: 4-9. В некоторых случаях присутствует 1, 2, 3, 

4, 5 или 6 CDR (каждая из них на по меньшей мере 90%, 90-95% и/или 95-99% идентична вышеприве-

денным последовательностям). 

В определенных случаях PCSK9-связывающий полипептид содержит легкую цепь, содержащую ва-

риабельную область, содержащую аминокислотную последовательность на по меньшей мере 90%, на по 

меньшей мере 95% или на по меньшей мере 99% идентичную аминокислотной последовательности под 

SEQ ID NO: 11 или 15. 

В других случаях PCSK9-связывающий полипептид содержит тяжелую цепь, содержащую вариа-

бельную область, содержащую аминокислотную последовательность на по меньшей мере 90%, на по 

меньшей мере 95% или на по меньшей мере 99% идентичную аминокислотной последовательности под 

SEQ ID NO: 10 или 14. 

Специалист в данной области может определять подходящие варианты PCSK9-связывающих поли-

пептидов с применением хорошо известных методик. В определенных случаях специалист в данной об-

ласти техники может идентифицировать подходящие зоны молекулы, которые можно изменять, не на-

рушая ее активность, за счет нацеливания на области, которые не считаются важными для активности. В 

определенных случаях можно идентифицировать остатки и части молекул, которые являются консерва-

тивными у подобных полипептидов. В определенных случаях даже зоны, которые могут быть важны для 
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биологической активности или для структуры, могут быть подвергнуты консервативным аминокислот-

ным заменам, не нарушая биологическую активность или не воздействуя неблагоприятным образом на 

структуру полипептида. 

Кроме того, специалист в данной области техники может просмотреть исследования структурно-

функциональных свойств, идентифицирующие в подобных полипептидах остатки, которые являются 

важными для активности или структуры. С учетом такого сравнения можно предсказать важность в бел-

ке аминокислотных остатков, которые соответствуют аминокислотным остаткам, которые являются важ-

ными для активности или структуры в подобных белках. 

Специалист в данной области техники может остановить выбор на химически подобных аминокис-

лотных заменах в случае таких предсказанных важных аминокислотных остатков. 

Специалист в данной области техники также может анализировать трехмерную структуру и амино-

кислотную последовательность в связи с такой структурой у подобных PCSK9-связывающих полипепти-

дов. С учетом такой информации специалист в данной области техники может предсказать выравнивание 

аминокислотных остатков антитела, принимая во внимание его трехмерную структуру. В определенных 

случаях специалист в данной области техники может принять решение не вносить радикальные измене-

ния в аминокислотные остатки, которые предположительно находятся на поверхности белка, поскольку 

такие остатки могут участвовать в важных взаимодействиях с другими молекулами. Кроме того, специа-

лист в данной области техники может создавать тестовые варианты, содержащие одну аминокислотную 

замену в каждом требуемом аминокислотном остатке. Затем варианты можно подвергнуть скринингу с 

применением анализов активности, известных из уровня техники. Такие варианты можно применять для 

сбора информации о подходящих вариантах. Например, если наблюдают, что изменение конкретного 

аминокислотного остатка привело к нарушенной, нежелательным образом сниженной или неподходящей 

активности, вариантов с таким изменением можно избегать. Другими словами, на основе информации, 

собранной в таких стандартных экспериментах, специалист в данной области техники может легко опре-

делить аминокислоты, в которых следует избегать дополнительных замен, либо по отдельности, либо в 

комбинации с другими мутациями. 

В определенных случаях варианты PCSK9-связывающего полипептида включают варианты глико-

зилирования, в которых число и/или тип участков гликозилирования были изменены по сравнению с 

аминокислотными последовательностями исходного полипептида. В определенных случаях варианты 

белка содержат большее или меньшее число участков N-связанного гликозилирования, чем нативный 

белок. Дополнительные предпочтительные варианты антител включают цистеиновые варианты, в кото-

рых один или несколько цистеиновых остатков удалены или заменены другой аминокислотой (например, 

серином) по сравнению с исходной аминокислотной последовательностью. Цистеиновые варианты могут 

быть применимы, когда антитела должны подвергаться повторному фолдингу в биологически активную 

конформацию, например, после выделения нерастворимых телец включения. Цистеиновые варианты, как 

правило, содержат меньше цистеиновых остатков, чем нативный белок и обычно содержат четное число, 

чтобы свести к минимуму взаимодействия, обусловленные неспаренными цистеиновыми остатками. 

Конкурирующие PCSK9-связывающие полипептиды. 

Можно применять PCSK9-связывающие полипептиды, которые конкурируют с эволокумабом или 

функциональными фрагментами, связывающимися с эпитопом, который связывает эволокумаб, за спе-

цифическое связывание с PCSK9. Такие PCSK9-связывающие полипептиды также могут связываться с 

тем же эпитопом, что и PCSK9-связывающие полипептиды, или перекрывающимся эпитопом. PCSK9-

связывающие полипептиды и фрагменты, которые конкурируют с эволокумабом или связываются с тем 

же эпитопом, проявляют аналогичные функциональные свойства. Таким образом, в качестве специфиче-

ского примера, предусмотренные PCSK9-связывающие полипептиды включают такие, которые конкури-

руют с антителом или PCSK9-связывающим полипептидом, имеющим все шесть CDR эволокумаба (SEQ 

ID NO: 4-9) или две легкие цепи и две тяжелые цепи под SEQ ID NO: 2 и 1 соответственно. 

Иллюстративные эпитопы. 

Предусмотрены эпитопы из SEQ ID NO: 3 (полипептида PCSK9 человека), с которыми связываются 

антитела к PCSK9. В случае эволокумаба (и варианта эволокумаба, имеющего HCVR под SEQ ID NO: 14 

и LCVR под SEQ ID NO: 15), они представляют собой S153, D188, I189, Q190, S191, D192, R194, Е197, 

G198, R199, V200, D224, R237, и D238, K243, S373, D374, S376, Т377, F379, I154, Т1897, Н193, Е195, 

I196, М201, V202, С223, Т228, S235, G236, А239, G244, М247, I369, S372, С375, С378, R237 и D238. 

Получение PCSK9-связывающих полипептидов (например, антител). 

Определенные стратегии можно применять для того, чтобы управлять присущими антителу свойст-

вами, такими как аффинность антитела в отношении его мишени. Такие стратегии включают применение 

сайт-специфического или случайного мутагенеза полинуклеотидной молекулы, кодирующей антитело, 

для создания варианта антитела. В определенных случаях за таким созданием следует скрининг в отно-

шении вариантов антитела, которые проявляют требуемое изменение, например, повышенную или сни-

женную аффинность. 

Аминокислотные остатки, на которые нацелены стратегии мутагенеза, могут представлять собой 

остатки в CDR или FR. 



045816 

- 31 - 

В определенных случаях меньшие и подвергнутые более эффективному скринингу библиотеки ва-

риантов антитела получают путем ограничения случайного или сайт-направленного мутагенеза участка-

ми гипермутирования в CDR, которые представляют собой участки, которые соответствуют зонам, пред-

расположенным к мутированию во время процесса соматического созревания аффинности. 

Антитела могут экспрессироваться в линиях клеток. Последовательности (такие как полинуклеоти-

ды, кодирующие полипептиды под SEQ ID NO: 1 и 2, такие как полинуклеотиды под SEQ ID NO: 12 и 

13), кодирующие конкретные антитела, можно применять для трансформации подходящей клетки-

хозяина, являющейся клеткой млекопитающего. Трансформацию можно осуществлять с помощью любо-

го известного способа введения полинуклеотидов в клетку-хозяина. Применяемая процедура трансфор-

мации зависит от хозяина, подлежащего трансформации. Способы введения гетерологичных полинук-

леотидов в клетки млекопитающих хорошо известны их уровня техники и включают декстран-

опосредованную трансфекцию, осаждение с фосфатом кальция, полибрен-опосредованную трансфек-

цию, слияние протопластов, электропорацию, инкапсуляцию полинуклеотида(ов) в липосомы и прямую 

микроинъекцию ДНК в ядра. 

Линии клеток млекопитающих, подходящие для экспрессии в качестве хозяев, хорошо известны из 

уровня техники и включают множество линий иммортализованных клеток, доступных от Американской 

коллекции типовых культур (АТСС), включая клетки яичника китайского хомячка (СНО), клетки HeLa, 

клетки почки детеныша хомячка (ВНК), клетки почки обезьяны (COS), клетки гепатоцеллюлярной кар-

циномы человека (например, Hep G2), клетки эпителия почки человека 293 и ряд других линий клеток. 

В определенных случаях антитела продуцирует линия гибридомных клеток 21В12 (Jackson et al., 

2009). В определенных случаях PCSK9-связывающие полипептиды связываются с PCSK9 с константой 

диссоциации (KD), составляющей менее примерно 1 нМ, например, от 1000 пМ до 100 пМ, от 100 пМ до 

10 пМ, от 10 пМ до 1 пМ и/или от 1 пМ до 0,1 пМ или меньше. 

PCSK9-связывающие полипептиды могут предусматривать молекулу иммуноглобулина, относяще-

гося к по меньшей мере одному из изотипов IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgE, IgA, IgD и IgM. В определенных 

случаях PCSK9-связывающие полипептиды содержат легкую каппа-цепь человека и/или тяжелую цепь 

человека. В определенных случаях тяжелая цепь относится к изотипу IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgE, IgA, 

IgD или IgM. В определенных случаях PCSK9-связывающие полипептиды были клонированы для экс-

прессии в клетках млекопитающих. В определенных случаях PCSK9-связывающие полипептиды содер-

жат константную область, отличную от любой из константных областей изотипа IgGl, IgG2, IgG3, IgG4, 

IgE, IgA, IgD и IgM. 

В определенных случаях PCSK9-связывающие полипептиды содержат легкую лямбда-цепь челове-

ка и тяжелую цепь IgG2 человека. В определенных случаях PCSK9-связывающие полипептиды содержат 

легкую лямбда-цепь человека и тяжелую цепь IgG4 человека. В определенных случаях PCSK9-

связывающие полипептиды содержат легкую лямбда-цепь человека и тяжелую цепь IgGl, IgG3, IgE, IgA, 

IgD или IgM человека. В других вариантах осуществления PCSK9-связывающие полипептиды содержат 

легкую каппа-цепь человека и тяжелую цепь IgG2 человека. В определенных случаях PCSK9-

связывающие полипептиды содержат легкую каппа-цепь человека и тяжелую цепь IgG4 человека. В оп-

ределенных случаях PCSK9-связывающие полипептиды содержат легкую каппа-цепь человека и тяже-

лую цепь IgGl, IgG3, IgE, IgA, IgD или IgM человека. В определенных случаях PCSK9-связывающие по-

липептиды содержат вариабельные области антител, лигированные с константной областью, которая не 

является ни константной областью из изотипа IgG2, ни константной областью из изотипа IgG4. В опре-

деленных случаях PCSK9-связывающие полипептиды были клонированы для экспрессии в клетках мле-

копитающих. 

В случае эволокумаба антитело представляет собой человеческое моноклональное антитело с IgG2-

лямбда-цепью; дисульфид тяжелой цепи гамма 2 с тетракисдисульфидом легкой лямбда-цепи. Эволоку-

маб является гликозилированным по Asn-291 и Asn-291" и имеет дисульфидные мостики между остатка-

ми 22'-90', 22"-90", 22'-96', 22"-96", 129-214', 129"-214", 137'-196', 137"-196", 142-198, 142"-198", 217-217', 

218-218', 221-221", 224-224", 255-315, 255"-315", 361-419, и 361"-419". 

В определенных случаях консервативные модификации в тяжелой и легкой цепях эволокумаба или 

в таких цепях антитела, имеющих HCVR и LCVR под SEQ ID NO: 14 и 15, могут приводить к получению 

антител к PCSK9, имеющих функциональные и химические характеристики, аналогичные таковым у ан-

тител, продуцируемых линией гибридом 21В12. И наоборот, существенные модификации функциональ-

ных или химических характеристик антител к PCSK9 можно осуществлять за счет выбора в аминокис-

лотной последовательности тяжелой и легкой цепей замен, которые значительно отличаются по своему 

эффекту в отношении поддержания (а) структуры молекулярного остова в зоне замены, например, в виде 

складчатой или спиральной конформации, (b) заряда или гидрофобности молекулы в целевом участке 

или (с) объема боковой цепи. 

Например, консервативная аминокислотная замена может предусматривать замену нативного ами-

нокислотного остатка на ненативный остаток, вследствие чего на полярность или заряд аминокислотного 

остатка в данном положении оказывается незначительное влияние или влияние отсутствует. 

PCSK9-связывающие полипептиды часто предусматривают один или несколько полипептидов. Лю-
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бую из множества систем "вектор экспрессии/хозяин" можно применять для экспрессии полинуклеотид-

ных молекул, кодирующих полипептиды, предусматривающие один или несколько компонентов PCSK9-

связывающего полипептида или PCSK9-связывающий полипептид сам по себе. Такие системы включают 

микроорганизмы, такие как бактерии, трансформированные с помощью рекомбинантного бактериофага, 

плазмиды или векторов экспрессии на основе космидной ДНК; дрожжи, трансформированные с помо-

щью векторов экспрессии для дрожжей; системы на основе клеток насекомых, инфицированных с помо-

щью вирусных векторов экспрессии (например, бакуловируса); системы на основе растительных клеток, 

трансфицированных с помощью вирусных векторов экспрессии (например, вируса мозаики цветной ка-

пусты, CaMV, вируса табачной мозаики, TMV) или трансформированные с помощью бактериальных 

векторов экспрессии (например, плазмиды Ti или pBR322); или системы на основе животных клеток. 

Полипептид, предусматривающий один или несколько компонентов PCSK9-связывающего поли-

пептида или PCSK9-связывающий полипептид сам по себе, можно очистить из различных систем экс-

прессии; такие методики хорошо известны специалистам в данной области техники. 

Компоненты фармацевтического состава. 

В некоторых вариантах осуществления фармацевтический состав, содержащий PCSK9-

связывающий полипептид, содержит более одного отличающегося PCSK9-связывающего полипептида. 

В определенных вариантах осуществления фармацевтические составы содержат более одного PCSK9-

связывающего полипептида, при этом антигенсвязывающие белки к PCSK9 связывают более одного эпи-

топа. В некоторых вариантах осуществления различные антигенсвязывающие белки не будут конкуриро-

вать друг с другом за связывание с PCSK9. В некоторых вариантах осуществления фармацевтический 

состав содержит эволокумаб. 

PCSK9-связывающий полипептид может быть связан со средой-носителем, удлиняющей период 

полувыведения. Такие среды-носители включают полиэтиленгликоль (PEG), гликоген (например, глико-

зилирование PCSK9-связывающего полипептида) и декстран. 

Приемлемые компоненты состава предпочтительно являются нетоксичными для реципиентов при 

применяемых дозировках и концентрациях. Фармацевтические составы могут содержать средства для 

модификации, поддержания или сохранения, например, значения рН, осмолярности, вязкости, прозрач-

ности, цвета, изотоничности, запаха, стерильности, стабильности, скорости растворения или высвобож-

дения, адсорбции или проникающей способности композиции. 

Например, подходящие материалы состава включают аминокислоты (такие как пролин, аргинин, 

лизин, метионин, таурин, глицин, глутамин или аспарагин); противомикробные вещества; антиоксидан-

ты (такие как аскорбиновая кислота, сульфит натрия или гидросульфит натрия); буферы (такие как бо-

ратный, бикарбонатный, натрий-фосфатный, натрий-ацетатный ("NaOAC"), Tris-HCl, буфер Tris, цитрат-

ный, фосфатный буфер, фосфатно-солевой буфер (т.е. буфер PBS) или буферы на основе других органи-

ческих кислот); объемообразующие средства (такие как маннит или глицин); хелатообразующие средст-

ва (такие как этилендиаминтетрауксусная кислота (EDTA)); комплексообразующие средства (такие как 

кофеин, поливинилпирролидон, бета-циклодекстрин или гидроксипропил-бета-циклодекстрин); напол-

нители; моносахариды; дисахариды и другие углеводы (такие как глюкоза, сахароза, фруктоза, лактоза, 

манноза, трегалоза или декстрины); белки (такие как сывороточный альбумин, желатин или иммуногло-

булины); красители, ароматизаторы и разбавители; эмульгирующие средства; гидрофильные полимеры 

(такие как поливинилпирролидон); низкомолекулярные полипептиды; солеобразующие противоионы 

(такие как натрий); консерванты (такие как бензалкония хлорид, бензойная кислота, салициловая кисло-

та, тимеросал, фенетиловый спирт, метилпарабен, пропилпарабен, хлоргексидин, сорбиновая кислота 

или перекись водорода); растворители (такие как глицерин, пропиленгликоль или полиэтиленгликоль); 

сахароспирты (такие как маннит или сорбит); суспендирующие средства; поверхностно-активные веще-

ства или смачивающие средства (такие как плюроники, PEG, сложные эфиры сорбитана, полисорбаты, 

такие как полисорбат 20, полисорбат 80, тритон, трометамин, лецитин, холестерин, тилоксапаль); сред-

ства, увеличивающие стабильность (такие как сахароза или сорбит); средства, нормализующие тонич-

ность (такие как галогениды щелочных металлов, предпочтительно хлорид натрия или калия, маннит, 

сорбит); среды-носители для доставки; разбавители; вспомогательные вещества и/или фармацевтические 

адъюванты. 

В одном аспекте фармацевтический состав содержит высокие концентрации PCSK9-связывающего 

полипептида. В определенных вариантах осуществления концентрация PCSK9-связывающего полипеп-

тида варьируется в диапазоне от приблизительно 70 мг/мл до приблизительно 260 мг/мл, например, со-

ставляет приблизительно 70 мг/мл, приблизительно 80 мг/мл, приблизительно 90 мг/мл, приблизительно 

100 мг/мл, приблизительно 110 мг/мл, приблизительно 120 мг/мл, приблизительно 130 мг/мл, приблизи-

тельно 140 мг/мл, приблизительно 150 мг/мл, приблизительно 160 мг/мл, приблизительно 170 мг/мл, 

приблизительно 180 мг/мл, приблизительно 190 мг/мл, приблизительно 200 мг/мл, приблизительно 210 

мг/мл, приблизительно 220 мг/мл, приблизительно 230 мг/мл, приблизительно 240 мг/мл, приблизитель-

но 250 мг/мл или приблизительно 260 мг/мл. В некоторых вариантах осуществления концентрация эво-

локумаба варьируется в диапазоне от приблизительно 140 мг/мл до приблизительно 210 мг/мл, например, 

составляет приблизительно 140 мг/мл, приблизительно 150 мг/мл, приблизительно 160 мг/мл, приблизи-
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тельно 170 мг/мл, приблизительно 180 мг/мл, приблизительно 190 мг/мл, приблизительно 200 мг/мл, 

приблизительно 210 мг/мл, приблизительно 220 мг/мл, приблизительно 230 мг/мл, приблизительно 240 

мг/мл, приблизительно 250 мг/мл или приблизительно 260 мг/мл. 

В другом аспекте фармацевтический состав содержит по меньшей мере одно буферное средство, 

такое как, например, натрий-ацетатный, фосфатный, фосфатно-солевой ("PBS"), гистидиновый буфер 

и/или буфер Tris со значением рН, составляющим приблизительно 7,0-8,5. Буфер служит для поддержа-

ния физиологически подходящего значения рН. В дополнение, буфер может улучшать изотоничность и 

химическую стабильность фармацевтического состава. В определенных вариантах осуществления со-

держание буферного средства варьируется в диапазоне от приблизительно 5 мМ до приблизительно 100 

мМ, например, составляет приблизительно 5 мМ, приблизительно 10 мМ, приблизительно 15 мМ, при-

близительно 20 мМ, приблизительно 30 мМ, приблизительно 40 мМ, приблизительно 50 мМ, приблизи-

тельно 60 мМ, приблизительно 70 мМ, приблизительно 80 мМ, приблизительно 90 мМ или приблизи-

тельно 100 нМ буферного средства. В определенных вариантах осуществления буферное средство пред-

ставляет собой NaOAC. В определенных вариантах осуществления буферное средство представляет со-

бой NaOAC и присутствует при концентрации, составляющей приблизительно 10 мМ. В других вариан-

тах осуществления буфер представляет собой глутамат натрия. В определенных вариантах осуществле-

ния буферное средство представляет собой глутамат натрия и присутствует при концентрации, состав-

ляющей приблизительно 10 мМ. В еще одних вариантах осуществления буферное средство представляет 

собой фосфатный буфер. В определенных вариантах осуществления фосфатный буфер присутствует при 

концентрации, составляющей приблизительно 10 мМ. В еще одних дополнительных вариантах осущест-

вления буферное средство представляет собой гистидин. В некоторых из таких вариантов осуществления 

гистидиновый буфер присутствует при концентрации, составляющей приблизительно 10 мМ. Примени-

мые значения рН для фармацевтического состава включают от приблизительно 4 до приблизительно 7, 

или от приблизительно 4,8 до приблизительно 6,9, или от приблизительно 5,0 до приблизительно 5,5, или 

приблизительно 5, или приблизительно 5,4. 

В определенных вариантах осуществления фармацевтический состав является изотоническим, при 

этом его осмоляльность варьируется в диапазоне от приблизительно 250 до приблизительно 400 

мОсм/кг, например, составляет приблизительно 250 мОсм/кг, приблизительно 260 мОсм/кг, приблизи-

тельно 270 мОсм/кг, приблизительно 280 мОсм/кг, приблизительно 290 мОсм/кг, приблизительно 300 

мОсм/кг, приблизительно 310 мОсм/кг, приблизительно 320 мОсм/кг, приблизительно 330 мОсм/кг, при-

близительно 340 мОсм/кг, приблизительно 350 мОсм/кг, приблизительно 360 мОсм/кг, приблизительно 

370 мОсм/кг, приблизительно 380 мОсм/кг, приблизительно 390 мОсм/кг или приблизительно 400 

мОсм/кг. Осмоляльность является показателем отношения растворенных веществ к объему жидкости. 

Другими словами, она представляет собой число молекул и ионов (или молекул) на килограмм раствора. 

В определенных вариантах осуществления осмоляльность составляет 300 мОсм/кг. 

Осмоляльность можно измерять с помощью осмометра, такого как осмометр для нескольких проб 

модели 2020 от Advanced Instruments, Норвуд, Массачусетс. Осмометр для нескольких проб модели 2020 

от Advanced Instruments измеряет осмоляльность с применением способа понижения точки замерзания. 

Чем выше содержание осмолитов в растворе, тем сильнее снижается температура его замерзания. Осмо-

ляльность также можно измерять с применением любых других способов и в любых других установках, 

известных из уровня техники, таких как линейная экстраполяция. В других вариантах осуществления 

фармацевтический состав является изотоническим для клетки крови человека, такой как эритроцит. 

В еще одном аспекте фармацевтический состав содержит по меньшей мере одно поверхностно-

активное вещество, такое как полиоксиэтиленсорбитанмоноолеат (полисорбат 80 или полисорбат 20), 

блок-сополимер полиоксиэтилена и полиоксипропилена (полоксамеры, такие как Pluronic F-68 и дру-

гие виды Pluronic), сложные сорбитаналкиловые эфиры (Span) полиэтиленгликольоктилфениловые 

эфиры (Triton X-100), полиэтиленгликольалкиловые эфиры (Brij), полипропиленгликольалкиловые эфи-

ры, глюкозидалкиловые эфиры и D-α-токоферолполиэтиленгликольсукцинат (витамин Е TPGS). В опре-

деленных вариантах осуществления фармацевтический состав содержит поверхностно-активное вещест-

во при концентрации, которая варьируется в диапазоне от приблизительно 0,0001% до приблизительно 

10 вес. % на объем (вес/объем) состава, например, поверхностно-активное вещество составляет прибли-

зительно 0,0001%, приблизительно 0,005%, приблизительно 0,006%, приблизительно 0,007%, приблизи-

тельно 0,008%, приблизительно 0,009%, приблизительно 0,01%, приблизительно 0,05%, приблизительно 

0,1%, приблизительно 0,5%, приблизительно 1%, приблизительно 5% или приблизительно 10% 

(вес/объем) состава. В определенных вариантах осуществления фармацевтический состав содержит по-

лисорбат 80 при концентрации, которая варьируется в диапазоне от приблизительно 0,0001% до прибли-

зительно 1% вес/объем состава. В определенных вариантах осуществления фармацевтический состав 

содержит полисорбат 80 при концентрации на уровне приблизительно 0,01% вес/объем состава. В других 

вариантах осуществления состав содержит Pluronic F-68 при концентрации, которая варьируется в диа-

пазоне от приблизительно 0,0001% до приблизительно 1% вес/объем состава. В определенных вариантах 

осуществления фармацевтический состав содержит Pluronic F-68 при концентрации на уровне прибли-
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зительно 0,01% вес/объем состава. В еще одних вариантах осуществления состав содержит витамин Е 

TPGS при концентрации, которая варьируется в диапазоне от приблизительно 0,0001% до приблизитель-

но 1% вес/объем состава. В определенных вариантах осуществления фармацевтический состав содержит 

витамин Е TPGS при концентрации на уровне приблизительно 0,01% вес/объем состава. 

Фармацевтический состав может содержать по меньшей мере одно стабилизирующее средство, та-

кое как полигидроксиуглеводород, (включая сорбит, маннит, глицерин и дульцит) и/или дисахарид 

(включая сахарозу, лактозу, мальтозу и трегалозу), и/или аминокислоту (помимо того, что составы со-

держат соль аргинина, такую как аргинина моногидрохлорид, и ацетильное производное аргинина, такое 

как N-ацетиларгинин, и они могут содержать, например, пролин, лизин, метионин и таурин), и/или бен-

зиловый спирт; при этом общее содержание указанного полигидроксиуглеводорода, и/или дисахарида, 

и/или аминокислоты, и/или бензилового спирта составляет от приблизительно 0,5% до приблизительно 

10% вес/объем состава. Фармацевтический состав может содержать пролин, например, на уровне от при-

близительно 10 мМ до приблизительно 200 мМ, таком как от приблизительно 50 мМ до приблизительно 

150 мМ, таком как от приблизительно 90 мМ до приблизительно 120 мМ, таком как приблизительно 120 

мМ. 

В одном аспекте фармацевтический состав характеризуется уровнем вязкости, составляющим менее 

приблизительно 80 сантипуаз (сП), как измерено при комнатной температуре (т.е. при 25°С). В опреде-

ленных вариантах осуществления фармацевтический состав характеризуется уровнем вязкости, состав-

ляющим менее приблизительно 70 сП, приблизительно 60 сП, приблизительно 50 сП, приблизительно 40 

сП, приблизительно 30 сП, приблизительно 25 сП, приблизительно 20 сП, приблизительно 18 сП, при-

близительно 15 сП, приблизительно 12 сП, приблизительно 10 сП; приблизительно 8 сП, приблизительно 

6 сП, приблизительно 4 сП; приблизительно 2 сП или приблизительно 1 сП. 

В одном аспекте фармацевтический состав является стабильным, как измерено с помощью по 

меньшей мере одного анализа стабильности, такого как анализ, в котором исследуют биофизические или 

биохимические характеристики PCSK9-связывающего полипептида с течением времени. Стабильность 

фармацевтического состава можно измерять с применением SEC-HPLC. SEC-HPLC разделяет белки на 

основании отличий в их гидродинамических объемах. Молекулы с большими гидродинамическими объ-

емами белка элюируют раньше, чем молекулы с меньшими объемами. В случае SEC-HPLC у стабильно-

го фармацевтического состава наблюдается не более приблизительно 5% увеличения содержания HMW-

разновидностей по сравнению с контрольным образцом, такого как, например, не более приблизительно 

4%, не более приблизительно 3%, не более приблизительно 2%, не более приблизительно 1%, не более 

приблизительно 0,5% увеличения содержания HMW-разновидностей по сравнению с контрольным об-

разцом. 

В качестве альтернативы или дополнения стабильность можно измерять с применением катионооб-

менной HPLC (CEX-HPLC). CEX-HPLC разделяет белки на основании отличий в их поверхностном за-

ряде. При заданном значении рН заряженные изоформы АВР к PCSK9 разделяют на катионообменной 

колонке и элюируют с применением градиента концентрации солей. Элюент отслеживают с помощью 

поглощения ультрафиолетового света (UV). Распределение заряженных изоформ оценивают путем опре-

деления площади пика каждой изоформы в виде процента от общей площади пиков. В случае CEX-HPLC 

у стабильного фармацевтического состава наблюдается не более приблизительно 5% снижения пика 

главной изоформы по сравнению с контрольным образцом, такого как, например, не более от приблизи-

тельно 3% до приблизительно 5% снижения пика главной изоформы по сравнению с контрольным об-

разцом; не более приблизительно 4% снижения, не более приблизительно 3% снижения, не более при-

близительно 2% снижения, не более приблизительно 1% снижения, не более приблизительно 0,5% сни-

жения пика главной изоформы по сравнению с контрольным образцом. 

Также в качестве альтернативы или дополнения стабильность состава можно измерять с примене-

нием обнаружения частиц, невидимых невооруженным глазом, с помощью светоблокировки (HIAC). 

Электронная система подсчета частиц суспензии (HIAC/Royco 9703 (Hach Company; Лавленд, Колорадо) 

или эквивалент), содержащая сенсор светоблокировки (HIAC/Royco HRLD-150 или эквивалент) с жидко-

стным пробоотборником, количественно оценивает число частиц и диапазон их размеров в заданном тес-

тируемом образце. Когда частицы в жидкости проходят между источником света и детектором, они ос-

лабляют или "блокируют" луч света, который падает на детектор. Когда концентрация частиц находится 

в пределах нормального диапазона обнаружения сенсора, эти частицы обнаруживаются поодиночке. 

Прохождение каждой частицы через зону обнаружения уменьшает интенсивность света, падающего на 

фотодетектор, и выходное напряжение фотодетектора на мгновение уменьшается. Изменения напряже-

ния регистрируются в виде электрических импульсов, которые преобразуются прибором в число присут-

ствующих частиц. Способ является неспецифическим и измеряет частицы независимо от их происхож-

дения. Размер отслеживаемых частиц обычно составляет 10 мкм и 25 мкм. В случае HIAC у стабильного 

фармацевтического состава наблюдается не более 6000 частиц размером 10 мкм на контейнер (или еди-

ницу) по сравнению с контрольным образцом, как, например, не более 5000, не более 4000, не более 

3000, не более 2000, не более 1000 частиц размером 10 мкм на контейнер (или единицу) по сравнению с 

контрольным образцом. В других случаях у стабильного фармацевтического состава наблюдается не бо-
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лее 600 частиц размером 25 мкм на контейнер (или единицу) по сравнению с контрольным образцом, 

как, например, не более 500, не более 400, не более 300, не более 200, не более 100, не более 50 частиц 

размером 25 мкм на контейнер (или единицу) по сравнению с контрольным образцом. 

Стабильность фармацевтического состава также можно оценивать с применением визуальной оцен-

ки. Визуальная оценка представляет собой качественный способ, применяемый для описания видимых 

физических характеристик образца. Образец просматривают на черном и/или белом фоне в кабине для 

просмотра, в зависимости от оцениваемой характеристики (например, цвета, прозрачности, присутствия 

частиц или посторонних включений). Образцы также просматривают в сравнении с эталонным стандар-

том мутности и эталонными стандартами цвета. В случае визуальной оценки у стабильного фармацевти-

ческого состава не наблюдается значительного изменения цвета, прозрачности, присутствия частиц или 

посторонних включений по сравнению с контрольным образцом. 

Иллюстративные фармацевтические составы. 

В табл. 4 показаны иллюстративные фармацевтические составы на основе PCSK9-связывающих по-

липептидов. Для некоторых составов приводятся диапазоны, а для составов из подпунктов примеров 

(например, 1.1) приводится специфический состав из примера. 

Таблица 4 

Иллюстративные фармацевтические составы на основе PCSK9-связывающих полипептидов 

 

 
* наблюдали ожидаемую вариабельность в измерениях концентрации, процессе составления и из-

мерениях вязкости. 

Пути терапевтического применения. 

PCSK9-связывающие полипептиды, такие как эволокумаб, можно применять в целом ряде путей 

терапевтического применения. Например, PCSK9-связывающие полипептиды применимы для лечения 

состояний, ассоциированных с PCSK9, таких как нарушения, связанные с повышенным уровнем содер-

жания холестерина (нарушения, связанные с повышенным уровнем содержания холестерина в сыворотке 

крови), такие как гиперхолестеринемия. PCSK9-связывающие полипептиды можно применять при лече-

нии последствий, симптомов и/или патологии, ассоциированной с активностью PCSK9. 

С нарушениями, которые связаны с повышенными уровнями, в основе которых лежат повышенные 

уровни или на которые могут оказывать влияние повышенные уровни содержания молекул или групп 

молекул, включая уровни содержания холестерина (включая холестерин в сыворотке крови), LDL, 

LDLR, PCSK9, VLDL-C, аполипопротеина В ("АроВ"), липопротеина A ("Lp(a)"), триглицеридов, HDL-

C, отличающегося от HDL-C и общего холестерина, можно бороться с помощью способов, в которых 

применяют фармацевтические композиции на основе эволокумаба, раскрытые в данном документе, для 

лечения, и/или предупреждения, и/или снижения риска возникновения таких нарушений у субъекта. Рас-
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крытые композиции на основе эволокумаба можно применять для модуляции уровней содержания таких 

молекул или групп молекул, такой как уменьшение количества таких молекул или групп молекул. На-

пример, раскрытые композиции на основе эволокумаба можно применять в способах для снижения ко-

личества таких молекул или групп таких молекул от аномально высокого уровня или от даже нормально-

го уровня, то есть можно уменьшать количество холестерина (включая холестерин в сыворотке крови), 

LDL, LDLR, PCSK9, VLDL-C, АроВ, Lp(a), триглицеридов, HDL-C, отличающегося от HDL-C и уровни 

содержания общего холестерина. 

"Нарушение, связанное с повышенным уровнем содержания холестерина" (которое включает "на-

рушения, связанные с повышенным уровнем содержания холестерина в сыворотке крови"), включает 

любое одно или несколько из следующего: семейной гиперхолестеринемии, несемейной гиперхолесте-

ринемии, гиперлипидемии, заболевания сердца, метаболического синдрома, диабета, ишемической бо-

лезни сердца, инсульта, сердечно-сосудистых заболеваний, болезни Альцгеймера и дислипидемий в ши-

роком смысле, которые могут проявляться, например, как повышенный уровень содержания общего хо-

лестерина в сыворотке крови, повышенный уровень содержания LDL, повышенный уровень содержания 

триглицеридов, повышенный уровень содержания VLDL и/или низкий уровень содержания HDL. Неко-

торые неограничивающие примеры первичной и вторичной дислипидемий включают метаболический 

синдром, сахарный диабет, семейную комбинированную гиперлипидемию, семейную гипертриглицери-

демию, виды семейной гиперхолестеринемии, включая гетерозиготную гиперхолестеринемию, гомози-

готную гиперхолестеринемию, семейную гиперхолестеринемию с дефектным аполипопротеином В-100; 

полигенную гиперхолестеринемию; семейную дисбеталипопротеинемию, дефицит печеночной липазы; 

дислипидемию, вторичную для любого из следующего: неразборчивости в питании, гипотиреоза, приема 

лекарственных средств, включая эстрогеновую и прогестиновую терапию, бета-адреноблокаторы и тиа-

зидные диуретики; нефротического синдрома, хронической почечной недостаточности, синдрома Ку-

шинга, первичного биллиарного цирроза, болезней накопления гликогена, гепатомы, холестаза, акроме-

галии, инсулиномы, изолированного дефицита гормона роста и алкогольной гипертриглицеридемии. 

Раскрытые композиции на основе эволокумаба также можно применять для лечения, и/или предупреж-

дения, и/или снижения риска возникновения атеросклеротических заболеваний, таких как смерть по при-

чине сердечно-сосудистой патологии, смерть не по причине сердечно-сосудистой патологии или смерть 

от всех причин, ишемическая болезнь сердца, коронарная недостаточность, заболевание периферических 

артерий, инсульт (ишемический и геморрагический), стенокардия или нарушение мозгового кровообра-

щения, а также острый коронарный синдром, инфаркт миокарда и нестабильная стенокардия. Раскрытые 

композиции на основе эволокумаба также могут быть применимы в снижении риска развития смертель-

ного и несмертельного сердечных приступов, смертельного и несмертельного инсультов, определенных 

типов операций на сердце, госпитализации по причине сердечной недостаточности, боли в груди у паци-

ентов с заболеванием сердца и/или сердечно-сосудистых осложнений вследствие установленного заболе-

вания сердца, такого как ранее перенесенный сердечный приступ, ранее перенесенная операция на серд-

це, и/или боли в груди с признаками закупоренных артерий, и/или сосудистого заболевания, связанного с 

трансплантацией. В некоторых случаях раскрытые композиции на основе эволокумаба можно применять 

в способах предупреждения или снижения риска возникновения сердечно-сосудистых заболеваний, обу-

словленных повышенным уровнем содержания CRP или hsCRP. В некоторых вариантах осуществления 

АВР и способы можно применять для снижения риска возникновения рецидивирующих сердечно-

сосудистых осложнений. 

Заболевания или нарушения, с которыми, как правило, можно бороться (либо лечить, либо преду-

преждать) с помощью применения статинов, также могут получать пользу от применения раскрытых 

композиций на основе эволокумаба. Более того, нарушения или заболевания, которые могут получать 

пользу от предотвращения синтеза холестерина или повышенной экспрессии LDLR, также можно лечить 

с применением раскрытых композиций на основе эволокумаба. Кроме того, применение раскрытых ком-

позиций на основе эволокумаба может быть особенно применимым в лечении диабета. Не только диабет 

представляет собой фактор риска развития ишемической болезни сердца, но инсулин также повышает 

экспрессию PCSK9. То есть люди с диабетом имеют повышенные уровни содержания липидов в плазме 

крови (которые могут быть связаны с высокими уровнями содержания PCSK9) и могут получать пользу 

от снижения этих уровней. 

Когда PCSK9-связывающий полипептид применяется для терапевтических путей применения, 

PCSK9-связывающий полипептид может подавлять один или несколько видов биологической активности 

PCSK9, препятствовать им или модулировать их. Например, PCSK9-связывающий полипептид может 

специфически связываться с PCSK9 человека и/или в значительной степени подавлять связывание 

PCSK9 человека с LDLR на по меньшей мере приблизительно 20%-40%, 40-60%, 60-80%, 80-85%, или 

больше (например, согласно измерению связывания в анализе конкурентного связывания in vitro). В не-

которых случаях PCSK9-связывающий полипептид характеризуется Kd, составляющей менее (связыва-

ние более прочное) 10
-7

, 10
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, 10
-9

, 10
-10

, 10
-11

, 10
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, 10
-13

 М. В некоторых случаях PCSK9-связывающий 

полипептид характеризуется IC50 при блокировании связывания LDLR с PCSK9, составляющей менее 1 

мкМ, от 1000 нМ до 100 нМ, от 100 нМ до 10 нМ, от 10 нМ до 1 нМ, от 1000 пМ до 500 пМ, от 500 пМ до 
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200 пМ, менее 200 пМ, от 200 пМ до 150 пМ, от 200 пМ до 100 пМ, от 100 пМ до 10 пМ, от 10 пМ до 1 

пМ. 

Фармацевтические составы можно вводить в виде комбинированной терапии, т.е. в комбинации с 

другими средствами. Комбинированная терапия может предусматривать PCSK9-связывающий полипеп-

тид в комбинации с по меньшей мере одним антихолестериновым средством. Средства включают полу-

ченные in vitro синтетическим путем химические составы, антитела, антигенсвязывающие области, а 

также их комбинации и конъюгаты. В определенных вариантах осуществления средство может действо-

вать в качестве агониста, антагониста, аллостерического модулятора или токсина. В определенных вари-

антах осуществления средство может действовать с подавлением или стимуляцией своей мишени (на-

пример, активацией или подавлением рецептора или фермента) и тем самым стимулирует повышение 

экспрессии LDLR или снижение уровней содержания холестерина в сыворотке крови. 

PCSK9-связывающий полипептид можно вводить перед, одновременно и после лечения с помощью 

средства, понижающего холестерин (в сыворотке крови и/или общий холестерин). Например, PCSK9-

связывающий полипептид можно вводить профилактически для предупреждения или сдерживания про-

явления гиперхолестеринемии, заболевания сердца, диабета и/или любого нарушения, связанного с по-

вышенным уровнем содержания холестерина. Более того, PCSK9-связывающий полипептид можно вво-

дить для лечения существующего состояния, представляющего собой гиперхолестеринемию. В некото-

рых случаях введение PCSK9-связывающего полипептида может отсрочивать проявление нарушения 

и/или симптомов, ассоциированных с нарушением. В некоторых случаях PCSK9-связывающий полипеп-

тид вводится субъекту, у которого отсутствуют какие-либо симптомы любого из нарушений, связанных с 

повышенным уровнем содержания холестерина, или их подкласса. 

PCSK9-связывающий полипептид можно применять с конкретными терапевтическими средствами 

для лечения различных нарушений, связанных с повышенным уровнем содержания холестерина, таких 

как гиперхолестеринемия. С учетом состояния и требуемого уровня лечения могут вводиться два, три 

или более средств. Такие средства можно поставлять вместе путем включения в один состав. В качестве 

альтернативы такие средства можно составлять отдельно и при необходимости поставлять вместе путем 

включения в набор для лечения. В другом примере такие средства можно поставлять отдельно. 

Дозировка и схемы введения доз. 

Количество PCSK9-связывающего полипептида, такого как mAb, такого как эволокумаб, вводимого 

пациенту, представляет собой терапевтически эффективное количество. Типичная дозировка PCSK9-

связывающего белка может варьироваться в диапазоне от приблизительно 0,1 мкг/кг вплоть до прибли-

зительно 100 мг/кг или больше. В определенных случаях дозировка может варьироваться от 0,1 мкг/кг 

вплоть до приблизительно 100 мг/кг; или от 1 мкг/кг вплоть до приблизительно 100 мг/кг; или от 5 мкг/кг 

вплоть до приблизительно 100 мг/кг; или от 1 мг/кг до приблизительно 50 мг/кг; или от 2 мг/кг до при-

близительно 20 мг/кг; или от 2 мг/кг до приблизительно 10 мг/кг PCSK9-связывающего полипептида. 

Количество (или доза) PCSK9-связывающего полипептида может варьировать в диапазоне от по 

меньшей мере приблизительно 10 мг до приблизительно 1400 мг; или от приблизительно 14 мг до при-

близительно 1200 мг; или от приблизительно 14 мг до приблизительно 1000 мг; или от приблизительно 

14 мг до приблизительно 800 мг; или от приблизительно 14 мг до приблизительно 700 мг; или от прибли-

зительно 14 мг до приблизительно 480 мг; или от приблизительно 20 мг вплоть до приблизительно 480 

мг; или от приблизительно 70 мг вплоть до приблизительно 480 мг; или от приблизительно 80 мг до при-

близительно 480 мг; или от приблизительно 90 мг до приблизительно 480 мг; или от приблизительно 100 

мг до приблизительно 480 мг, или от приблизительно 105 мг до приблизительно 480 мг; или от прибли-

зительно 110 мг до приблизительно 480 мг; или от приблизительно 115 мг до приблизительно 480 мг; 

или от приблизительно 120 мг до приблизительно 480 мг; или от приблизительно 125 мг до приблизи-

тельно 480 мг; или от приблизительно 130 мг до приблизительно 480 мг; или от приблизительно 135 мг 

до приблизительно 480 мг; или от приблизительно 140 мг до приблизительно 480 мг; или от приблизи-

тельно 145 мг до приблизительно 480 мг; или от приблизительно 150 мг до приблизительно 480 мг; или 

от приблизительно 160 мг до приблизительно 480 мг; или от приблизительно 170 мг до приблизительно 

480 мг; или от приблизительно 180 мг до приблизительно 480 мг; или от приблизительно 190 мг до при-

близительно 480 мг; или от приблизительно 200 мг до приблизительно 480 мг; или от приблизительно 

210 мг до приблизительно 480 мг; или от приблизительно 220 мг до приблизительно 480 мг; или от при-

близительно 230 мг до приблизительно 480 мг; или от приблизительно 240 мг до приблизительно 480 мг; 

или от приблизительно 250 мг до приблизительно 480 мг; или от приблизительно 260 мг до приблизи-

тельно 480 мг; или от приблизительно 270 мг до приблизительно 480 мг; или от приблизительно 280 мг 

до приблизительно 480 мг; или от приблизительно 290 мг до приблизительно 480 мг; или от приблизи-

тельно 300 мг до приблизительно 480 мг; или от приблизительно 310 мг до приблизительно 480 мг; или 

от приблизительно 320 мг до приблизительно 480 мг; или от приблизительно 330 мг до приблизительно 

480 мг; или от приблизительно 340 мг до приблизительно 480 мг; или от приблизительно 350 мг до при-

близительно 480 мг; или от приблизительно 360 мг до приблизительно 480 мг; или от приблизительно 

370 мг до приблизительно 480 мг; или от приблизительно 380 мг до приблизительно 480 мг; или от при-

близительно 390 мг до приблизительно 480 мг; или от приблизительно 400 мг до приблизительно 480 мг; 
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или от приблизительно 410 мг до приблизительно 480 мг; или от приблизительно 420 мг до приблизи-

тельно 480 мг; или от приблизительно 430 мг до приблизительно 480 мг; или от приблизительно 440 мг 

до приблизительно 480 мг; или от приблизительно 450 мг до приблизительно 480 мг; или от приблизи-

тельно 460 мг до приблизительно 480 мг; или от приблизительно 470 мг до приблизительно 480 мг 

PCSK9-связывающего полипептида. 

При определении частоты введения дозы будут учитывать фармакокинетические параметры 

PCSK9-связывающего полипептида и/или любых дополнительных терапевтических средств в составе. 

Врач-клиницист может вводить состав до достижения дозировки, при которой обеспечивается требуе-

мый эффект. Состав можно вводить в виде однократной дозы или в виде двух, трех, четырех или более 

доз (которые могут содержать одинаковое или не одинаковое количество PCSK9-связывающего поли-

пептида) с течением времени, или в виде непрерывной инфузии через имплантируемое устройство или 

катетер. Состав также может доставляться подкожно или внутривенно с помощью иголки и шприца. Что 

касается подкожной доставки, устройства для доставки в виде шприца-ручка, а также нательный инъек-

тор и автоинъекторные устройства для доставки можно применять для доставки фармацевтических со-

ставов, содержащих PCSK9-связывающие полипептиды. 

В определенных случаях дозу, составляющую по меньшей мере приблизительно 10 мг; или вплоть 

до приблизительно 14 мг; или вплоть до приблизительно 20 мг; или вплоть до приблизительно 35 мг; или 

вплоть до приблизительно 40 мг, или вплоть до приблизительно 45 мг, или вплоть до приблизительно 50 

мг; или вплоть до приблизительно 70 мг PCSK9-связывающего полипептида, вводят один раз в неделю 

(QW) пациенту, нуждающемуся в этом. 

В других случаях дозу, составляющую по меньшей мере приблизительно 70 мг, или вплоть до при-

близительно 100 мг; или вплоть до приблизительно 105 мг, или вплоть до приблизительно 110 мг; или 

вплоть до приблизительно 115 мг, или вплоть до приблизительно 120 мг; или вплоть до приблизительно 

140 мг; или вплоть до приблизительно 160 мг; или вплоть до приблизительно 200 мг; или вплоть до при-

близительно 250 мг; или вплоть до 280 мг; или вплоть до 300 мг; или вплоть до 350 мг; или вплоть до 400 

мг; или вплоть до 420 мг PCSK9-связывающего полипептида, вводят один раз в две недели (или через 

каждые две недели; "Q2W:") пациенту, нуждающемуся в этом. 

В других определенных случаях дозу, составляющую по меньшей мере приблизительно 250 мг; или 

вплоть до приблизительно 280 мг; или вплоть до приблизительно 300 мг; или вплоть до приблизительно 

350 мг; или вплоть до приблизительно 400 мг; или вплоть до приблизительно 420 мг; или вплоть до при-

близительно 450 мг; или вплоть до 480 мг PCSK9-связывающего полипептида, вводят один раз через ка-

ждые четыре недели ("Q4W") (или один раз в календарный месяц) пациенту, нуждающемуся в этом. 

Например, эволокумаб можно вводить Q2W в виде доз по 210 мг. В качестве альтернативы эволо-

кумаб можно вводить Q4W в виде доз по 420 мг. В зависимости от особенностей состояния, подлежаще-

го лечению, обе данные дозы лекарственного средства можно вводить раз в неделю. 

В некоторых случаях уровень содержания холестерина LDL в сыворотке крови снижается на по 

меньшей мере приблизительно 15% по сравнению с уровнем содержания холестерина LDL в сыворотке 

крови до введения дозы. В некоторых вариантах осуществления уровень содержания холестерина LDL в 

сыворотке крови снижается на по меньшей мере приблизительно 20%, или на по меньшей мере прибли-

зительно 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90% или даже больше. 

Хранение и наборы. 

Составы, содержащие PCSK9-связывающий полипептид, с по меньшей мере одним дополнитель-

ным терапевтическим средством или без него можно подготовить для хранения путем смешивания вы-

бранного состава, характеризующегося требуемой степенью чистоты, с необязательными средствами для 

получения состава в форме лиофилизированной массы или водного раствора. Кроме того, состав, содер-

жащий PCSK9-связывающий полипептид, с по меньшей мере одним дополнительным терапевтическим 

средством или без него можно составлять в виде лиофилизата с применением соответствующих вспомо-

гательных веществ. 

После того, как фармацевтический состав был составлен, его можно хранить в стерильных флако-

нах в виде раствора, суспензии, геля, эмульсии, твердого вещества или в виде обезвоженного или лиофи-

лизированного порошка. Такие составы можно хранить либо в готовой к применению форме, либо в 

форме (например, лиофилизированной), которую восстанавливают перед введением. В некоторых случа-

ях составы на основе PCSK9-связывающего полипептида можно хранить в контейнерах, таких как под-

ходящие пакеты для хранения (например, производимые Sartorius (Готтинген, Германия)) или в поликар-

бонатных бутылях. После того, как фармацевтический состав бы составлен, его также можно хранить в 

предварительно заполненных шприцах (PFS; таких как PFS объемом 2,25 мл) в виде раствора или сус-

пензии в готовой к применению форме, а также в стеклянных флаконах (таких как стеклянные флаконы 

объемом 5 см
3
). 

В определенных вариантах осуществления предусмотрены наборы для получения единицы введе-

ния в виде однократной дозы. В определенных вариантах осуществления набор может содержать как 

первый контейнер, содержащий высушенный белок, так и второй контейнер, содержащий водный состав. 

В определенных вариантах осуществления предусмотрены наборы, содержащие одно- и многокамерные 
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предварительно заполненные шприцы (например, шприцы с жидким содержимым и шприцы с лиофили-

затом). 

Ультрафильтрация/диафильтрация составов на основе PCSK9-связывающий полипептида, содер-

жащих N-ацетиларгинин. 

С помощью раскрытых способов UF/DF можно получать составы, содержащие приблизительно 210 

г/л PCSK9-связывающих полипептидов. Например, в раскрытых способах раствор после первой диа-

фильтрации (DF1) с концентрацией, составляющей 70 г/л (или 35 г/л), подвергают диафильтрации три 

раза и концентрируют до 140 г/л. Затем раствор после второй диафильтрации (DF2) с концентрацией, 

составляющей 140 г/л, подвергают диафильтрации четыре раза и концентрируют до концентрации, со-

ставляющей 260 г/л. Затем концентрированный пул извлекают из системы с помощью раствора для про-

качки состава с получением конечной концентрации, составляющей 210 г/л. 

В раскрытых способах концентрация при первой ультрафильтрации (UF1), составляющая прибли-

зительно 70 мг/мл и приблизительно 35 мг/мл, как показано в примерах, не оказывает значительного 

влияния на содержание HWM (%) в конечном лекарственном веществе (DS). Более того, в раскрытых 

способах на стадии DF необходимо всего лишь семь диаобъемов DF, чтобы гарантировать завершение 

диафильтрации. 

Раскрытый способ UF/DF обобщен в табл. 5 и 6. 

Таблица 5 

Общая процедура UF/DF и рабочие параметры 
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Таблица 6 

Рабочие параметры способа UF/DF 
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Таким образом, в данном документе раскрыт способ составления PCSK9-связывающего полипепти-

да, такого как PCSK9-связывающий полипептид, который блокирует связывание PCSK9 с LDLR, преду-

сматривающий: 

a) первую стадию концентрирования, на которой полипептид в первом растворе концентрируют; 

b) первую стадию замены раствора, на которой для концентрированного полипептида в первом рас-

творе выполняют замену на второй раствор, содержащий N-ацетиларгинин, с применением диафильтра-

ции; 

c) вторую стадию концентрирования, на которой полипептид во втором растворе концентрируют; 

d) вторую стадию замены раствора, на которой для полипептида в концентрированном втором рас-

творе выполняют замену на третий раствор, содержащий N-ацетиларгинин, с применением диафильтра-

ции; и 

е) третью стадию концентрирования, на которой полипептид в третьем растворе концентрируют; 

Перед третьей стадией концентрирования температуру раствора, содержащего полипептид, могут 

повышать от приблизительно 25°С до приблизительно 37°С, например, до приблизительно 25, 26, 27, 28, 

29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, и приблизительно 37°С. Также первую стадию замены раствора можно про-

водить с применением по меньшей мере трех диаобъемов второго раствора; в некоторых случаях можно 

применять дополнительные диаобъемы, например, четыре, пять или шесть диаобъемов. Вторую стадию 

замены раствора можно проводить с применением по меньшей мере четырех диаобъемов третьего рас-

твора; однако можно применять дополнительные диаобъемы, включая пять, шесть или семь диаобъемов. 

Начальная концентрация PCSK9-связывающего полипептида может составлять приблизительно 11 мг/мл 

или меньше, например, менее 1 мг, или приблизительно 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 или приблизительно 11 

мг/мл. Кроме того, концентрацию PCSK9-связывающего полипептида можно повышать в от приблизи-

тельно 3 до приблизительно 7 раз, например, в приблизительно 3, 4, 5, 6 или приблизительно 7 раз. На-

пример, повышенная концентрация полипептида составляет от приблизительно 35 мг/мл до приблизи-

тельно 70 мг/мл или больше, например, приблизительно 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 

49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, или приблизительно 70 мг/мл 

или больше. На второй стадии концентрирования концентрация PCSK9-связывающего полипептида по-

вышается в от приблизительно 2 до 4 раз относительно первой стадии концентрирования (например, в 

приблизительно 2, 3 или приблизительно 4 раза), например, до приблизительно 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 

77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 

105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 

127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175, 180, 

185, 190, 195, 200, 250, или приблизительно 300 мг/мл. На третьей стадии концентрирования концентра-

цию PCSK9-связывающего полипептида можно повышать в от приблизительно 1,5 до приблизительно 2 



045816 

- 44 - 

раз относительно второй стадии концентрирования, например, до приблизительно 140, 145, 150, 155, 160, 

165, 170, 175, 180, 185, 190, 200, 250 или приблизительно 300 мг/мл, например, до приблизительно 260 

мг/мл. Следовательно, PCSK9-связывающий полипептид может характеризоваться конечной концентра-

цией, которая по меньшей мере в приблизительно 19-20 раз превышает начальную концентрацию тера-

певтического полипептида, например, составляет приблизительно 210 мг/мл. Стадии концентрирования 

могут предусматривать ультрафильтрацию с периодической загрузкой; к тому же, второй раствор и тре-

тий раствор могут быть идентичными. 

Второй или третий раствор, содержащий N-ацетиларгинин (например, "раствор NAR"), может со-

держать соль аргинина и буфер, где, например, N-ацетиларгинин присутствует при концентрации, со-

ставляющей от приблизительно 25 мМ до приблизительно 230 мМ, как, например, приблизительно 25, 

30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 

160, 165, 170, 175, 180, 185, 190, 195, 200, 205, 210, 215, 220, 225, или приблизительно 230 мМ; соль ар-

гинина представляет собой Arg-HCl, Arg ацетат или Arg глутамат и присутствует при концентрации, со-

ставляющей от приблизительно 25 мМ до приблизительно 150 мМ, например, приблизительно 25, 25, 30, 

35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, или прибли-

зительно 150 мМ; и буфер представляет собой натрий-ацетатный буфер при концентрации, составляю-

щей от приблизительно 5 мМ до приблизительно 30 мМ, например, приблизительно 5, 10, 15, 20, 25 или 

приблизительно 30 мМ. В других подаспектах N-ацетиларгинин присутствует при концентрации, состав-

ляющей от приблизительно 140 до приблизительно 170 мМ; Arg-HCl, Arg ацетат или Arg глутамат при-

сутствует при концентрации, составляющей от приблизительно 63 до приблизительно 70 мМ (например, 

приблизительно 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69 или приблизительно 70 мМ), и натрий-ацетатный буфер присут-

ствует при концентрации, составляющей приблизительно 10 мМ. Например, N-ацетиларгинин может 

присутствовать при концентрации, составляющей приблизительно 140 мМ, Arg-HCl, Arg ацетат или Arg 

глутамат присутствует при концентрации, составляющей приблизительно 63 мМ, натрий-ацетатный бу-

фер присутствует при концентрации, составляющей приблизительно 10 мМ. В дополнительных подас-

пектах N-ацетиларгинин присутствует при концентрации, составляющей приблизительно 155 мМ, Arg-

HCl, Arg ацетат или Arg глутамат присутствует при концентрации, составляющей приблизительно 70 

мМ, натрий-ацетатный буфер присутствует при концентрации, составляющей приблизительно 10 мМ. В 

еще одном примере N-ацетиларгинин присутствует при концентрации, составляющей приблизительно 

170 мМ, Arg-HCl, Arg ацетат или Arg глутамат присутствует при концентрации, составляющей прибли-

зительно 63 мМ, натрий-ацетатный буфер присутствует при концентрации, составляющей приблизи-

тельно 10 мМ. 

Более того, композиции (включая растворы NAR) могут дополнительно содержать пролин, где про-

лин присутствует при концентрации, составляющей от приблизительно 50 мМ до приблизительно 150 

мМ, например, приблизительно 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 

140, 145, или приблизительно 150 мМ. Второй или третий раствор может характеризоваться значением 

рН, составляющим от приблизительно 4,8 до приблизительно 6,9, например, приблизительно 4,8, 4,9, 5,0, 

5,1, 5,2, 5,3, 5,4, 5,5, 5,6, 5,7, 5,8, 5,9, 6,0, 6,1, 6,2, 6,3, 6,4, 6,5, 6,6, 6,7, 6,8, или приблизительно 6,9, на-

пример 5,3, 5,4 или 5,5. На первой и второй стадиях замены раствора можно применять мембрану для 

диафильтрации, имеющую по меньшей мере одну характеристику, выбранную из группы, состоящей из: 

a) размера отверстий сетки, который превышает приблизительно 350 мкм, но меньше или равен 

приблизительно 500 мкм, например, приблизительно 350, 360, 370, 380, 390, 400, 410, 420, 430, 440, 450, 

460, 470, 480, 490, или приблизительно 500 мкм; 

b) площади живого сечения, которая превышает приблизительно 32%, но меньше или равна при-

близительно 36% (например, приблизительно 32, 33, 34, 35 или приблизительно 36%) от площади мем-

браны; 

c) плотности сетки, составляющей менее приблизительно 16,2 нити/см, но больше или равной при-

близительно 12,2 нити/см, например, приблизительно 16,2, 16, 15,8, 15,6, 15,4, 15,2, 15, 14,8, 14,6, 14,4, 

14,2, 14, 13,8, 13,6, 13,4, 13,2, 13, 12,8, 12,6, 12,4 или приблизительно 12,2 нити/см; 

d) диаметра нити, который превышает приблизительно 270 мкм, но меньше или равен приблизи-

тельно 340 мкм, например, приблизительно 270, 280, 290, 300, 310, 320, 330 или 340 мкм; 

e) базового веса, который превышает приблизительно 160 г/м
2
, но меньше или равен 180 г/м

2
, на-

пример, приблизительно 160, 161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175, 176, 

177, 178, 179, или 180 г/м
2
; 

f) толщины, которая превышает приблизительно 515 мкм, но меньше или равна приблизительно 610 

мкм; 

g) загрузки мембраны, превышающей приблизительно 1138,1 г/м
2
, но меньше или равной прибли-

зительно 1919,3 г/м
2
; и 

h) максимального давления подачи, составляющего приблизительно 60 psi. 

Более того, к третьему раствору после концентрирования можно добавлять поверхностно-активное 

вещество, такое как полиоксиэтиленсорбитанмоноолеат (полисорбат 80 или полисорбат 20), блок-

сополимер полиоксиэтилена и полиоксипропилена (полоксамеры, такие как Pluronic F-68 и другие ви-
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ды Pluronic), сложные сорбитаналкиловые эфиры (Span) полиэтиленгликольоктилфениловые эфиры 

(Triton X-100), полиэтиленгликольалкиловые эфиры (Brij), полипропиленгликольалкиловые эфиры, глю-

козидалкиловые эфиры и D-α-токоферолполиэтиленгликольсукцинат (витамин Е TPGS). В некоторых 

случаях поверхностно-активное вещество представляет собой блок-сополимер полиоксиэтилена и поли-

оксипропилена (Pluronic F-68) или D-α-токоферолполиэтиленгликольсукцинат (витамин Е TPGS). 

Концентрация поверхностно-активного вещества может варьироваться в диапазоне от приблизительно 

0,0001% до приблизительно 10 вес. % на объем ("вес/объем") состава, например, поверхностно-активное 

вещество составляет приблизительно 0,0001%, приблизительно 0,005%, приблизительно 0,006%, прибли-

зительно 0,007%, приблизительно 0,008%, приблизительно 0,009%, приблизительно 0,01%, приблизи-

тельно 0,05%, приблизительно 0,1%, приблизительно 0,5%, приблизительно 1%, приблизительно 5% или 

приблизительно 10% (вес/объем) состава. В определенных вариантах осуществления фармацевтический 

состав содержит полисорбат 80 при концентрации, которая варьируется в диапазоне от приблизительно 

0,0001% до приблизительно 1% вес/объем состава. В определенных вариантах осуществления фармацев-

тический состав содержит полисорбат 80 при концентрации на уровне приблизительно 0,01% вес/объем 

состава. В других вариантах осуществления состав содержит Pluronic F-68 при концентрации, которая 

варьируется в диапазоне от приблизительно 0,0001% до приблизительно 1% вес/объем состава. В опре-

деленных вариантах осуществления фармацевтический состав содержит Pluronic F-68 при концентра-

ции на уровне приблизительно 0,01% вес/объем состава. В еще одних вариантах осуществления состав 

содержит витамин Е TPGS при концентрации, которая варьируется в диапазоне от приблизительно 

0,0001% до приблизительно 1% вес/объем состава. В определенных вариантах осуществления фармацев-

тический состав содержит витамин Е TPGS при концентрации на уровне приблизительно 0,01% 

вес/объем состава. 

Следующий раздел "Примеры" приводится исключительно в качестве примера, а не изложен для 

какого-либо ограничения настоящего изобретения или формулы изобретения. 

Примеры 

Измерения вязкости выполняли с применением реометра AESR-G2 с системой конус-плоскость от 

ТА Instruments (Нью-Касл, Делавэр), если не отмечено иное. 

Пример 1. План экспериментального исследования (DOE); оптимизация составов на основе эволо-

кумаба, содержащих N-ацетиларгинин. 

План экспериментального исследования (DOE) предложен для оптимизации составов на основе 

эволокумаба, содержащих N-ацетиларгинин. Одиннадцать составов тестировали в отношении вязкости, 

силы нажатия на предварительно заполненный шприц, стабильности, значения рН и осмоляльности. 

Данные о начальных параметрах составов показаны в табл. 7. 

Таблица 7 

План эксперимента для составов на основе эволокумаба с NAR, данные для нулевого момента времени 

 
Концентрацию ацетата сводили к минимуму для уменьшения скорости агрегации на основании 

данных, полученных после инкубации в течение одного месяца при 40°С, показанных на фиг. 1. Концен-

трацию пролина повышали до 120 мМ, чтобы сделать состав изотоническим. N-ацетиларгинин (155 мМ) 

выбирали для сохранения баланса между уменьшением вязкости и кристаллизацией N-ацетиларгинина, 
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наблюдаемой при концентрации 170 мМ при 4°С. Данные также указывали, что варьирование поверхно-

стно-активного вещества между полисорбатом-80 (TWEEN 80; полиоксиэтиленсорбитанмоноолеатом), 

Pluronic F-68 (блок-сополимером полиоксиэтилена и полиоксипропилена) и витамином Е TPGS (D-α-

токоферолполиэтиленгликольсукцинатом) не приводило к значительному отличию в вязкости или ста-

бильности. 

На основании этих данных было обнаружено, что состав, содержащий 10 мМ ацетата, 155 мМ N-

ацетиларгинина, 120 мМ пролина, 0,01% полисорбата-80, со значением рН 5,4, является подходящим для 

снижения вязкости состава на основе эволокумаба при высоких концентрациях (например, 190-210 

мг/мл). Данные, представленные в таблице 8, указывают на то, что данный состав является изотониче-

ским и характеризуется низкой вязкостью. 

Таблица 8 

Данные в нулевой момент времени для составов на основе эволокумаба с концентрацией 190-210 мг/мл, 

содержащих 10 мМ ацетата, 155 мМ N-ацетиларгинина, 120 мМ пролина, 0,01% полисорбата-80,  

со значением рН 5,4 

 
Пример 2. Исследование DOE для оценки воздействия концентрации вспомогательного вещества, 

значения рН и буфера. 

Примеры 2-4 направлены на составы, которые оптимизировали для максимального уменьшения 

вязкости, при этом сводя к минимуму любое воздействие на агрегацию, дезамидирование и другие фак-

торы, служащие признаком стабильности. 

N-ацетиларгинин (NAR) выбирали на основании его превосходного влияния на уменьшение вязко-

сти в исследованиях по скринингу вспомогательных веществ (см., например, пример 1). Концентрация 

NAR ограничивалась его растворимостью при 2-8°С. Концентрацию NAR, составляющую 155 мМ в бу-

фере для диафильтрации (DF), выбирали на основании исследований стабильности, показавших отсутст-

вие кристаллизации NAR при концентрациях вплоть до 175 мМ. Аргинин-HCl (70 мМ) добавляли в бу-

фер для DF для обеспечения изотонического состава лекарственного препарата с самой низкой вязко-

стью и для улучшения растворимости NAR. Состав со значением рН 5,4 выбирали, чтобы свести к мини-

муму агрегацию и дезамидирование эволокумаба. Буфер и поверхностно-активное вещество (аце-

тат/полисорбат-80) оказывали минимальное влияние на вязкость и стабильность состава на основе эво-

локумаба. 

Для исследования стабильности эволокумаба в составах, содержащих NAR/аргинин-HCl, осуществ-

ляли три основных исследования. Они были следующими. 

1. Исследование DOE для оценки воздействия концентрации вспомогательного вещества, значения 

рН и буфера (ацетата в сравнении с глутаматом) (пример 2). 

2. Исследование широкого диапазона значений рН, которое разработали для оценки воздействия 

значения рН (5,1-6,9) на вязкость/стабильность (пример 3). 

3. Исследование в уменьшенном масштабе для оценки стабильности ведущих составов-кандидатов, 

включая влияние типовых процессов производства лекарственного препарата (пример 4). 

Результаты. 

В качестве целевого значения устанавливали целевое значение вязкости ≤ 50 сП. Скрининг вязкости 

составов показал, что NAR был наиболее эффективным вспомогательным веществом для уменьшения 

вязкости. Однако вследствие ограниченной растворимости NAR комбинацию NAR и аргинина-HCl при-

меняли для обеспечения изотонического состава и достижения задачи получения состава на основе эво-

локумаба с концентрацией 210 мг/мл с вязкостью, меньшей или равной 50 сП. Краткое описание вы-

бранных составов, которые оценивали во время скрининга, показано на фиг. 2. 

Исследование DOE разрабатывали для оценки воздействия концентрации NAR/аргинина-HCl, зна-

чения рН и разновидностей буфера на стабильность и вязкость эволокумаба при 210 мг/мл. Для каждого 

образца изменяемые параметры составов показаны в таблице 9. План исследования предусматривал кон-

центрации NAR в диапазоне 155-175 мМ, концентрации аргинина-HCl в диапазоне 50-100 мМ и значения 

рН, составляющие от 4,8 до 5,4. Исследование также предусматривало сравнение ацетатного и глутамат-

ного буферов при 10 мМ. Исследование предусматривало контрольный состав с концентрацией 140 

мг/мл, содержащий пролин, который получали из той же партии исходного материала, что и образцы, 

содержащие NAR/Arg-HCl, и заполняли его в PFS. Образцы подвергали стерилизующей фильтрации с 

применением фильтров из PVDF с размером пор 0,2 мкм и заполняли вручную в стеклянные PFS при 
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объеме заполнения, составляющем ~2,0 мл. 

Таблица 9 

План исследования РОЕ 

 
Данные по значениям рН, концентрации, осмоляльности и вязкости представлены в табличной 

форме в табл. 10. Наблюдаемые значения рН были близки к целевым значениям для всех образцов. Ос-

моляльность в исследовании перекрывала диапазон 256-392 мОсм/кг. Оказалось, что вязкость демонст-

рирует непостоянную тенденцию в направлении снижения вязкости при повышении значения рН. 

Таблица 10 

Данные о значениях рН, концентрации, осмоляльности и вязкости на основании DOE 

 
Анализ данных эксклюзионной жидкостной хроматографии высокого давления (SE-HPLC) с при-

менением программного обеспечения для статистического анализа JMP (SAS; Кэри, Северная Каролина; 

фиг. 3А и 3В) выявил значительные влияния значения рН и концентрации аргинина-HCl на потерю вели-
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чины главного пика в процентах при 40°С в течение 1 месяца (фиг. 3А). Более низкое значение рН и бо-

лее высокая концентрация аргинина-НС1 вызывали большую потерю главного пика, в первую очередь, 

из-за повышения пика агрегатов и, в меньшей степени, пика олигомеров. Оба пика вместе относились к 

категории высокомолекулярных (HMW) разновидностей. На фиг. 4 показаны влияния значения рН и ар-

гинина-HCl на процентное содержание HMW-разновидностей для момента времени 1 месяц при 40°С. В 

образцах со значением рН 4,8 наблюдали значимо более высокие уровни процентного содержания HMW-

разновидностей по сравнению с образцами со значением рН 5,4. К тому же, влияние более высокой кон-

центрации аргинина-HCl, приводящей к более высокому процентному содержанию HMW-

разновидностей, было значительно более выражено при значении рН 4,8 по сравнению со значением рН 

5,4. 

На фиг. 5А-5С показаны хроматограммы SE-HPLC для выбранных образцов со значением рН 4,8 и 

значением рН 5,4 по сравнению контролем с концентрацией 140 мг/мл, содержащего пролин, выдержи-

ваемых при 5°С в течение б месяцев, 25°С в течение трех месяцев и 40°С в течение 1 соответственно. На 

хроматограммах показана тенденция к повышению уровней содержания агрегатов при значении рН 4,8 

относительно значения рН 5,4. На хроматограммах также показано, что профиль разрушения был срав-

нимым у образцов с концентрацией 210 мг/мл, содержащих NAR/Arg-HCl, в сравнении с контролем с 

концентрацией 140 мг/мл, содержащим пролин, несмотря на более высокую скорость агрегации, наблю-

даемой у образцов с концентрацией 210 мг/мл, содержащих NAR/Arg-HCl. 

Несмотря на отличия, связанные со значением рН и концентрацией Arg-HCl, наблюдаемые при 

40°С, для всех составов, исследуемых в данном эксперименте, показано сравнимое процентное содержа-

ние HMW-разновидностей при выдерживании в течение вплоть до 6 месяцев при 5°С и вплоть до 1 ме-

сяца при 25°С (фиг. 6А, 6В). 

Триптическое пептидное картирование с помощью анализа на основе жидкостной хроматографии-

масс-спектрометрии (LC-MS) осуществляли на выбранных образцах. Хроматограммы пептидных карт, 

полученные с помощью HPLC-ультрафиолетового (UV) детектора, визуально сравнивали с контрольны-

ми составами на основе эволокумаба, содержащими пролин, и эталонным стандартом эволокумаба. Ни-

каких новых пиков у образцов, содержащих NAR/Arg-HCl, по сравнению с контролем не обнаруживали 

(фиг. 8). К тому же, анализ химических модификаций, проводимый с помощью масс-спектрометрии, не 

показал значимых изменений между образцами, содержащими NAR/Arg-HCl, и контролями. Осуществ-

ляли относительное количественное определение, и в табл. 11 показаны процентные доли дезамидирова-

ния по N55 и N33, а также окисления по М246 и М422. Немного более высокие уровни дезамидирования 

по N55 наблюдали у образцов, содержащих NAR/Arg-HCl, со значением рН 5,4, в сравнении с образца-

ми, содержащими NAR/Arg-HCl, со значением рН 5,1, и образцами, содержащими пролин, со значением 

рН 5,0, что согласуется с повышением кислотного пика, наблюдаемого с помощью СЕХ. Оказалось, что 

N33 (потенциальный участок дезамидирования в определяющей комплементарность области (CDR)) не 

демонстрировал значимого повышения дезамидирования при оцененных диапазоне значений рН и усло-

виях. Скорости окисления по обоим М246 и М422 были выше у контрольных образцов с концентрацией 

140 мг/мл, содержащих пролин, в сравнении с образцами с концентрацией 210 мг/мл, содержащими 

NAR/Arg-HCl, после инкубации при ASC. 

Таблица 11 

Дезамидирование и окисление эволокумаба (выбранные образцы) 
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Число частиц, невидимых невооруженным глазом, которое определено путем подсчета частиц сус-

пензии с помощью светоблокировки и визуализации микропотока (MFI), не показало значимых тенден-

цией, коррелирующих с исследуемыми изменяемыми параметрами составов (фиг. 9А-9С и фиг. 10). Ко-

личества частиц, невидимых невооруженным глазом, были сравнимыми у образцов с концентрацией 210 

мг/мл, содержащих NAR/Arg-HCl, и контроля с концентрацией 140 мг/мл, содержащего пролин. 

На фиг. 11 собраны данные по вязкости по результатам данного исследования в нулевой момент 

времени, моменты времени три месяца и шесть месяцев. Данные указывают на то, что вязкость остава-

лась постоянной в течение вплоть до шести месяцев при 5°С и 25°С для всех составов. При 40°С образцы 

демонстрировали рН-зависимое повышение вязкости, что коррелировало с повышением процентного 

содержания HMW-разновидностей, наблюдаемым по результатам SE-HPLC при 40°С (фиг. 4). 

Наблюдения. 

Почти изотонический состав (~300 мОсм/кг) обеспечивался у состава со средними параметрами в 

данном исследовании (10 мМ буфера, 165 мМ NAR, 75 мМ аргинина-HCl). 

Повышение значения рН приводит к снижению процентного содержания агрегатов после ускорен-

ного старения, как наблюдается с помощью эксклюзионной хроматографии (SEC), а также к повышению 

дезамидирования с более высокой процентной величиной для разновидностей в кислой среде, как обна-

ружено с помощью катионообменной хроматографии. 

Концентрация аргинина-HCl оказывала большее воздействие на стабильность (приводила к повы-

шенной агрегации при 25°С и 40°С) при значении рН 4,8 и ее влияние сводилось к минимуму при значе-

нии рН 5,4. 

Ацетат и глутамат являются сравнимыми по их влиянию на стабильность и вязкость. 

Никаких новых пиков не наблюдали у образцов, содержащих NAR/Arg-HCl, в сравнении с контро-

лями, содержащими пролин, при пептидном картировании выбранных образцов для моментов времени 

вплоть до трех месяцев при 5°С и 25°С и одного месяца при 40°С. 

Вязкость остается стабильной вплоть до шести месяцев при 5°С и 25°С. 

NAR остается растворимым в составах при 5°С при концентрациях в буфере для DF вплоть до 175 

мМ с концентрациям Arg-HCl в диапазоне 50-100 мМ. 

Пример 3. Исследование в отношении значений рН. 

Исследование в отношении значений рН разрабатывали для дополнительного изучения влияния 

значения рН в пределах более широкого диапазона. Исследование включало составы с целевым диапазо-

ном значений рН, составляющим 5,1-6,9. Значение рН и буфер, используемые для каждого образца, при-

ведены в табл. 12. Все образцы составляли при концентрации 210 мг/мл с 10 мМ буфера, 165 мМ NAR, 

75 мМ аргинина-HCl, 0,01% полисорбата-80. Образцы подвергали стерилизующей фильтрации с приме-

нением фильтров из PVDF с размером пор 0,2 мкм и заполняли вручную в стеклянные PFS при объеме 

заполнения, составляющем 2,0 мл. 

Таблица 12 

Изменяемые параметры, представляющие собой значение рН и буфер, для составов на основе эволоку-

маба (210 мг/мл), содержащих 165 мМ NAR, 75 мМ Arg-HCl и 0,01% (вес/объем) полисорбата-80 

 
Результаты. 

Значения рН для каждого образца в нулевой момент времени и через три месяца при 40°С показаны 

на фиг. 12. 

На фиг. 13А-13С показано влияние значения рН на процентное содержание HMW-разновидностей 

(процентное содержание олигомеров+процентное содержание агрегатов) по результатам SE-HPLC в те-

чение вплоть до трех месяцев при 4°С, 25°С и 40°С соответственно. Данные, полученные при 5°С и 25°С, 

демонстрировали минимальное отличие у составов с отличающимся значением рН. Наиболее значимым 

отличием, коррелирующим со значением рН, были более высокие уровни процентного содержания 

HMW-разновидностей в нулевой момент времени для составов со значениями рН 6,6 и рН 6,9. На фиг. 14 

показан график уровней содержания олигомеров в нулевой момент времени в зависимости от значения 

рН. Небольшую тенденцию к повышению уровня содержания олигомеров наблюдали при повышении 

значения рН, при этом резкое повышение наблюдали в случае значения рН, превышающего 6,3. Уровни 

содержания олигомеров падали до минимума при более низком значении рН. 

Как наблюдали ранее в исследовании DOE (пример 2), процентное содержание HMW-
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разновидностей повышалось с течением времени при 40°С для каждого исследуемого значения рН, при 

этом более низкое значение рН коррелировало с более высокими начальными скоростями повышения. 

По результатам сравнения хроматограмм SE-HPLC для момента времени три месяца при 40°С по-

вышенные уровни пика агрегатов увеличивались с понижением значения рН (фиг. 15). 

На фиг. 16А-16С показано влияние значения рН на величину главного пика в процентах по резуль-

татам CEX-HPLC в течение вплоть до шести месяцев при 5°С (фиг. 16А), 25°С (фиг. 16В) и 40°С (фиг. 

16С). В момент времени шесть месяцев при 5°С отсутствовало значимое изменение величины главного 

пика в процентах у образцов со значением рН≤6,0, в то же время наблюдали снижение величины главно-

го пика в процентах для образцов со значением рН≥6,3 (фиг. 16А). Данные CEX-HPLC при ASC на фиг. 

16В и фиг. 16С указывали на то, что величина главного пика в процентах снижался с увеличением значе-

ния рН, и что скорость снижения значительно увеличивалась при значении рН >6, 0. 

На фиг. 17 показано, что рН-зависимое снижение величины главного пика в процентах СЕХ при 

40°С было обусловлено повышением процентной величины для разновидностей в кислой среде. 

Сравнение хроматограмм CEX-HPLC для момента времени три месяца при 25°С можно видеть на 

фиг. 18. Величина кислотного пика в процентах возрастала с увеличением значения рН, и значительное 

изменение хроматографического профиля наблюдали у образцов со значением рН, превышающим 6,3. 

Триптическое пептидное картирование с помощью анализа на основе жидкостной хроматографии-

масс-спектрометрии (LC-MS) осуществляли на образцах после хранения в течение 1 месяца при 40°С. 

Хроматограммы пептидных карт, полученные с помощью HPLC-UV детектора (фиг. 19), визуально 

сравнивали с эталонным стандартом и в пределах диапазона значений рН. К тому же, анализ химических 

модификаций с помощью масс-спектрометрии продемонстрировал отсутствие значительных изменений, 

коррелирующих со значением рН, за исключением дезамидирования по N55 и N33. Относительные ко-

личественные уровни дезамидирования по N55 и N33, а также окисления по М246 и М422 показаны в 

табл. 13. Повышение уровней процента дезамидирования по N55 и процента дезамидирования по N33 

коррелировало с повышенными уровнями величины кислотного пика в процентах, наблюдаемыми у дан-

ных CEX-HPLC с повышением значения рН. Оказалось, что отсутствует значительное влияние значения 

рН на уровни окисления по М246 или М422. 

Таблица 13 

Дезамидирование и окисление эволокумаба 

 

 
Результаты биологических анализов образцов, выдерживаемых в течение одного месяца при 40°С, 

наносили на график на фиг. 20 вместе с начальной величиной главного пика в процентах (СЕХ-HPLC) и 

процентом N55 и процентом N33 (без дезамидирования). 
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Число частиц, невидимых невооруженным глазом, которое определено путем подсчета частиц сус-

пензии с помощью светоблокировки (фиг. 21А-21С) и MFI (фиг. 22), демонстрировало отсутствие значи-

мых тенденций, которые коррелировали со значением рН. 

Данные на фиг. 23 показывают, что значение рН оказывало минимальное влияние на фрагментацию 

или другое разрушение, как измерено в анализе с помощью капиллярного электрофореза с додецилсуль-

фатом натрия в восстанавливающих условиях (rCE-SDS), в течение вплоть до шести месяцев при 25°С. 

Процентное содержание предшественников легких цепей плюс легкие цепи+тяжелые цепи (предшест-

венников LC+LC+HC) На фиг. 23 показывает небольшое снижение на границах диапазона значений рН. 

Образцы с более низким значением рН содержали немного более высокое процентное содержание сред-

немолекулярных (MMW) разновидностей, в то же время образцы с более высоким значением рН содер-

жали немного более высокое процентное содержание HMW-разновидностей. Процентное содержание 

низкомолекулярных (LMW) разновидностей является сравнимым в пределах диапазона значений рН. 

Наконец, как показано на фиг. 24, имеется хорошо выраженная линейная взаимосвязь между вязко-

стью и значением рН, при этом наблюдается снижение на 6,6 сП на единицу рН. 

Наблюдения. 

Повышение значения рН привело к (1) снижению скорости агрегации при 40°С, (2) более высоким 

начальным уровням содержания олигомера, (3) повышенной скорости дезамидирования при 25°С и 40°С 

и (4) более низкой вязкости. Оказалось, что значение рН не оказывает значительного влияния на види-

мые или невидимые невооруженным глазом частицы, также оказалось, что значение рН не оказывает 

значительного влияния на фрагментацию или другое разрушение, как измерено с помощью rCE-SDS. 

Пример 4. Исследование в уменьшенном масштабе. 

Три состава подвергали оценке возможности коммерческого производства и стабильности. Соста-

вы-кандидаты подвергали различным типовым процессам, имитирующим коммерческое производство, 

перед помещением на испытание стабильности. 

Результаты. 

Физические свойства определяли для каждого составленного лекарственного вещества. 

Определили, что у каждого состава значение рН было на ~ 0,17 выше, чем значение рН буфера для 

DF. В случае состава 3 буфер для DF характеризовался значением, которое на 0,14 превышало целевое 

значение, что привело к значению рН у DS, которое на 0,31 превышало целевое значение. 

Результаты SE-HPLC по стабильности лекарственного препарата (процентное содержание HMW-

разновидностей) при 5°С, 25°С и 40°С, показаны на фиг. 25А-25С. Скорости повышения процентного 

содержания HMW-разновидностей были сравнимыми для всех трех образцов при 5°С и 25°С, при этом 

скорость агрегации была немного выше у образца 1 (характеризующегося более низким значением рН) 

при 40°С. 

Данные CEX-HPLC показаны на фигурах 26А-26С и демонстрируют ожидаемые зависимые от зна-

чения рН и температуры повышения величины кислотного пика в процентах, которые наблюдали в пре-

дыдущих исследованиях (см. предыдущие примеры). 

Данные rCE-SDS, показанные на фиг. 27, демонстрируют сравнимые уровни процентного содержа-

ния предшественников LC+HC+LC для каждого из составов в уменьшенном масштабе при всех протес-

тированных температурах и моментах времени. 

Уровни мутности незначительно менялись в течение вплоть до четырех месяцев при 5°С и 25°С, но 

повышались после 4 месяцев при 40°С. 

Концентрации образцов в уменьшенном масштабе регулировали до 200, 210 и 220 мг/мл для каждо-

го состава. Образцы тестировали с помощью реометра m-VROC (RheoSense; Сан-Рамон, Калифорния) 

при скоростях сдвига вплоть до 90000 с
-1

 и при температурах от 18°С до 28°С. Данные на фиг. 28 охва-

тывали диапазон вязкости 22-52 сП и иллюстрировали воздействия концентрации белка, температуры и 

изменения состава на вязкость. 

Наблюдения. 

Уровни процентного содержания HMW-разновидностей и скорости агрегации по результатам SE-

HPLC согласовывались с наблюдаемыми в предыдущих исследованиях (например, см. предыдущие при-

меры). 

Уровни и скорости изменений величин главного, кислотного и основного пиков в процентах, опре-

деленные с помощью CEX-HPLC, согласовывались с наблюдаемыми в предыдущих исследованиях. 

Данные rCE-SDS продемонстрировали отсутствие значительной фрагментации или другого разру-

шения вплоть до трех месяцев при RSC и ASC. 

Пример 5. Ультрафильтрация/диафильтрация эволокумаба в составах, содержащих N-

ацетиларгинин. 

Материалы и способы. 

В экспериментах по разработке ультрафильтрации/диафильтрации (UF/DF) в малом масштабе при-

меняли кассету Pellicon 3 с мембраной Ultracel PLCTK с отсечением по молекулярной массе 30 кДа (D 

Screen, 0,11 м
2
; EMD Millipore; Биллерика, Массачусетс). Эксперименты осуществляли на технологиче-
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ской системе для фильтрации в тангенциальном потоке (TFF) (PendoTECH; Принстон, Нью-Джерси). 

Эксперименты осуществляли при комнатной температуре (22,2±2°С). 

Эксперименты по разработке UF/DF осуществляли в малом масштабе для оценки трех буферов для 

составов с NAR с разными значениями рН и сравнивали их данные потока фильтрата в зависимости от 

концентрации. Применяли две стадии DF, чтобы сэкономить за счет снижения потребления NAR. До-

полнительные эксперименты осуществляли для стадии UF1/DF1, чтобы оценить влияние двух целевых 

концентраций (35 мг/мл и 70 мг/мл) на образование высокомолекулярных разновидностей в ходе процес-

са UF/DF. Другие рабочие параметры UF/DF не оценивали. Общая процедура экспериментов UF/DF опи-

сана в табл. 14. 

Таблица 14 

Общая процедура UF/DF и рабочие параметры 
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Измерения A280 осуществляли с применением спектрофотометра с переменной длиной оптического 

пути (система SoloVPE; SoloVPE; Бриджуотер, Нью-Джерси) с коэффициентом экстинкции 1,5 (см)
-1

 

(г/л)
-1

. 

Аналитические методы, используемые для оценки качества пула продукта, включали SE-HPLC, 

rCE-SDS и CEX-HPLC. 

NAR: Ac-Arg-OH, номер по каталогу Biochem E-1025. 

Результаты исследования буфера для составов с NAR. 

В данном эксперименте оценивали три буфера для составов с NAR в способе UF/DF. При выполне-

нии способа UF/DF следовали общим рекомендациям (1) эволокумаб концентрировали до 70 мг/мл по-

средством концентрирования с периодической загрузкой (UF1) и выполняли диафильтрацию с буфером 

для состава с NAR с помощью 3 диаобъемов (DF1); (2) белок дополнительно концентрировали до 140 

мг/мл (UF2) и выполняли диафильтрацию с буфером для состава с NAR с помощью 4 диаобъемов (DF2); 

(3) белок сверхконцентрировали до целевого значения ~260 мг/мл и извлекали из системы при 37°С. За-

грузка белка/площадь мембраны составляла 1468 г/м
2
 в случае NAR при значении рН 5,4 и 800 г/м

2
 в 

случае NAR при значениях рН 5,2 и 5,6. 

Данные о потоке наносили на график в зависимости от концентрации и выполняли сравнение для 

всех буферов для составов с NAR. К тому же, уровни содержания вспомогательных веществ анализиро-

вали путем отбора проб на каждой стадии диафильтрации, чтобы исследовать эффективность диафильт-

рации и определить минимальные диаобъемы. 

Результаты и наблюдения. 

Данные о потоке из исследования UF/DF применяли для создания графика зависимости потока 

фильтрата от концентрации, показанного на фиг. 29. Профили потока были сравнимыми у трех буферов 

для состава с NAR. Поток возрастал при проведении замены буфера у белка на буфер для состава с NAR 

(DF1 и DF2), но значительно снижался с увеличением концентрации белка (UF1, UF2 и ОС). Общее тех-

нологическое время UF/DF составляло приблизительно 20 часов в случае NAR со значением рН 5,4 и 10 

часов в случае NAR со значениями рН 5,2 и 5,6 вследствие разных площадей мембран. Результаты с ана-

логичным профилем потока продемонстрировали, что буфер для состава с NAR не оказывал значитель-

ного влияния на поток в способе. Краткое описание исследований UF/DF лекарственного вещества (DS) 

эволокумаба в малом масштабе показано в табл. 15. 

Образцы отбирали на стадиях диафильтрации (DF1 и DF2) при каждом диаобъеме (от 1 до 7 DV), 

чтобы протестировать эффективность диафильтрации и определить минимальное число диаобъемов. Ре-

зультаты анализов репрезентативных образцов в табл. 16 получены из исследования UF/DF эволокумаба 

с NAR со значением рН 5,4. Результаты показали, что после пяти диаобъемов диафильтрация с заменой 

на NAR со значением рН 5,4 была практически завершена. 

Таблица 15 

Краткое описание исследований UF/DF DS эволокумаба в малом масштабе 
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Таблица 16 

Уровни содержания вспомогательных веществ на каждой стадии DF при UF/DF эволокумаба с NAR со 

значением рН 5,4 

 
Пример 6. Отслеживание концентрации DS и образования HMW-разновидностей во время UF/DF 

составов на основе эволокумаба. 

Целью данного эксперимента была оценка целевой концентрации при концентрировании с перио-

дической загрузкой/диафильтрации (UF1/DF1) и определение целевой концентрации для сведения к ми-

нимуму образования HMW-разновидностей во время процесса UF/DF. При выполнении процесса UF/DF 

следовали общим рекомендациям, перечисленным в табл. 17. Эволокумаб (11 мг/мл) концентрировали до 

35 мг/мл или 70 мг/мл посредством концентрирования с периодической загрузкой (UF1). Загрузка бел-

ка/площадь мембраны составляла 800 г/м
2
, и буфер для состава с NAR содержал 10 мМ ацетата, 155 мМ 

N-ацетиларгинина, 70 мМ аргинина-HCl, со значением рН 5,3. 

К тому же, на каждой стадии UF/DF отбирали образцы белка для определения качества пула про-

дукта, чтобы оценить процесс UF/DF. Данные о качестве пула продукта применяли для исследования 

влияния разных концентраций продукта UF1/DF1 на образование HMW-разновидностей. 

Материалы и способы. 

Обратитесь к примеру 5. 

Результаты и наблюдения. 

На фиг. 30 показан график, сравнивающий образование HMW-разновидностей (%) в процессе 

UF/DF эволокумаба при концентрации 35 мг/мл и 70 мг/мл на стадии UF1/DF1 (UF/DF-70 и UF/DF-35). 

Изначально содержание HMW-разновидностей (%) в UF/DF-70-UF1 было на 0,2% выше, чем в UF/DF-

35-UF1, но содержание HMW-разновидностей (%) было сравнимым после UF1 и таким же в конечной 

DS. Результат указывает на то, что HWM-разновидности были обратимыми и целевая концентрация на 

стадии UF1 не оказывала значительного влияния на образование HWM-разновидностей в конечной DS. 

Рекомендуется, чтобы целевая концентрация составляла 70 мг/мл для снижения объема пула. 

Пример 7. Исследования с выдерживанием пула для трех DS с NAR, полученных с помощью UF/DF 

в малом масштабе. 

В данном примере отслеживали стабильность трех партий эволокумаба, составленных с тремя бу-

ферами для состава с NAR. По десять мл образца каждой DS выдерживали при 2-8°С. В каждый момент 

времени, показанный на фигурах 31-A-31F, отбирали образец объемом приблизительно 1 мл и переноси-

ли на выдерживание при 2-8°С для проведения аналитического тестирования. 

Результаты и наблюдения. 

Результаты SE-HPLC и СЕХ для эволокумаба в составах эволокумаба с NAR, выдерживаемых при 

2-8°С, показаны на фигурах 36 и 37. Результаты СЕХ и rCE-SDS дали сравнимые результаты. Партии DS, 

полученные с помощью NAR со значениями рН 5,2, 5,4 и рН 5,6, содержали 1,4%, 1,5% и 1,7% HMW-

разновидностей соответственно во время процесса UF/DF в сравнении с 1,1% в исходном материале. % 

HMW-разновидностей наносили на график для сравнения исходного материала эволокумаба и DS с NAR 

на протяжении 11 недель, что изображено на фиг. 32. Все три партии состава характеризовались увели-

чением содержания (%) HMW-разновидностей на 0,4% - 0,5%. Данные партии DS были стабильными в 

течение по меньшей мере 7 дней при 2-8°С. 

Пример 8. Исследования выдерживания пула в процессе получения сверхконцентрированного (260 

г/л) эволокумаба НМР CPD1 с NAR при 37°С, 39°С, 42°С и 45°С. 

Оценивали стабильность сверхконцентрированного (260 г/л) эволокумаба в процессе получения 

при 37°С, 39°С, 42°С и 45°С. По тридцать мл ОС-образцов инкубировали на водяной бане в помещении с 

установленными контролируемыми температурами. В каждый момент времени, показанный на фиг. 33 и 

34, отбирали образец объемом приблизительно 1 мл, замораживали и переносили на сухой лед для ана-

лиза. Значения вязкости измеряли в ОС-образцах при более высоких температурах и сравнивали со зна-

чениями во время выдерживания при 23°С и 25°С. 

Результаты и наблюдения. 

Результаты SE-HPLC показали, что ОС эволокумаб с NAR был стабильным в течение трех часов 

при 37°С, 39°С и 42°С, но не при 45°С, как показано на фиг. 33. Результаты СЕХ и rCE-SDS были срав-
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нимыми. На фиг. 34 показано, что при повышении температуры вязкость ОС снижалась, и при повыше-

нии температуры от 37°С до 42°С вязкость падала на 19% (на 14,7 сП). 

Названия разделов, используемые в данном документе, предназначены лишь для организационных 

целей, и их не следует толковать как ограничение описываемого объекта изобретения. Все документы 

или части документов, цитируемые в данной заявке, включая патенты, заявки на патент, статьи, книги и 

трактаты, настоящим в явной форме включены в данный документ посредством ссылки во всей своей 

полноте для любых целей. 

Пример 9. Исследование устойчивости DOE состава. 

План экспериментального исследования (DOE) устойчивости состава разрабатывали для изучения 

влияния изменяемых параметров состава в пределах определенного проектного поля на стабильность 

эволокумаба. Исследуемые изменяемые параметры включали концентрацию эволокумаба, концентрацию 

NAR, концентрацию Arg-HCl и значение рН. Восемнадцать составов, перечисленных в табл. 17, подвер-

гали стерилизующей фильтрации с применением фильтров из PVDF с размером пор 0,2 мкм и заполняли 

вручную в стеклянные предварительно заполняемые шприцы при объеме заполнения, составляющем 2,0 

мл. Образцы тестировали с помощью набора аналитических способов, измеряющих стабильность, после 

инкубации при различных температурах. Все составы содержали 10 мМ ацетата натрия и 0,01% 

(вес/объем) полисорбата-80 в дополнение к компонентам, перечисленным в табл. 17. 

Таблица 17 

План исследования 

 

 
* составы содержали 10 мМ ацетата натрия и 0,01% (вес/объем) 

полисорбата-80, как отмечено в тексте. 
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В табл. 18 показаны измеренные концентрации эволокумаба, значения рН и концентрации вспомо-

гательных веществ для каждого из исследуемых составов. Все являются близкими к целевым уровням, 

перечисленным в табл. 17. 

Таблица 18 

Начальные данные для состава лекарственного препарата 

 
Результаты и наблюдения. 

Для оценки агрегации выполняли анализ SE-HPLC в отношении составов, показанных в табл. 18, 

после 0-6 месяцев инкубации при 4°С (фиг. 35А), 25°С (фиг. 35В) и 40°С (фиг. 35С и 35D). Данные ука-

зывали на то, что скорости повышения % HMW-разновидностей были подобными для всех составов в 

условиях 4°С и 25°С, но рН-зависимое влияние на агрегацию наблюдали в условиях ускоренного старе-

ния при 40°С. Наблюдали, что образцы с более низким значением рН, которые характеризовались значе-

нием рН 5,1, проявляли самую высокую скорость агрегации при 40°С, при этом наблюдали, что образцы 

со значением рН 5,7 проявляли самую медленную скорость агрегации (фиг. 35С и 35D). Наблюдали, что 

образцы со значением рН 5,4 при 40°С проявляли скорости агрегации, промежуточные между образцами 

со значениями рН 5,1 и 5,7, но данные скорости больше напоминали более низкие скорости агрегации, 

наблюдаемые у образцов со значением рН 5,7 (фиг. 35С и 35D). 

Влияние значения рН на повышение % кислотного пика и % основного пика с течением времени 

(вплоть до трех месяцев) проверяли с применением анализа CEX-HPLC, данные которого показаны на 

фиг. 36А (кислотный пик) и 36В (основный пик) для 4°С; на фиг. 36С (кислотный пик) и 36D (основный 

пик) для 25°С; и на фиг. 36Е (кислотный пик) и 36F (основный пик) для 40°С. Как показали данные для 

образцов при 25°С и 40°С (фиг. 36C-36F), наблюдали, что значение рН влияет на % кислотного и основ-

ного пиков в данных составах. Данные для образцов со значением рН 5,7 были четко связаны с более 

высокими скоростями повышения % кислотного пика, в то же время данные для образцов со значением 

рН 5,1 демонстрировали самую низкую скорость повышения. Наблюдали, что два образца со значением 

рН 5,4 характеризуются скоростями разрушения, расположенными непосредственно между наблюдае-

мыми скоростями разрушения у образцов со значениями рН 5,1 и рН 5,7. Оказалось, что тенденции из-

менения % основного пика являются менее выраженными, но наблюдали тенденцию в направлении бо-

лее высоких уровней % главного пика при более низких значениях рН у образцов, инкубируемых при 

40°С. 

Фрагментацию или другое разрушение эволокумаба в составах в течение вплоть до трех месяцев 

как при 30°С, так и при 40°С анализировали с применением анализов rCE-SDS и SE-HPLC; на фигурах 

37А-37В представлены данные для образцов, инкубируемых при 30°С, а на фигурах 37C-37D показаны 

данные для образцов, инкубируемых при 40°С. Никакой значимой тенденции для данных rCE-SDS, свя-

занных с композицией состава, в пределах проектного поля данного исследования не наблюдали. 

Для составов определяли присутствие и количества частиц, невидимых невооруженным глазом, с 

течением времени вплоть до трех месяцев, как определено путем подсчета частиц с помощью светобло-

кировки с применением HIAC после инкубации при 4°С и 40°С; эти данные показаны на фиг. 38A-38D. 

(На фиг. 38А (частицы больше или равны 10 мкм) и 38В (частицы больше или равны 25 мкм) показаны 

результаты для образцов, выдерживаемых при 4°С; на фигурах 38С (частицы больше или равны 10 мкм) 
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и 38D (частицы больше или равны 25 мкм) показаны результаты для образцов, выдерживаемых при 

40°С). На основании этих данных не наблюдали значимой тенденции в количествах частиц, невидимых 

невооруженным глазом, связанных с исследуемыми изменяемыми параметрами составов. 

Данные, полученные в данном примере, показывают, что в пределах исследуемого узкого проект-

ного поля не наблюдали значимого воздействие на стабильность во время хранения при 4°С или 25°С. 

Данные, связанные со значением рН при 40°С, позволили предположить, что значение рН влияло на ско-

рость агрегации, как обнаружено с помощью SE-HPLC, а также на процентную величину для разновид-

ностей в кислой среде и, в меньшей степени, на процентную величину для разновидностей в щелочной 

среде, как обнаружено с помощью CEX-HPLC. 

Иллюстративные варианты осуществления 

В данном документе раскрыты иллюстративные варианты осуществления фармацевтических ком-

позиций, содержащих эволокумаб, при этом такие композиции содержат N-ацетиларгинин, и фармацев-

тическая композиция характеризуется вязкостью, составляющей по меньшей мере менее приблизительно 

80 сП (измеренной, например, с помощью реометра, такого как реометр AESR-G2 с системой конус-

плоскость от ТА Instruments (Нью-Касл, Делавэр)). Более того, в данном документе раскрыты способы 

составления терапевтических полипептидов, таких как эволокумаб, где такие композиции содержат 

NAR. 

Вариант осуществления 1. Фармацевтическая композиция, содержащая: 

а) PCSK9-связывающий полипептид, который выбран из группы, состоящей из: 

i) моноклонального антитела, содержащего полипептид тяжелой цепи, имеющий аминокислотную 

последовательность под SEQ ID NO: 1, и полипептид легкой цепи, имеющий аминокислотную последо-

вательность под SEQ ID NO: 2 (эволокумаб), или его антигенсвязывающего фрагмента; 

ii) моноклонального антитела, которое конкурирует с эволокумабом за связывание с PCSK9; 

iii) моноклонального антитела, содержащего: 

1) полипептид тяжелой цепи, содержащий следующие определяющие комплементарность области 

(CDR): CDR1 тяжелой цепи, которая представляет собой CDR1 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR2 тяжелой 

цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR3 тяжелой цепи, которая представ-

ляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 14 или 16, и 

2) полипептид легкой цепи, содержащий следующие CDR: CDR1 легкой цепи, которая представля-

ет собой CDR1 в SEQ ID NO: 15 или 17; CDR2 легкой цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID 

NO: 15 или 17; и CDR3 легкой цепи, которая представляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 15 или 17; 

iv) моноклонального антитела, которое связывается с по меньшей мере одним из следующих остат-

ков PCSK9, при этом PCSK9 содержит аминокислотную последовательность под SEQ ID NO: 3: S153, 

D188, I189, Q190, S191, D192, R194, Е197, G198, R199, V200, D224, R237, и D238, K243, S373, D374, 

S376, Т377, F379, I154, Т1897, Н193, Е195, I196, М201, V202, С223, Т228, S235, G236, А239, G244, М247, 

I369, S372, С375, С378, R237, и D238; 

v) моноклонального антитела, которое связывается с PCSK9 в месте расположения на PCSK9 эпи-

топа, который перекрывается с эпитопом, который связывается антителом, содержащим: 

1) вариабельную область тяжелой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 1; и 

2) вариабельную область легкой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 2, и 

3) где эпитоп для моноклонального антитела дополнительно перекрывается с участком, с которым 

связывается домен EGF-A из LDLR; и 

b) N-ацетиларгинин, 

где фармацевтическая композиция характеризуется вязкостью, составляющей по меньшей мере ме-

нее приблизительно 80 сП. 

Вариант осуществления 2. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 1, где 

PCSK9-связывающий полипептид представляет собой моноклональное антитело, которое содержит по-

липептид тяжелой цепи, содержащий следующие определяющие комплементарность области (CDR): 

a) CDR1, CDR2 и CDR3 тяжелой цепи, имеющие аминокислотную последовательность под SEQ ID 

NO: 7, 8 и 9 соответственно; и 

b) CDR1, CDR2 и CDR3 легкой цепи, имеющие аминокислотную последовательность под SEQ ID 

NO: 4, 5 и 6 соответственно. 

Вариант осуществления 3. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 2 или 3, где 

фармацевтическая композиция характеризуется вязкостью, составляющей по меньшей мере менее при-

близительно 50 сП. 

Вариант осуществления 4. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 2 или 3, где 

фармацевтическая композиция характеризуется осмоляльностью, составляющей от приблизительно 250 

до приблизительно 400 мОсм/кг. 

Вариант осуществления 5. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 4, где фар-

мацевтическая композиция характеризуется осмоляльностью, составляющей приблизительно 300 

мОсм/кг. 

Вариант осуществления 6. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 5, где фар-
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мацевтическая композиция является изотонической для клетки крови человека. 

Вариант осуществления 7. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 1, где 

PCSK9-связывающий полипептид присутствует при концентрации, составляющей от приблизительно 

140 мг/мл до приблизительно 260 мг/мл. 

Вариант осуществления 8. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 2, где кон-

центрация PCSK9-связывающего полипептида составляет приблизительно 210 мг/мл. 

Вариант осуществления 9. Фармацевтическая композиция по любому из вариантов осуществления 

1-8, где N-ацетиларгинин присутствует при концентрации, составляющей от приблизительно 25 мМ до 

приблизительно 230 мМ. 

Вариант осуществления 10. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 9, где N-

ацетиларгинин присутствует при концентрации, составляющей от приблизительно 140 мМ до приблизи-

тельно 170 мМ. 

Вариант осуществления 11. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 10, где N-

ацетиларгинин присутствует при концентрации, составляющей приблизительно 140 мМ. 

Вариант осуществления 12. Фармацевтическая композиция по любому из вариантов осуществления 

1-11, дополнительно содержащая буфер. 

Вариант осуществления 13. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 13, где бу-

фер выбран из группы, состоящей из ацетатного, глутаматного, гистидинового и фосфатного буферов 

или их комбинации. 

Вариант осуществления 14. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 13, где бу-

фер присутствует при концентрации, составляющей от приблизительно 5 мМ до приблизительно 30 мМ. 

Вариант осуществления 15. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 14, где бу-

фер представляет собой ацетат натрия и присутствует при концентрации, составляющей приблизительно 

10 мМ. 

Вариант осуществления 16. Фармацевтическая композиция по любому из вариантов осуществления 

1-15, где значение рН составляет от приблизительно 4,8 до приблизительно 6,9. 

Вариант осуществления 17. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 11, где зна-

чение рН составляет приблизительно 5,4. 

Вариант осуществления 18. Фармацевтическая композиция по любому из вариантов осуществления 

1-17, дополнительно содержащая поверхностно-активное вещество. 

Вариант осуществления 19. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 18, где по-

верхностно-активное вещество выбрано из группы, состоящей из полиоксиэтиленсорбитанмоноолеата 

(полисорбата 80 или полисорбата 20), блок-сополимера полиоксиэтилена и полиоксипропилена (полок-

самеров, таких как Pluronic F-68 и другие виды Pluronic), сложных сорбитаналкиловых эфиров 

(Span) полиэтиленгликольоктилфениловых эфиров (Triton X-100), полиэтиленгликольалкиловых эфи-

ров (Brij), полипропиленгликоль алкиловых эфиров, глюкозидалкиловых эфиров и D-α-

токоферолполиэтиленгликольсукцината (витамина Е TPGS). 

Вариант осуществления 20. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 19, где по-

верхностно-активное вещество присутствует при концентрации, составляющей от приблизительно 

0,0001% (вес/объем) до приблизительно 1% (вес/объем). 

Вариант осуществления 21. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 20, где по-

верхностно-активное вещество представляет собой полиоксиэтиленсорбитанмоноолеат и присутствует 

при концентрации, составляющей приблизительно 0,01% (вес/объем). 

Вариант осуществления 22. Фармацевтическая композиция по любому из вариантов осуществления 

1-21, дополнительно содержащая пролин. 

Вариант осуществления 23. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 22, где про-

лин присутствует при концентрации, составляющей от приблизительно 50 мМ до приблизительно 150 мМ. 

Вариант осуществления 24. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 23, где про-

лин присутствует при концентрации, составляющей от приблизительно 90 мМ до приблизительно 120 мМ. 

Вариант осуществления 25. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 22 или 23, 

где пролин присутствует при концентрации, составляющей приблизительно 120 мМ. 

Вариант осуществления 26. Фармацевтическая композиция по любому из вариантов осуществления 

1-25, дополнительно содержащая соль аргинина. 

Вариант осуществления 27. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 26, где соль 

аргинина присутствует при концентрации, составляющей от приблизительно 25 мМ до приблизительно 

150 мМ. 

Вариант осуществления 28. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 27, где соль 

аргинина присутствует при концентрации, составляющей от приблизительно 50 мМ до приблизительно 

100 мМ. 

Вариант осуществления 29. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 26, где соль 

аргинина представляет собой аргинин-HCl, аргинина ацетат или аргинина глутамат. 
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Вариант осуществления 30. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 29, где ар-

гинин-HCl присутствует при концентрации, составляющей приблизительно 50 мМ. 

Вариант осуществления 31. Фармацевтическая композиция по любому из вариантов осуществления 

1-30, где PCSK9-связывающий полипептид является стабильным в течение по меньшей мере приблизи-

тельно 2 лет, если хранится при приблизительно -30°С или ниже. 

Вариант осуществления 32. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 31, где 

PCSK9-связывающий полипептид является стабильным в течение по меньшей мере приблизительно 5 

лет. 

Вариант осуществления 33. Фармацевтическая композиция по любому из вариантов осуществления 

1-30, где PCSK9-связывающий полипептид является стабильным в течение по меньшей мере приблизи-

тельно 6 месяцев, если хранится при приблизительно 5°С. 

Вариант осуществления 34. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 33, где 

PCSK9-связывающий полипептид является стабильным в течение по меньшей мере приблизительно 24 

месяцев. 

Вариант осуществления 35. Фармацевтическая композиция по любому из вариантов осуществления 

1-30, где PCSK9-связывающий полипептид является стабильным в течение по меньшей мере приблизи-

тельно 1 месяца, если хранится при приблизительно 25°С. 

Вариант осуществления 36. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 35, где 

PCSK9-связывающий полипептид является стабильным в течение по меньшей мере приблизительно трех 

месяцев. 

Вариант осуществления 37. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 35, где 

PCSK9-связывающий полипептид является стабильным в течение по меньшей мере приблизительно 6 

месяцев. 

Вариант осуществления 38. Фармацевтическая композиция по любому из вариантов осуществления 

1-30, где PCSK9-связывающий полипептид является стабильным в течение по меньшей мере приблизи-

тельно 1 месяца, если хранится при приблизительно 40°С. 

Вариант осуществления 39. Фармацевтическая композиция по любому из вариантов осуществления 

1-38, где композиция содержит высокомолекулярные агрегаты или олигомеры PCSK9-связывающего 

полипептида на уровне менее приблизительно 3% от концентрации PCSK9-связывающего полипептида. 

Вариант осуществления 40. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 39, где вы-

сокомолекулярные агрегаты или олигомеры PCSK9-связывающего полипептида присутствуют на уровне 

менее приблизительно 2,5% от концентрации PCSK9-связывающего полипептида. 

Вариант осуществления 41. Фармацевтическая композиция, содержащая: 

а) PCSK9-связывающий полипептид, который выбран из группы, состоящей из: 

i) моноклонального антитела, содержащего полипептид тяжелой цепи, имеющий аминокислотную 

последовательность под SEQ ID NO: 1, и полипептид легкой цепи, имеющий аминокислотную последо-

вательность под SEQ ID NO: 2 (эволокумаб), или его антигенсвязывающего фрагмента; 

ii) моноклонального антитела, которое конкурирует с эволокумабом за связывание с PCSK9; 

iii) моноклонального антитела, содержащего: 

1) полипептид тяжелой цепи, содержащий следующие определяющие комплементарность области 

(CDR): CDR1 тяжелой цепи, 

которая представляет собой CDR1 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR2 тяжелой цепи, которая представ-

ляет собой CDR2 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR3 тяжелой цепи, которая представляет собой CDR3 в SEQ 

ID NO: 14 или 16, и 

2) полипептид легкой цепи, содержащий следующие CDR: CDR1 легкой цепи, которая представля-

ет собой CDR1 в SEQ ID NO: 15 или 17; CDR2 легкой цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID 

NO: 15 или 17; и CDR3 легкой цепи, которая представляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 15 или 17; 

iv) моноклонального антитела, которое связывается с по меньшей мере одним из следующих остат-

ков PCSK9, при этом PCSK9 содержит аминокислотную последовательность под SEQ ID NO: 3: S153, 

D188, I189, Q190, S191, D192, R194, Е197, G198, R199, V200, D224, R237, и D238, K243, S373, D374, 

S376, Т377, F379, I154, Т1897, Н193, Е195, I196, М201, V202, С223, Т228, S235, G236, А239, G244, М247, 

I369, S372, С375, С378, R237, и D238; 

v) моноклонального антитела, которое связывается с PCSK9 в месте расположения на PCSK9 эпи-

топа, который перекрывается с эпитопом, который связывается антителом, содержащим: 

1) вариабельную область тяжелой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 1; и 

2) вариабельную область легкой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 2, и 

3) где эпитоп для моноклонального антитела дополнительно перекрывается с участком, с которым 

связывается домен EGF-A из LDLR; и 

b) N-ацетиларгинин; 

c) соль аргинина; 

d) буфер и 

e) поверхностно-активное вещество, 
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где фармацевтическая композиция характеризуется вязкостью, составляющей по меньшей мере ме-

нее приблизительно 80 сП (измеренной, например, с помощью реометра AESR-G2 с системой конус-

плоскость от ТА Instruments (Нью-Касл, Делавэр)). 

Вариант осуществления 42. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 41, где 

PCSK9-связывающий полипептид представляет собой моноклональное антитело, которое содержит по-

липептид тяжелой цепи, содержащий следующие определяющие комплементарность области (CDR): 

a) CDR1, CDR2 и CDR3 тяжелой цепи, имеющие аминокислотную последовательность под SEQ ID 

NO: 7, 8 и 9 соответственно; и 

b) CDR1, CDR2 и CDR3 легкой цепи, имеющие аминокислотную последовательность под SEQ ID 

NO: 4, 5 и 6 соответственно. 

Вариант осуществления 43. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 41 или 42, 

где фармацевтическая композиция характеризуется вязкостью, составляющей по меньшей мере менее 

приблизительно 50 сП. 

Вариант осуществления 44. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 41 или 42, 

где фармацевтическая композиция характеризуется осмоляльностью, составляющей от приблизительно 

250 до приблизительно 400 мОсм/кг. 

Вариант осуществления 45. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 44, где 

фармацевтическая композиция характеризуется осмоляльностью, составляющей приблизительно 300 

мОсм/кг. 

Вариант осуществления 46. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 45, где 

фармацевтическая композиция является изотонической для клетки крови человека. 

Вариант осуществления 47. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 41 или 42, 

где PCSK9-связывающий полипептид присутствует при концентрации, составляющей от приблизительно 

140 мг/мл до приблизительно 260 мг/мл. 

Вариант осуществления 48. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 47, где кон-

центрация PCSK9-связывающего полипептида составляет приблизительно 210 мг/мл. 

Вариант осуществления 49. Фармацевтическая композиция по любому из вариантов осуществления 

41-48, где N-ацетиларгинин присутствует при концентрации, составляющей от приблизительно 25 мМ до 

приблизительно 230 мМ. 

Вариант осуществления 50. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 49, где N-

ацетиларгинин присутствует при концентрации, составляющей от приблизительно 140 мМ до приблизи-

тельно 170 мМ. 

Вариант осуществления 51. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 50, где N-

ацетиларгинин присутствует при концентрации, составляющей приблизительно 140 мМ. 

Вариант осуществления 52. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 41 или 42, 

где буфер выбран из группы, состоящей из ацетатного, глутаматного, гистидинового и фосфатного бу-

феров или их комбинации. 

Вариант осуществления 53. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 52, где бу-

фер присутствует при концентрации, составляющей от приблизительно 5 мМ до приблизительно 30 мМ. 

Вариант осуществления 54. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 53, где бу-

фер представляет собой ацетат натрия и присутствует при концентрации, составляющей приблизительно 

10 мМ. 

Вариант осуществления 55. Фармацевтическая композиция по любому из вариантов осуществления 

41 или 42, где значение рН составляет от приблизительно 4,8 до приблизительно 6,9. 

Вариант осуществления 56. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 55, где зна-

чение рН составляет приблизительно 5,4. 

Вариант осуществления 57. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 41 или 42, 

где поверхностно-активное вещество выбрано из группы, состоящей из полиоксиэтиленсорбитанмоно-

олеата (полисорбата 80 или полисорбата 20), блок-сополимера полиоксиэтилена и полиоксипропилена 

(полоксамеров, таких как Pluronic F-68 и другие виды Pluronics), сложных сорбитаналкиловых эфи-

ров (Span) полиэтиленгликольоктилфениловых эфиров (Triton X-100), полиэтиленгликольалкиловых 

эфиров (Brij), полипропиленгликоль алкиловых эфиров, глюкозидалкиловых эфиров и D-α-

токоферолполиэтиленгликольсукцината (витамина Е TPGS). 

Вариант осуществления 58. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 57, где по-

верхностно-активное вещество присутствует при концентрации, составляющей от приблизительно 

0,0001% (вес/объем) до приблизительно 1% (вес/объем). 

Вариант осуществления 59. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 57, где по-

верхностно-активное вещество представляет собой полиоксиэтиленсорбитанмоноолеат и присутствует 

при концентрации, составляющей приблизительно 0,01% (вес/объем). 

Вариант осуществления 60. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 41 или 42, 

дополнительно содержащая пролин. 
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Вариант осуществления 61. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 60, где про-

лин присутствует при концентрации, составляющей от приблизительно 50 мМ до приблизительно 150 мМ. 

Вариант осуществления 62. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 61, где про-

лин присутствует при концентрации, составляющей от приблизительно 90 мМ до приблизительно 120 мМ. 

Вариант осуществления 63. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 62, где про-

лин присутствует при концентрации, составляющей приблизительно 120 мМ. 

Вариант осуществления 64. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 41 или 42, 

где соль аргинина присутствует при концентрации, составляющей от приблизительно 25 мМ до прибли-

зительно 150 мМ. 

Вариант осуществления 65. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 64, где соль 

аргинина присутствует при концентрации, составляющей от приблизительно 50 мМ до приблизительно 

100 мМ. 

Вариант осуществления 66. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 64, где соль 

аргинина представляет собой аргинин-HCl, аргинина ацетат или аргинина глутамат. 

Вариант осуществления 67. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 66, где ар-

гинин-HCl присутствует при концентрации, составляющей приблизительно 50 мМ. 

Вариант осуществления 68. Фармацевтическая композиция по любому из вариантов осуществления 

41-67, где PCSK9-связывающий полипептид является стабильным в течение по меньшей мере приблизи-

тельно 2 лет, если хранится при приблизительно -30°С или ниже. 

Вариант осуществления 69. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 68, где 

PCSK9-связывающий полипептид является стабильным в течение по меньшей мере приблизительно 5 

лет. 

Вариант осуществления 70. Фармацевтическая композиция по любому из вариантов осуществления 

41-67, где PCSK9-связывающий полипептид является стабильным в течение по меньшей мере приблизи-

тельно б месяцев, если хранится при приблизительно 5°С. 

Вариант осуществления 71. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 70, где 

PCSK9-связывающий полипептид является стабильным в течение по меньшей мере приблизительно 24 

месяцев. 

Вариант осуществления 72. Фармацевтическая композиция по любому из вариантов осуществления 

41-67, где PCSK9-связывающий полипептид является стабильным в течение по меньшей мере приблизи-

тельно 1 месяца, если хранится при приблизительно 25°С. 

Вариант осуществления 73. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 72, где 

PCSK9-связывающий полипептид является стабильным в течение по меньшей мере приблизительно трех 

месяцев. 

Вариант осуществления 74. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 73, где 

PCSK9-связывающий полипептид является стабильным в течение по меньшей мере приблизительно 6 

месяцев. 

Вариант осуществления 75. Фармацевтическая композиция по любому из вариантов осуществления 

41-67, где PCSK9-связывающий полипептид является стабильным в течение по меньшей мере приблизи-

тельно 1 месяца, если хранится при приблизительно 40°С. 

Вариант осуществления 76. Фармацевтическая композиция по любому из вариантов осуществления 

41-75, где композиция содержит высокомолекулярные агрегаты или олигомеры PCSK9-связывающего 

полипептида на уровне менее приблизительно 3% от концентрации PCSK9-связывающего полипептида. 

Вариант осуществления 77. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 76, где вы-

сокомолекулярные агрегаты или олигомеры PCSK9-связывающего полипептида присутствуют на уровне 

менее приблизительно 2,5% от концентрации PCSK9-связывающего полипептида. 

Вариант осуществления 78. Фармацевтическая композиция, содержащая: 

а) PCSK9-связывающий полипептид, который присутствует при концентрации, составляющей при-

близительно 195-225 мг/мл, выбранный из группы, состоящей из: 

i) моноклонального антитела, содержащего полипептид тяжелой цепи, имеющий аминокислотную 

последовательность под SEQ ID NO: 1, и полипептид легкой цепи, имеющий аминокислотную последо-

вательность под SEQ ID NO: 2 (эволокумаб), или его антигенсвязывающего фрагмента; 

ii) моноклонального антитела, которое конкурирует с эволокумабом за связывание с PCSK9; 

iii) моноклонального антитела, содержащего: 

1) полипептид тяжелой цепи, содержащий следующие определяющие комплементарность области 

(CDR): CDR1 тяжелой цепи, которая представляет собой CDR1 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR2 тяжелой 

цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR3 тяжелой цепи, которая представ-

ляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 14 или 16, и 

2) полипептид легкой цепи, содержащий следующие CDR: CDR1 легкой цепи, которая представля-

ет собой CDR1 в SEQ ID NO: 15 или 17; CDR2 легкой цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID 

NO: 15 или 17; и CDR3 легкой цепи, которая представляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 15 или 17; 

iv) моноклонального антитела, которое связывается с по меньшей мере одним из следующих остат-
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ков PCSK9, при этом PCSK9 содержит аминокислотную последовательность под SEQ ID NO: 3: S153, 

D188, I189, Q190, S191, D192, R194, Е197, G198, R199, V200, D224, R237, и D238, K243, S373, D374, 

S376, Т377, F379, I154, Т1897, Н193, Е195, I196, М201, V202, С223, Т228, S235, G236, А239, G244, М247, 

I369, S372, С375, С378, R237 и D238; 

v) моноклонального антитела, которое связывается с PCSK9 в месте расположения на PCSK9 эпи-

топа, который перекрывается с эпитопом, который связывается антителом, содержащим: 

1) вариабельную область тяжелой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 1; и 

2) вариабельную область легкой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 2, и 

3) где эпитоп для моноклонального антитела дополнительно перекрывается с участком, с которым 

связывается домен EGF-A из LDLR; 

b) N-ацетиларгинин, присутствующий при концентрации, составляющей приблизительно 140 мМ; 

c) аргинин-HCl, присутствующий при концентрации, составляющей приблизительно 50 мМ; 

d) полиоксиэтиленсорбитанмоноолеат (полисорбат 80) при концентрации, составляющей от при-

близительно 0,005% (вес/объем) до приблизительно 0,015% (вес/объем); и 

e) ацетат натрия при концентрации, составляющей приблизительно 10 мМ. 

Вариант осуществления 79. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 78, где 

фармацевтическая композиция характеризуется значением рН, составляющим от приблизительно 5,1 до 

приблизительно 5,7. 

Вариант осуществления 80. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 78 или 79, 

где фармацевтическая композиция характеризуется вязкостью, составляющей по меньшей мере менее 

приблизительно 50 сП (измеренной, например, с помощью реометра AESR-G2 с системой конус-

плоскость от ТА Instruments (Нью-Касл, Делавэр)). 

Вариант осуществления 81. Фармацевтическая композиция, содержащая: 

а) PCSK9-связывающий полипептид, который присутствует при концентрации, составляющей при-

близительно 195-225 мг/мл, выбранный из группы, состоящей из: 

i) моноклонального антитела, содержащего полипептид тяжелой цепи, имеющий аминокислотную 

последовательность под SEQ ID NO: 1, и полипептид легкой цепи, имеющий аминокислотную последо-

вательность под SEQ ID NO: 2 (эволокумаб), или его антигенсвязывающего фрагмента; 

ii) моноклонального антитела, которое конкурирует с эволокумабом за связывание с PCSK9; 

iii) моноклонального антитела, содержащего: 

1) полипептид тяжелой цепи, содержащий следующие определяющие комплементарность области 

(CDR): CDR1 тяжелой цепи, которая представляет собой CDR1 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR2 тяжелой 

цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR3 тяжелой цепи, которая представ-

ляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 14 или 16, и 

2) полипептид легкой цепи, содержащий следующие CDR: CDR1 легкой цепи, которая представля-

ет собой CDR1 в SEQ ID NO: 15 или 17; CDR2 легкой цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID 

NO: 15 или 17; и CDR3 легкой цепи, которая представляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 15 или 17; 

iv) моноклонального антитела, которое связывается с по меньшей мере одним из следующих остат-

ков PCSK9, при этом PCSK9 содержит аминокислотную последовательность под SEQ ID NO: 3: S153, 

D188, I189, Q190, S191, D192, R194, Е197, G198, R199, V200, D224, R237, и D238, K243, S373, D374, 

S376, Т377, F379, I154, Т1897, Н193, Е195, I196, М201, V202, С223, Т228, S235, G236, А239, G244, М247, 

I369, S372, С375, С378, R237 и D238; 

v) моноклонального антитела, которое связывается с PCSK9 в месте расположения на PCSK9 эпи-

топа, который перекрывается с эпитопом, который связывается антителом, содержащим: 

1) вариабельную область тяжелой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 1; и 

2) вариабельную область легкой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 2, и 

b) где эпитоп для моноклонального антитела дополнительно перекрывается с участком, с которым 

связывается домен EGF-A из LDLR; 

c) N-ацетиларгинин, присутствующий при концентрации, составляющей приблизительно 140 мМ; 

d) аргинин-HCl, присутствующий при концентрации, составляющей приблизительно 63 мМ; 

e) полиоксиэтиленсорбитанмоноолеат (полисорбат 80) при концентрации, составляющей от при-

близительно 0,005% (вес/объем) до приблизительно 0,015%; и 

f) ацетат натрия при концентрации, составляющей приблизительно 10 мМ. 

Вариант осуществления 82. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 81, где 

фармацевтическая композиция характеризуется значением рН, составляющим от приблизительно 5,1 до 

приблизительно 5,7. 

Вариант осуществления 83. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 81 или 82, 

где фармацевтическая композиция характеризуется вязкостью, составляющей по меньшей мере менее 

приблизительно 80 сП (измеренной, например, с помощью реометра AESR-G2 с системой конус-

плоскость от ТА Instruments (Нью-Касл, Делавэр)). 

Вариант осуществления 84. Фармацевтическая композиция, содержащая: 

а) PCSK9-связывающий полипептид, который присутствует при концентрации, составляющей при-
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близительно 195-225 мг/мл, выбранный из группы, состоящей из: 

i) моноклонального антитела, содержащего полипептид тяжелой цепи, имеющий аминокислотную 

последовательность под SEQ ID NO: 1, и полипептид легкой цепи, имеющий аминокислотную последо-

вательность под SEQ ID NO: 2 (эволокумаб), или его антигенсвязывающего фрагмента; 

ii) моноклонального антитела, которое конкурирует с эволокумабом за связывание с PCSK9; 

iii) моноклонального антитела, содержащего: 

1) полипептид тяжелой цепи, содержащий следующие определяющие комплементарность области 

(CDR): CDR1 тяжелой цепи, которая представляет собой CDR1 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR2 тяжелой 

цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR3 тяжелой цепи, которая представ-

ляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 14 или 16, и 

2) полипептид легкой цепи, содержащий следующие CDR: CDR1 легкой цепи, которая представля-

ет собой CDR1 в SEQ ID NO: 15 или 17; CDR2 легкой цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID 

NO: 15 или 17; и CDR3 легкой цепи, которая представляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 15 или 17; 

iv) моноклонального антитела, которое связывается с по меньшей мере одним из следующих остат-

ков PCSK9, при этом PCSK9 содержит аминокислотную последовательность под SEQ ID NO: 3: S153, 

D188, I189, Q190, S191, D192, R194, Е197, G198, R199, V200, D224, R237, и D238, K243, S373, D374, 

S376, Т377, F379, I154, Т1897, Н193, Е195, I196, М201, V202, С223, Т228, S235, G236, А239, G244, М247, 

I369, S372, С375, С378, R237 и D238; 

v) моноклонального антитела, которое связывается с PCSK9 в месте расположения на PCSK9 эпи-

топа, который перекрывается с эпитопом, который связывается антителом, содержащим: 

1) вариабельную область тяжелой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 1; и 

2) вариабельную область легкой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 2, и 

3) где эпитоп для моноклонального антитела дополнительно перекрывается с участком, с которым 

связывается домен EGF-A из LDLR; 

b) N-ацетиларгинин, присутствующий при концентрации, составляющей приблизительно 155 мМ; 

c) аргинин-HCl, присутствующий при концентрации, составляющей приблизительно 70 мМ; 

d) полиоксиэтиленсорбитанмоноолеат (полисорбат 80) при концентрации, составляющей от при-

близительно 0,005% (вес/объем) до приблизительно 0,015% (вес/объем); и 

e) ацетат натрия при концентрации, составляющей приблизительно 10 мМ. 

Вариант осуществления 85. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 84, где 

фармацевтическая композиция характеризуется значением рН, составляющим от приблизительно 5,1 до 

приблизительно 5,7. 

Вариант осуществления 86. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 84 или 85, 

где фармацевтическая композиция характеризуется вязкостью, составляющей по меньшей мере менее 

приблизительно 45 сП (измеренной, например, с помощью реометра AESR-G2 с системой конус-

плоскость от ТА Instruments (Нью-Касл, Делавэр)). 

Вариант осуществления 87. Фармацевтическая композиция, содержащая: 

а) PCSK9-связывающий полипептид, который присутствует при концентрации, составляющей при-

близительно 195-225 мг/мл, выбранный из группы, состоящей из: 

i) моноклонального антитела, содержащего полипептид тяжелой цепи, имеющий аминокислотную 

последовательность под SEQ ID NO: 1, и полипептид легкой цепи, имеющий аминокислотную последо-

вательность под SEQ ID NO: 2 (эволокумаб), или его антигенсвязывающего фрагмента; 

ii) моноклонального антитела, которое конкурирует с эволокумабом за связывание с PCSK9; 

iii) моноклонального антитела, содержащего: 

1) полипептид тяжелой цепи, содержащий следующие определяющие комплементарность области 

(CDR): CDR1 тяжелой цепи, которая представляет собой CDR1 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR2 тяжелой 

цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR3 тяжелой цепи, которая представ-

ляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 14 или 16, и 

2) полипептид легкой цепи, содержащий следующие CDR: CDR1 легкой цепи, которая представля-

ет собой CDR1 в SEQ ID NO: 15 или 17; CDR2 легкой цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID 

NO: 15 или 17; и CDR3 легкой цепи, которая представляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 15 или 17; 

iv) моноклонального антитела, которое связывается с по меньшей мере одним из следующих остат-

ков PCSK9, при этом PCSK9 содержит аминокислотную последовательность под SEQ ID NO: 3: S153, 

D188, I189, Q190, S191, D192, R194, Е197, G198, R199, V200, D224, R237, и D238, K243, S373, D374, 

S376, Т377, F379, I154, Т1897, Н193, Е195, I196, М201, V202, С223, Т228, S235, G236, А239, G244, М247, 

I369, S372, С375, С378, R237 и D238; 

v) моноклонального антитела, которое связывается с PCSK9 в месте расположения на PCSK9 эпи-

топа, который перекрывается с эпитопом, который связывается антителом, содержащим: 

1) вариабельную область тяжелой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 1; и 

2) вариабельную область легкой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 2, и 

3) где эпитоп для моноклонального антитела дополнительно перекрывается с участком, с которым 

связывается домен EGF-A из LDLR; 
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b) N-ацетиларгинин, присутствующий при концентрации, составляющей приблизительно 170 мМ; 

c) аргинин-HCl, присутствующий при концентрации, составляющей приблизительно 63 мМ; 

d) полиоксиэтиленсорбитанмоноолеат (полисорбат 80) при концентрации, составляющей от при-

близительно 0,005% (вес/объем) до приблизительно 0,015%; и 

e) ацетат натрия при концентрации, составляющей приблизительно 10 мМ. 

Вариант осуществления 88. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 87, где 

фармацевтическая композиция характеризуется значением рН, составляющим от приблизительно 5,1 до 

приблизительно 5,7. 

Вариант осуществления 89. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 87 или 88, 

где фармацевтическая композиция характеризуется вязкостью, составляющей по меньшей мере менее 

приблизительно 60 сП (измеренной, например, с помощью реометра AESR-G2 с системой конус-

плоскость от ТА Instruments (Нью-Касл, Делавэр)). 

Вариант осуществления 90. Фармацевтическая композиция, содержащая: 

а) PCSK9-связывающий полипептид, который присутствует при концентрации, составляющей при-

близительно 195-225 мг/мл, выбранный из группы, состоящей из: 

i) моноклонального антитела, содержащего полипептид тяжелой цепи, имеющий аминокислотную 

последовательность под SEQ ID NO: 1, и полипептид легкой цепи, имеющий аминокислотную последо-

вательность под SEQ ID NO: 2 (эволокумаб), или его антигенсвязывающего фрагмента; 

ii) моноклонального антитела, которое конкурирует с эволокумабом за связывание с PCSK9; 

iii) моноклонального антитела, содержащего: 

1) полипептид тяжелой цепи, содержащий следующие 

определяющие комплементарность области (CDR): CDR1 тяжелой цепи, которая представляет со-

бой CDR1 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR2 тяжелой цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID 

NO: 14 или 16; CDR3 тяжелой цепи, которая представляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 14 или 16, и 

2) полипептид легкой цепи, содержащий следующие CDR: CDR1 легкой цепи, которая представля-

ет собой CDR1 в SEQ ID NO: 15 или 17; CDR2 легкой цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID 

NO: 15 или 17; и CDR3 легкой цепи, которая представляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 15 или 17; 

iv) моноклонального антитела, которое связывается с по меньшей мере одним из следующих остат-

ков PCSK9, при этом PCSK9 содержит аминокислотную последовательность под SEQ ID NO: 3: S153, 

D188, I189, Q190, S191, D192, R194, Е197, G198, R199, V200, D224, R237, и D238, K243, S373, D374, 

S376, Т377, F379, I154, Т1897, Н193, Е195, I196, М201, V202, С223, Т228, S235, G236, А239, G244, М247, 

I369, S372, С375, С378, R237 и D238; 

v) моноклонального антитела, которое связывается с PCSK9 в месте расположения на PCSK9 эпи-

топа, который перекрывается с эпитопом, который связывается антителом, содержащим: 

1) вариабельную область тяжелой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 1; и 

2) вариабельную область легкой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 2, и 

3) где эпитоп для моноклонального антитела дополнительно перекрывается с участком, с которым 

связывается домен EGF-A из LDLR; 

b) N-ацетиларгинин, присутствующий при концентрации, составляющей приблизительно 155 мМ; 

c) пролин, присутствующий при концентрации, составляющей приблизительно 120 мМ; 

d) полиоксиэтиленсорбитанмоноолеат (полисорбат 80) при концентрации, составляющей от при-

близительно 0,005% (вес/объем) до приблизительно 0,015% (вес/объем); и 

e) ацетат натрия при концентрации, составляющей приблизительно 10 мМ. 

Вариант осуществления 91. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 90, где 

фармацевтическая композиция характеризуется значением рН, составляющим от приблизительно 5,1 до 

приблизительно 5,7. 

Вариант осуществления 92. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 90 или 91, 

где фармацевтическая композиция характеризуется вязкостью, составляющей по меньшей мере менее 

приблизительно 60 сП (измеренной, например, с помощью реометра AESR-G2 с системой конус-

плоскость от ТА Instruments (Нью-Касл, Делавэр)). 

Вариант осуществления 93. Фармацевтическая композиция по любому из вариантов осуществления 

78-92, где PCSK9-связывающий полипептид является стабильным в течение по меньшей мере приблизи-

тельно 2 лет, если хранится при приблизительно -30°С или ниже. 

Вариант осуществления 94. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 93, где 

PCSK9-связывающий полипептид является стабильным в течение по меньшей мере приблизительно 5 

лет. 

Вариант осуществления 95. Фармацевтическая композиция по любому из вариантов осуществления 

78-92, где PCSK9-связывающий полипептид является стабильным в течение по меньшей мере приблизи-

тельно 6 месяцев, если хранится при приблизительно 5°С. 

Вариант осуществления 96. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 95, где 

PCSK9-связывающий полипептид является стабильным в течение по меньшей мере приблизительно 24 

месяцев. 
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Вариант осуществления 97. Фармацевтическая композиция по любому из вариантов осуществления 

78-92, где PCSK9-связывающий полипептид является стабильным в течение по меньшей мере приблизи-

тельно 1 месяца, если хранится при приблизительно 25°С. 

Вариант осуществления 98. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 97, где 

PCSK9-связывающий полипептид является стабильным в течение по меньшей мере приблизительно трех 

месяцев. 

Вариант осуществления 99. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 98, где 

PCSK9-связывающий полипептид является стабильным в течение по меньшей мере приблизительно б 

месяцев. 

Вариант осуществления 100. Фармацевтическая композиция по любому из вариантов осуществле-

ния 78-92, где PCSK9-связывающий полипептид является стабильным в течение по меньшей мере при-

близительно 1 месяца, если хранится при приблизительно 40°С. 

Вариант осуществления 101. Фармацевтическая композиция по любому из вариантов осуществле-

ния 78-92, где композиция содержит высокомолекулярные агрегаты или олигомеры PCSK9-

связывающего полипептида на уровне менее приблизительно 3% от концентрации PCSK9-связывающего 

полипептида. 

Вариант осуществления 102. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 101, где 

высокомолекулярные агрегаты или олигомеры PCSK9-связывающего полипептида присутствуют на 

уровне менее приблизительно 2,5% от концентрации PCSK9-связывающего полипептида. 

Вариант осуществления 103. Фармацевтическая композиция по любому из вариантов осуществле-

ния 1-102, где фармацевтическая композиция является жидкой. 

Вариант осуществления 104. Способ лечения субъекта, нуждающегося в этом, предусматривающий 

введение фармацевтической композиции по любому из вариантов осуществления 1-103. 

Вариант осуществления 105. Набор, содержащий фармацевтическую композицию по любому из ва-

риантов осуществления 1-103 и устройство для доставки выбранное из группы, состоящей из шприца, 

шприца-ручки, нательного инъектора и автоинъектора. 

Вариант осуществления 106. Набор по варианту осуществления 105, дополнительно содержащий 

инструкции для введения фармацевтической композиции с применением устройства для доставки. 

Вариант осуществления 107. Способ получения PCSK9-связывающего полипептида в фармацевти-

ческой композиции, содержащей по меньшей мере 140 мг/мл PCSK9-связывающего полипептида, преду-

сматривающий добавление к фармацевтической композиции, содержащей PCSK9-связывающий поли-

пептид, эффективного количества N-ацетиларгинина, вследствие чего вязкость фармацевтической ком-

позиции снижается по сравнению с фармацевтической композицией, не содержащей N-ацетиларгинин, и 

где PCSK9-связывающий полипептид выбран из группы, состоящей из: 

a) моноклонального антитела, содержащего полипептид тяжелой цепи, имеющий аминокислотную 

последовательность под SEQ ID NO: 1, и полипептид легкой цепи, имеющий аминокислотную последо-

вательность под SEQ ID NO: 2 (эволокумаб), или его антигенсвязывающего фрагмента; 

b) моноклонального антитела, которое конкурирует с эволокумабом за связывание с PCSK9; 

c) моноклонального антитела, содержащего: 

i) полипептид тяжелой цепи, содержащий следующие определяющие комплементарность области 

(CDR): CDR1 тяжелой цепи, которая представляет собой CDR1 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR2 тяжелой 

цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR3 тяжелой цепи, которая представ-

ляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 14 или 16, и 

ii) полипептид легкой цепи, содержащий следующие CDR: CDR1 легкой цепи, которая представля-

ет собой CDR1 в SEQ ID NO: 15 или 17; CDR2 легкой цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID 

NO: 15 или 17; и CDR3 легкой цепи, которая представляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 15 или 17; 

d) моноклонального антитела, которое связывается с по меньшей мере одним из следующих остат-

ков PCSK9, при этом PCSK9 содержит аминокислотную последовательность под SEQ ID NO: 3: S153, 

D188, I189, Q190, S191, D192, R194, Е197, G198, R199, V200, D224, R237, и D238, K243, S373, D374, 

S376, Т377, F379, I154, Т1897, Н193, Е195, I196, М201, V202, С223, Т228, S235, G236, А239, G244, М247, 

I369, S372, С375, С378, R237 и D238; и 

e) моноклонального антитела, которое связывается с PCSK9 в месте расположения на PCSK9 эпи-

топа, который перекрывается с эпитопом, который связывается антителом, содержащим: 

iii) вариабельную область тяжелой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 1; 

и 

iv) вариабельную область легкой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 2, и 

v) где эпитоп для моноклонального антитела дополнительно перекрывается с участком, с которым 

связывается домен EGF-A из LDLR. 

Вариант осуществления 108. Способ по варианту осуществления 107, где вязкость фармацевтиче-

ской композиции составляет менее 80 сП (измеренная, например, с помощью реометра, такого как рео-

метр AESR-G2 с системой конус-плоскость от ТА Instruments (Нью-Касл, Делавэр)). 

Вариант осуществления 109. Способ по варианту осуществления 108, где вязкость фармацевтиче-
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ской композиции составляет менее 50 сП. 

Вариант осуществления 110. Способ по любому из вариантов осуществления 107-109, где фарма-

цевтическая композиция характеризуется осмоляльностью, составляющей от приблизительно 250 до 

приблизительно 400 мОсм/кг. 

Вариант осуществления 111. Способ по варианту осуществления 110, где фармацевтическая компо-

зиция характеризуется осмоляльностью, составляющей приблизительно 300 мОсм/кг. 

Вариант осуществления 112. Способ по варианту осуществления 111, где фармацевтическая компо-

зиция является изотонической для клетки крови человека. 

Вариант осуществления 113. Способ по варианту осуществления 107, где PCSK9-связывающий по-

липептид присутствует при концентрации, составляющей от приблизительно 180 мг/мл до приблизи-

тельно 260 мг/мл. 

Вариант осуществления 114. Способ по варианту осуществления 113, где концентрация PCSK9-

связывающего полипептида составляет приблизительно 210 мг/мл. 

Вариант осуществления 115. Способ по любому из вариантов осуществления 107-114, где N-

ацетиларгинин присутствует при концентрации, составляющей от приблизительно 25 мМ до приблизи-

тельно 230 мМ. 

Вариант осуществления 116. Способ по варианту осуществления 115, где N-ацетиларгинин присут-

ствует при концентрации, составляющей от приблизительно 140 мМ до приблизительно 170 мМ. 

Вариант осуществления 117. Способ по варианту осуществления 115, где N-ацетиларгинин присут-

ствует при концентрации, составляющей приблизительно 140 мМ. 

Вариант осуществления 118. Способ по любому из вариантов осуществления 107-117, дополни-

тельно предусматривающий буфер. 

Вариант осуществления 119. Способ по варианту осуществления 118, где буфер выбран из группы, 

состоящей из ацетатного, глутаматного, гистидинового и фосфатного буферов или их комбинации. 

Вариант осуществления 120. Способ по варианту осуществления 119, где буфер присутствует при 

концентрации, составляющей от приблизительно 5 мМ до приблизительно 30 мМ. 

Вариант осуществления 121. Способ по варианту осуществления 120, где буфер представляет собой 

ацетат натрия и присутствует при концентрации, составляющей приблизительно 10 мМ. 

Вариант осуществления 122. Способ по любому из вариантов осуществления 107-121, где значение 

рН составляет от приблизительно 4,8 до приблизительно 6,9. 

Вариант осуществления 123. Способ по варианту осуществления 122, где значение рН составляет 

приблизительно 5,4. 

Вариант осуществления 124. Способ по любому из вариантов осуществления 107-123, дополни-

тельно предусматривающий поверхностно-активное вещество. 

Вариант осуществления 125. Способ по варианту осуществления 124, где поверхностно-активное 

вещество выбрано из группы, состоящей из полиоксиэтиленсорбитанмоноолеата (полисорбата 80 или 

полисорбата 20), блок-сополимера полиоксиэтилена и полиоксипропилена (полоксамеров, таких как Plu-

ronic F-68 и другие виды Pluronic), сложных сорбитаналкиловых эфиров (Span) полиэтиленгликоль-

октилфениловых эфиров (Triton X-100), полиэтиленгликольалкиловых эфиров (Brij), полипропиленгли-

коль алкиловых эфиров, глюкозидалкиловых эфиров и D-α-токоферолполиэтиленгликольсукцината (ви-

тамина Е TPGS). 

Вариант осуществления 126. Способ по варианту осуществления 125, где поверхностно-активное 

вещество присутствует при концентрации, составляющей от приблизительно 0,0001% (вес/объем) до 

приблизительно 1,0% (вес/объем). 

Вариант осуществления 127. Способ по варианту осуществления 126, где поверхностно-активное 

вещество представляет собой полиоксиэтиленсорбитанмоноолеат и присутствует при концентрации, со-

ставляющей приблизительно 0,01% (вес/объем). 

Вариант осуществления 128. Способ по любому из вариантов осуществления 107-127, дополни-

тельно предусматривающий пролин. 

Вариант осуществления 129. Способ по варианту осуществления 128, где пролин присутствует при 

концентрации, составляющей от приблизительно 50 мМ до приблизительно 150 мМ. 

Вариант осуществления 130. Способ по варианту осуществления 129, где пролин присутствует при 

концентрации, составляющей от приблизительно 90 мМ до приблизительно 120 мМ. 

Вариант осуществления 131. Способ по варианту осуществления 130, где пролин присутствует при 

концентрации, составляющей приблизительно 120 мМ. 

Вариант осуществления 132. Способ по любому из вариантов осуществления 107-131, дополни-

тельно предусматривающий соль аргинина. 

Вариант осуществления 133. Способ по варианту осуществления 132, где соль аргинина присутст-

вует при концентрации, составляющей от приблизительно 25 мМ до приблизительно 150 мМ. 

Вариант осуществления 134. Способ по варианту осуществления 133, где соль аргинина присутст-

вует при концентрации, составляющей от приблизительно 50 мМ до приблизительно 100 мМ. 
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Вариант осуществления 135. Способ по варианту осуществления 133, где соль аргинина представ-

ляет собой аргинин-HCl, аргинина ацетат или аргинина глутамат. 

Вариант осуществления 136. Способ по варианту осуществления 135, где аргинин-HCl присутству-

ет при концентрации, составляющей приблизительно 50 мМ. 

Вариант осуществления 137. Способ по любому из вариантов осуществления 107-136, где PCSK9-

связывающий полипептид является стабильным в течение по меньшей мере приблизительно 2 лет, если 

хранится при приблизительно -30 °С или ниже. 

Вариант осуществления 138. Способ по варианту осуществления 137, где PCSK9-связывающий по-

липептид является стабильным в течение по меньшей мере приблизительно 5 лет. 

Вариант осуществления 139. Способ по любому из вариантов осуществления 107-136, где PCSK9-

связывающий полипептид является стабильным в течение по меньшей мере приблизительно б месяцев, 

если хранится при приблизительно 5°С. 

Вариант осуществления 140. Способ по варианту осуществления 139, где PCSK9-связывающий по-

липептид является стабильным в течение по меньшей мере приблизительно 24 месяцев. 

Вариант осуществления 141. Способ по любому из вариантов осуществления 107-136, где PCSK9-

связывающий полипептид является стабильным в течение по меньшей мере приблизительно 1 месяца, 

если хранится при приблизительно 25°С. 

Вариант осуществления 142. Способ по варианту осуществления 141, где PCSK9-связывающий по-

липептид является стабильным в течение по меньшей мере приблизительно трех месяцев. 

Вариант осуществления 143. Способ по варианту осуществления 142, где PCSK9-связывающий по-

липептид является стабильным в течение по меньшей мере приблизительно 6 месяцев. 

Вариант осуществления 144. Способ по любому из вариантов осуществления 107-136, где PCSK9-

связывающий полипептид является стабильным в течение по меньшей мере приблизительно 1 месяца, 

если хранится при приблизительно 40°С. 

Вариант осуществления 145. Способ по любому из вариантов осуществления 107-136, где компози-

ция содержит высокомолекулярные агрегаты или олигомеры PCSK9-связывающего полипептида на 

уровне менее приблизительно 3% от концентрации PCSK9-связывающего полипептида. 

Вариант осуществления 146. Способ по варианту осуществления 145, где высокомолекулярные аг-

регаты или олигомеры PCSK9-связывающего полипептида присутствуют на уровне менее приблизитель-

но 2,5% от концентрации PCSK9-связывающего полипептида. 

Вариант осуществления 147. Способ составления терапевтического полипептида, предусматри-

вающий: 

a) первую стадию концентрирования, на которой полипептид в первом растворе концентрируют; 

b) первую стадию замены раствора, на которой для концентрированного полипептида в первом рас-

творе выполняют замену на второй раствор, содержащий N-ацетиларгинин, с применением диафильтра-

ции; 

c) вторую стадию концентрирования, на которой полипептид во втором растворе концентрируют; 

d) вторую стадию замены раствора, на которой для полипептида в концентрированном втором рас-

творе выполняют замену на третий раствор, содержащий N-ацетиларгинин, с применением диафильтра-

ции; и 

e) третью стадию концентрирования, на которой полипептид в третьем растворе концентрируют; 

где терапевтический полипептид предусматривает PCSK9-связывающий полипептид, который бло-

кирует связывание PCSK9 с LDLR и выбран из группы, состоящей из: 

i) моноклонального антитела, содержащего тяжелую цепь, имеющую аминокислотную последова-

тельность под SEQ ID NO: 1, и легкую цепь, имеющую аминокислотную последовательность под SEQ ID 

NO: 2 (эволокумаб), или его антигенсвязывающего фрагмента; 

ii) моноклонального антитела, которое конкурирует с эволокумабом за связывание с PCSK9; 

iii) моноклонального антитела, содержащего: 

1) полипептид тяжелой цепи, содержащий следующие определяющие комплементарность области 

(CDR): CDR1 тяжелой цепи, которая представляет собой CDR1 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR2 тяжелой 

цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR3 тяжелой цепи, которая представ-

ляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 14 или 16, и 

2) полипептид легкой цепи, содержащий следующие CDR: CDR1 легкой цепи, которая представля-

ет собой CDR1 в SEQ ID NO: 15 или 17; CDR2 легкой цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID 

NO: 15 или 17; и CDR3 легкой цепи, которая представляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 15 или 17; 

i) моноклонального антитела, которое связывается с по меньшей мере одним из следующих остат-

ков PCSK9, при этом PCSK9 содержит аминокислотную последовательность под SEQ ID NO: 3: S153, 

D188, I189, Q190, S191, D192, R194, Е197, G198, R199, V200, D224, R237, D238, K243, S373, D374, S376, 

Т377, F379, I154, Т1897, Н193, Е195, I196, М201, V202, С223, Т228, S235, G236, А239, G244, М247, I369, 

S372, С375, С378, R237, D238; 

ii) моноклонального антитела, которое связывается с PCSK9 в месте расположения на PCSK9 эпи-

топа, который перекрывается с эпитопом, который связывается антителом, содержащим: 
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3) вариабельную область тяжелой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 1; и 

4) вариабельную область легкой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 2, и 

5) где эпитоп для моноклонального антитела дополнительно перекрывается с участком, с которым 

связывается домен EGFa из LDLR. 

Вариант осуществления 148. Способ по варианту осуществления 147, где PCSK9-связывающий по-

липептид, который блокирует связывание PCSK9 с LDLR, представляет собой моноклональное антитело, 

которое содержит полипептид тяжелой цепи, содержащий следующие определяющие комплементар-

ность области (CDR): 

a) CDR1, CDR2 и CDR3 тяжелой цепи, имеющие аминокислотную последовательность под SEQ ID 

NO: 7, 8 и 9 соответственно; и 

b) CDR1, CDR2 и CDR3 легкой цепи, имеющие аминокислотную последовательность под SEQ ID 

NO: 4, 5 и 6 соответственно. 

Вариант осуществления 149. Способ по варианту осуществления 147, где перед третьей стадией 

концентрирования температуру раствора, содержащего полипептид, повышают от приблизительно 25°С 

до приблизительно 37°С. 

Вариант осуществления 150. Способ по варианту осуществления 147, где первую стадию замены 

раствора проводят с применением по меньшей мере трех диаобъемов второго раствора. 

Вариант осуществления 151. Способ по варианту осуществления 147, где вторую стадию замены 

раствора проводят с применением по меньшей мере четырех диаобъемов третьего раствора. 

Вариант осуществления 152. Способ по варианту осуществления 147, где начальная концентрация 

терапевтического белка составляет приблизительно 11 мг/мл или меньше. 

Вариант осуществления 153. Способ по варианту осуществления 147, где на первой стадии концен-

трирования концентрация терапевтического полипептида повышается в от приблизительно 3 до прибли-

зительно 7 раз. 

Вариант осуществления 154. Способ по варианту осуществления 153, где повышенная концентра-

ция полипептида составляет от приблизительно 35 мг/мл до приблизительно 70 мг/мл. 

Вариант осуществления 155. Способ по варианту осуществления 147, где на второй стадии концен-

трирования концентрация терапевтического полипептида повышается в от приблизительно 2 до 4 раз 

относительно первой стадии концентрирования. 

Вариант осуществления 156. Способ по варианту осуществления 155, где повышенная концентра-

ция полипептида составляет приблизительно 140 мг/мл. 

Вариант осуществления 157. Способ по варианту осуществления 147, где на третьей стадии концен-

трирования концентрация терапевтического полипептида повышается в от приблизительно 1,5 до при-

близительно 2 раз относительно второй стадии концентрирования. 

Вариант осуществления 158. Способ по варианту осуществления 157, где повышенная концентра-

ция полипептида составляет приблизительно 260 мг/мл. 

Вариант осуществления 159. Способ по варианту осуществления 147, где терапевтический поли-

пептид имеет конечную концентрацию, которая в по меньшей мере приблизительно 19-20 раз превышает 

начальную концентрацию терапевтического полипептида. 

Вариант осуществления 160. Способ по варианту осуществления 159, где конечная концентрация 

терапевтического полипептида составляет приблизительно 210 мг/мл. 

Вариант осуществления 161. Способ по варианту осуществления 147, где стадии концентрирования 

предусматривают ультрафильтрацию с периодической загрузкой. 

Вариант осуществления 162. Способ по варианту осуществления 147, где второй раствор и третий 

раствор являются идентичными. 

Вариант осуществления 163. Способ по варианту осуществления 147, где второй или третий рас-

твор, содержащий N-ацетиларгинин, содержит соль аргинина и буфер. 

Вариант осуществления 164. Способ по варианту осуществления 163, где N-ацетиларгинин присут-

ствует при концентрации, составляющей от приблизительно 25 мМ до приблизительно 230 мМ; соль ар-

гинина представляет собой Arg-HCl, Arg ацетат или Arg глутамат и присутствует при концентрации, со-

ставляющей от приблизительно 25 мМ до приблизительно 150 мМ; и буфер представляет собой натрий-

ацетатный буфер при концентрации, составляющей от приблизительно 5 мМ до приблизительно 30 мМ. 

Вариант осуществления 165. Способ по варианту осуществления 164, где N-ацетиларгинин присут-

ствует при концентрации, составляющей от приблизительно 140 до приблизительно 170 мМ; Arg-HCl, 

Arg ацетат или Arg глутамат присутствует при концентрации, составляющей от приблизительно 63 до 

приблизительно 70 мМ, и натрий-ацетатный буфер присутствует при концентрации, составляющей при-

близительно 10 мМ. 

Вариант осуществления 166. Способ по варианту осуществления 164, где N-ацетиларгинин присут-

ствует при концентрации, составляющей приблизительно 140 мМ, Arg-HCl, Arg ацетат или Arg глутамат 

присутствует при концентрации, составляющей приблизительно 63 мМ, натрий-ацетатный буфер при-

сутствует при концентрации, составляющей приблизительно 10 мМ. 

Вариант осуществления 167. Способ по варианту осуществления 164, где N-ацетиларгинин присут-
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ствует при концентрации, составляющей приблизительно 155 мМ, Arg-HCl, Arg ацетат или Arg глутамат 

присутствует при концентрации, составляющей приблизительно 70 мМ, натрий-ацетатный буфер при-

сутствует при концентрации, составляющей приблизительно 10 мМ. 

Вариант осуществления 168. Способ по варианту осуществления 164, где N-ацетиларгинин присут-

ствует при концентрации, составляющей приблизительно 170 мМ, Arg-HCl, Arg ацетат или Arg глутамат 

присутствует при концентрации, составляющей приблизительно 63 мМ, натрий-ацетатный буфер при-

сутствует при концентрации, составляющей приблизительно 10 мМ. 

Вариант осуществления 169. Способ по варианту осуществления 165 или 166, дополнительно пре-

дусматривающий пролин, где пролин присутствует при концентрации, составляющей от приблизительно 

50 мМ до приблизительно 150 мМ. 

Вариант осуществления 170. Способ по любому из вариантов осуществления 163-169, где второй 

или третий раствор характеризуется значением рН, составляющим от приблизительно 4,8 до приблизи-

тельно 6,9. 

Вариант осуществления 171. Способ по варианту осуществления 170, где значение рН составляет 

приблизительно 5,4. 

Вариант осуществления 172. Способ по варианту осуществления 147, где на первой и второй стади-

ях замены раствора применяют мембрану для диафильтрации, имеющую по меньшей мере одну характе-

ристику, выбранную из группы, состоящей из: 

a) размера отверстий сетки, который превышает приблизительно 350 мкм, но меньше или равен 

приблизительно 500 мкм; 

b) площади живого сечения, которая превышает приблизительно 32%, но меньше или равна при-

близительно 36% от площади мембраны; 

c) плотности сетки, составляющей менее приблизительно 16,2 нити/см, но больше или равной при-

близительно 12,2 нити/см; 

d) диаметра нити, который превышает приблизительно 270 мкм, но меньше или равен приблизи-

тельно 340 мкм; 

e) базового веса, который превышает приблизительно 160 г/м
2
, но меньше или равен 180 г/м

2
; 

f) толщины, которая превышает приблизительно 515 мкм, но меньше или равна приблизительно 610 

мкм; 

g) загрузки мембраны, превышающей приблизительно 1138,1 г/м
2
, но меньше или равной прибли-

зительно 1919,3 г/м
2
; и 

h) максимального давления подачи, составляющего приблизительно 60 psi. 

Вариант осуществления 173. Способ по любому из вариантов осуществления 147-172, где поверх-

ностно-активное вещество добавляют к третьему раствору после проведения концентрирования. 

Вариант осуществления 174. Способ по варианту осуществления 173, где поверхностно-активное 

вещество выбрано из группы, состоящей из полиоксиэтиленсорбитанмоноолеата (полисорбата 80 или 

полисорбата 20), блок-сополимера полиоксиэтилена и полиоксипропилена (полоксамеров, таких как Plu-

ronic F-68 и другие виды Pluronic), сложных сорбитаналкиловых эфиров (Span) полиэтиленгликоль-

октилфениловых эфиров (Triton X-100), полиэтиленгликольалкиловых эфиров (Brij), полипропиленгли-

коль алкиловых эфиров, глюкозидалкиловых эфиров и D-α-токоферолполиэтиленгликольсукцината (ви-

тамина Е TPGS), и присутствует при концентрации, составляющей от приблизительно 0,0001% до при-

близительно 1%. 

Вариант осуществления 175. Способ по варианту осуществления 175, где поверхностно-активное 

вещество представляет собой полиоксиэтиленсорбитанмоноолеат (полисорбат 80) и присутствует при 

концентрации, составляющей приблизительно 0,01% (вес/объем). 

Вариант осуществления 176. Способ составления терапевтического полипептида, предусматри-

вающий: 

a) первую стадию концентрирования, на которой полипептид в первом растворе концентрируют с 

применением ультрафильтрации с периодической загрузкой; 

b) первую стадию замены раствора, на которой для концентрированного полипептида в первом рас-

творе выполняют замену на второй раствор, содержащий N-ацетиларгинин, соль аргинина и буфер, с 

применением диафильтрации и трех диаобъемов второго раствора; 

c) вторую стадию концентрирования, на которой полипептид во втором растворе концентрируют с 

применением ультрафильтрации с периодической загрузкой; 

d) вторую стадию замены раствора, на которой для полипептида в концентрированном втором рас-

творе выполняют замену на третий раствор, содержащий N-ацетиларгинин, соль аргинина и буфер, с 

применением диафильтрации и четырех диаобъемов третьего раствора; 

e) температуру раствора, содержащего полипептид, повышают от приблизительно 25°С до прибли-

зительно 37°С после второй стадии замены раствора; и 

f) третью стадию концентрирования, на которой полипептид дополнительно концентрируют с при-

менением концентрирования с помощью ультрафильтрации с периодической загрузкой; 
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где на первой и второй стадиях замены раствора можно применять мембрану для диафильтрации, 

имеющую по меньшей мере одну характеристику, выбранную из группы, состоящей из: 

g) размера отверстий сетки, который превышает приблизительно 350 мкм, но меньше или равен 

приблизительно 500 мкм; 

h) площади живого сечения, которая превышает приблизительно 32%, но меньше или равна при-

близительно 36% от площади мембраны; 

i) плотности сетки, составляющей менее приблизительно 16,2 нити/см, но больше или равной при-

близительно 12,2 нити/см; 

j) диаметра нити, который превышает приблизительно 270 мкм, но меньше или равен приблизи-

тельно 340 мкм; 

k) базового веса, который превышает приблизительно 160 г/м
2
, но меньше или равен 180 г/м

2
; 

l) толщины, которая превышает приблизительно 515 мкм, но меньше или равна приблизительно 610 

мкм; 

m) загрузки мембраны, превышающей приблизительно 1138,1 г/м
2
, но меньше или равной прибли-

зительно 1919,3 г/м
2
; и 

n) максимального давления подачи, составляющего приблизительно 60 psi; и 

где терапевтический полипептид предусматривает PCSK9-связывающий полипептид, который бло-

кирует связывание PCSK9 с LDLR и выбран из группы, состоящей из: 

i) моноклонального антитела, содержащего тяжелую цепь, имеющую аминокислотную последова-

тельность под SEQ ID NO: 1, и легкую цепь, имеющую аминокислотную последовательность под SEQ ID 

NO: 2 (эволокумаб), или его антигенсвязывающего фрагмента; 

ii) моноклонального антитела, которое конкурирует с эволокумабом за связывание с PCSK9; 

iii) моноклонального антитела, содержащего: 

1) полипептид тяжелой цепи, содержащий следующие определяющие комплементарность области 

(CDR): CDR1 тяжелой цепи, которая представляет собой CDR1 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR2 тяжелой 

цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR3 тяжелой цепи, которая представ-

ляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 14 или 16, и 

2) полипептид легкой цепи, содержащий следующие CDR: CDR1 легкой цепи, которая представля-

ет собой CDR1 в SEQ ID NO: 15 или 17; CDR2 легкой цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID 

NO: 15 или 17; и CDR3 легкой цепи, которая представляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 15 или 17; 

iv) моноклонального антитела, которое связывается с по меньшей мере одним из следующих остат-

ков PCSK9, при этом PCSK9 содержит аминокислотную последовательность под SEQ ID NO: 3: S153, 

D188, I189, Q190, S191, D192, R194, Е197, G198, R199, V200, D224, R237, D238, K243, S373, D374, S376, 

Т377, F379, I154, Т1897, Н193, Е195, I196, М201, V202, С223, Т228, S235, G236, А239, G244, М247, I369, 

S372, С375, С378, R237, D238; 

v) моноклонального антитела, которое связывается с PCSK9 в месте расположения на PCSK9 эпи-

топа, который перекрывается с эпитопом, который связывается антителом, содержащим: 

1) вариабельную область тяжелой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 1; и 

2) вариабельную область легкой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 2, и 

3) где эпитоп для моноклонального антитела дополнительно перекрывается с участком, с которым 

связывается домен EGFa из LDLR. 

Вариант осуществления 177. Способ по варианту осуществления 176, где перед третьей стадией 

концентрирования температуру раствора, содержащего полипептид, повышают от приблизительно 25°С 

до приблизительно 37°С. 

Вариант осуществления 178. Способ по варианту осуществления 176, где начальная концентрация 

терапевтического белка составляет 11 мг/мл или меньше. 

Вариант осуществления 179. Способ по варианту осуществления 176, где на первой стадии концен-

трирования концентрация терапевтического полипептида повышается в от приблизительно 3 до прибли-

зительно 7 раз. 

Вариант осуществления 180. Способ по варианту осуществления 179, где повышенная концентра-

ция полипептида составляет от приблизительно 35 мг/мл до приблизительно 70 мг/мл. 

Вариант осуществления 181. Способ по варианту осуществления 176, где на второй стадии концен-

трирования концентрация терапевтического полипептида повышается в от приблизительно 2 до 4 раз 

относительно первой стадии концентрирования. 

Вариант осуществления 182. Способ по варианту осуществления 181, где повышенная концентра-

ция полипептида составляет приблизительно 140 мг/мл. 

Вариант осуществления 183. Способ по варианту осуществления 176, где на третьей стадии концен-

трирования концентрация терапевтического полипептида повышается в от приблизительно 1,5 до при-

близительно 2 раз относительно второй стадии концентрирования. 

Вариант осуществления 184. Способ по варианту осуществления 183, где повышенная концентра-

ция полипептида составляет приблизительно 260 мг/мл. 

Вариант осуществления 185. Способ по варианту осуществления 176, где терапевтический поли-
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пептид имеет конечную концентрацию, которая в по меньшей мере приблизительно 19-20 раз превышает 

начальную концентрацию терапевтического полипептида. 

Вариант осуществления 186. Способ по варианту осуществления 185, где конечная концентрация 

терапевтического полипептида составляет приблизительно 210 мг/мл. 

Вариант осуществления 187. Способ по варианту осуществления 176, где N-ацетиларгинин присут-

ствует при концентрации, составляющей от приблизительно 25 мМ до приблизительно 230 мМ; соль ар-

гинина представляет собой Arg-HCl, Arg ацетат или Arg глутамат и присутствует при концентрации, со-

ставляющей от приблизительно 25 мМ до приблизительно 150 мМ, и буфер представляет собой натрий-

ацетатный буфер при концентрации, составляющей от приблизительно 5 мМ до приблизительно 30 мМ. 

Вариант осуществления 188. Способ по варианту осуществления 188, где N-ацетиларгинин присут-

ствует при концентрации, составляющей от приблизительно 140 до приблизительно 170 мМ; Arg-HCl, 

Arg ацетат или Arg глутамат присутствует при концентрации, составляющей от приблизительно 63 до 

приблизительно 70 мМ, и натрий-ацетатный буфер присутствует при концентрации, составляющей при-

близительно 10 мМ. 

Вариант осуществления 189. Способ по варианту осуществления 188, где N-ацетиларгинин присут-

ствует при концентрации, составляющей приблизительно 140 мМ, Arg-HCl, Arg ацетат или Arg глутамат 

присутствует при концентрации, составляющей приблизительно 63 мМ, натрий-ацетатный буфер при-

сутствует при концентрации, составляющей приблизительно 10 мМ. 

Вариант осуществления 190. Способ по варианту осуществления 188, где N-ацетиларгинин присут-

ствует при концентрации, составляющей приблизительно 155 мМ, Arg-HCl, Arg ацетат или Arg глутамат 

присутствует при концентрации, составляющей приблизительно 70 мМ, натрий-ацетатный буфер при-

сутствует при концентрации, составляющей приблизительно 10 мМ. 

Вариант осуществления 191. Способ по варианту осуществления 188, где N-ацетиларгинин присут-

ствует при концентрации, составляющей приблизительно 170 мМ, Arg-HCl, Arg ацетат или Arg глутамат 

присутствует при концентрации, составляющей приблизительно 63 мМ, натрий-ацетатный буфер при-

сутствует при концентрации, составляющей приблизительно 10 мМ. 

Вариант осуществления 192. Способ по варианту осуществления 176, дополнительно предусматри-

вающий пролин, где пролин присутствует при концентрации, составляющей от приблизительно 50 мМ 

до приблизительно 150 мМ. 

Вариант осуществления 193. Способ по любому из вариантов осуществления 176-192, где второй 

или третий раствор характеризуется значением рН, составляющим от приблизительно 4,8 до приблизи-

тельно 6,9. 

Вариант осуществления 194. Способ по варианту осуществления 193, где значение рН составляет 

приблизительно 5,4. 

Вариант осуществления 195. Способ по любому из вариантов осуществления 176-194, где поверх-

ностно-активное вещество добавляют к третьему раствору после проведения концентрирования. 

Вариант осуществления 196. Способ по варианту осуществления 195, где поверхностно-активное 

вещество выбрано из группы, состоящей из полиоксиэтиленсорбитанмоноолеата (полисорбата 80 или 

полисорбата 20), блок-сополимера полиоксиэтилена и полиоксипропилена (полоксамеров, таких как Plu-

ronic F-68 и другие виды Pluronic), сложных сорбитаналкиловых эфиров (Span) полиэтиленгликоль-

октилфениловых эфиров (Triton X-100), полиэтиленгликольалкиловых эфиров (Brij), полипропиленгли-

коль алкиловых эфиров, глюкозидалкиловых эфиров и D-α-токоферолполиэтиленгликольсукцината (ви-

тамина Е TPGS), и присутствует при концентрации, составляющей от приблизительно 0,0001% до при-

близительно 1%. 

Вариант осуществления 197. Способ по варианту осуществления 196, где поверхностно-активное 

вещество представляет собой полиоксиэтиленсорбитанмоноолеат (полисорбат 80) и присутствует при 

концентрации, составляющей приблизительно 0,01% (вес/объем). 

Вариант осуществления 198. Способ составления терапевтического полипептида, предусматри-

вающий: 

a) первую стадию концентрирования, на которой полипептид в первом растворе концентрируют с 

применением ультрафильтрации с периодической загрузкой; 

b) первую стадию замены раствора, на которой для концентрированного полипептида в первом рас-

творе выполняют замену на второй с применением диафильтрации и трех диаобъемов второго раствора; 

c) вторую стадию концентрирования, на которой полипептид во втором растворе концентрируют с 

применением ультрафильтрации с периодической загрузкой; 

d) вторую стадию замены раствора, на которой для полипептида в концентрированном втором рас-

творе выполняют замену на третий раствор с применением диафильтрации и четырех диаобъемов треть-

его раствора; 

e) температуру раствора, содержащего полипептид, повышают от приблизительно 25°С до прибли-

зительно 37°С после второй стадии замены раствора; и 

f) третью стадию концентрирования, на которой полипептид дополнительно концентрируют с при-
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менением концентрирования с помощью ультрафильтрации с периодической загрузкой; 

g) в качестве альтернативы стадию добавления полиоксиэтиленсорбитанмоноолеата при концен-

трации, составляющей приблизительно 0,01% (вес/объем) к раствору, полученному на третьей стадии 

концентрирования, 

где второй и третий растворы предусматривают раствор, выбранный из группы, состоящей из рас-

твора, содержащего приблизительно 140 мМ N-ацетиларгинина, приблизительно 50 мМ Arg-HCl и при-

близительно 10 мМ ацетата натрия, при этом раствор характеризуется значением рН, составляющим 

приблизительно 5,2; раствора, содержащего приблизительно 155 мМ N-ацетиларгинина, приблизительно 

70 мМ Arg-HCl и приблизительно 10 мМ ацетата натрия, при этом раствор характеризуется значением 

рН, составляющим приблизительно 5,4; и раствора, содержащего приблизительно 170 мМ N-

ацетиларгинина, приблизительно 10 мМ ацетата натрия, при этом раствор характеризуется значением 

рН, составляющим приблизительно 5,6; 

где на первой и второй стадиях замены раствора можно применять мембрану для диафильтрации, 

имеющую по меньшей мере одну характеристику, выбранную из группы, состоящей из: 

h) размера отверстий сетки, который превышает приблизительно 350 мкм, но меньше или равен 

приблизительно 500 мкм; 

i) площади живого сечения, которая превышает приблизительно 32%, но меньше или равна прибли-

зительно 36% от площади мембраны; 

j) плотности сетки, составляющей менее приблизительно 16,2 нити/см, но больше или равной при-

близительно 12,2 нити/см; 

k) диаметра нити, который превышает приблизительно 270 мкм, но меньше или равен приблизи-

тельно 340 мкм; 

l) базового веса, который превышает приблизительно 160 г/м
2
, но меньше или равна 180 г/м

2
; 

m) толщины, которая превышает приблизительно 515 мкм, но меньше или равна приблизительно 

610 мкм; 

n) загрузки мембраны, превышающей приблизительно 1138,1 г/м
2
, но меньше или равной прибли-

зительно 1919,3 г/м
2
; и 

о) максимального давления подачи, составляющего приблизительно 60 psi; и 

где терапевтический полипептид предусматривает PCSK9-связывающий полипептид, который бло-

кирует связывание PCSK9 с LDLR и выбран из группы, состоящей из: 

i) моноклонального антитела, содержащего тяжелую цепь, имеющую аминокислотную последова-

тельность под SEQ ID NO: 1, и легкую цепь, имеющую аминокислотную последовательность под SEQ ID 

NO: 2 (эволокумаб), или его антигенсвязывающего фрагмента; 

ii) моноклонального антитела, которое конкурирует с эволокумабом за связывание с PCSK9; 

iii) моноклонального антитела, содержащего: 

1) полипептид тяжелой цепи, содержащий следующие определяющие комплементарность области 

(CDR): CDR1 тяжелой цепи, которая представляет собой CDR1 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR2 тяжелой 

цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID NO: 14 или 16; CDR3 тяжелой цепи, которая представ-

ляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 14 или 16, и 

2) полипептид легкой цепи, содержащий следующие CDR: CDR1 легкой цепи, которая представля-

ет собой CDR1 в SEQ ID NO: 15 или 17; CDR2 легкой цепи, которая представляет собой CDR2 в SEQ ID 

NO: 15 или 17; и CDR3 легкой цепи, которая представляет собой CDR3 в SEQ ID NO: 15 или 17; 

iv) моноклонального антитела, которое связывается с по меньшей мере одним из следующих остат-

ков PCSK9, при этом PCSK9 содержит аминокислотную последовательность под SEQ ID NO: 3: S153, 

D188, I189, Q190, S191, D192, R194, Е197, G198, R199, V200, D224, R237, D238, K243, S373, D374, S376, 

Т377, F379, I154, Т1897, Н193, Е195, I196, М201, V202, С223, Т228, S235, G236, А239, G244, М247, I369, 

S372, С375, С378, R237, D238; 

v) моноклонального антитела, которое связывается с PCSK9 в месте расположения на PCSK9 эпи-

топа, который перекрывается с эпитопом, который связывается антителом, содержащим: 

1) вариабельную область тяжелой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 1; и 

2) вариабельную область легкой цепи с аминокислотной последовательностью из SEQ ID NO: 2, и 

где эпитоп для моноклонального антитела дополнительно перекрывается с участком, с которым 

связывается домен EGFa из LDLR. 

Вариант осуществления 199. Способ по варианту осуществления 104, где субъект имеет заболева-

ние или нарушение, выбранное из группы, состоящей из заболевания или нарушения, связанного с по-

вышенным уровнем содержания холестерина, выбранного из группы, состоящей из семейной гиперхоле-

стеринемии (включая гетерозиготную гиперхолестеринемию, гомозиготную гиперхолестеринемию, се-

мейную гиперхолестеринемию с дефектным аполипопротеином В-100; полигенную гиперхолестерине-

мию), несемейной гиперхолестеринемии, гиперлипидемии, заболевания сердца, метаболического син-

дрома, диабета, ишемической болезни сердца, инсульта, сердечно-сосудистых заболеваний, болезни 

Альцгеймера и видов дислипидемии (включая первичную и вторичную дислипидемии, такие как метабо-

лический синдром, сахарный диабет, семейная комбинированная гиперлипидемия, семейная гипертриг-
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лицеридемия; семейная дисбеталипопротеинемия, дефицит печеночной липазы; дислипидемия, вторич-

ная для неразборчивости в питании, гипотиреоза, приема лекарственных средств, включая эстрогеновую 

и прогестиновую терапию, бета-адреноблокаторы и тиазидные диуретики; нефротического синдрома, 

хронической почечной недостаточности, синдрома Кушинга, первичного биллиарного цирроза, болезни 

накопления гликогена, гепатомы, холестаза, акромегалии, инсулиномы, изолированного дефицита гор-

мона роста или алкогольной гипертриглицеридемии; атеросклеротического заболевания, выбранного из 

группы, состоящей из смерти по причине сердечно-сосудистой патологии, смерти не по причине сердеч-

но-сосудистой патологии или смерти от всех причин, ишемической болезни сердца, коронарной недоста-

точности, заболевания периферических артерий, инсульта (ишемического и геморрагического), стено-

кардии, нарушения мозгового кровообращения и острого коронарного синдрома, инфаркта миокарда и 

нестабильной стенокардии; и заболевания или нарушения, с которым можно бороться с применением 

статинов. 

Вариант осуществления 200. Способ по варианту осуществления 104, где лечение субъекта преду-

сматривает снижение риска развития состояния, выбранного из группы, состоящей из смертельного и 

несмертельного сердечного приступа, смертельного и несмертельного инсульта, операции на сердце, 

госпитализации по причине сердечной недостаточности, боли в груди у субъекта, имеющего заболевание 

сердца, и/или сердечно-сосудистых осложнений вследствие установленного заболевания сердца, сердеч-

но-сосудистого состояния, обусловленного повышенным уровнем CRP или hsCRP, и рецидивирующего 

сердечно-сосудистого осложнения. 

Вариант осуществления 201. Фармацевтическая композиция по любому из вариантов осуществле-

ния 1-103 для применения в качестве медицинского препарата. 

Вариант осуществления 202. Фармацевтическая композиция по варианту осуществления 201, где 

медицинский препарат предназначен для применения в лечении заболевания или нарушения, выбранного 

из группы, состоящей из заболевания или нарушения, связанного с повышенным уровнем содержания 

холестерина, выбранного из группы, состоящей из семейной гиперхолестеринемии (включая гетерози-

готную гиперхолестеринемию, гомозиготную гиперхолестеринемию, семейную гиперхолестеринемию с 

дефектным аполипопротеином В-100; полигенную гиперхолестеринемию), несемейной гиперхолестери-

немии, гиперлипидемии, заболевания сердца, метаболического синдрома, диабета, ишемической болезни 

сердца, инсульта, сердечно-сосудистых заболеваний, болезни Альцгеймера и видов дислипидемии 

(включая первичную и вторичную дислипидемии, такие как метаболический синдром, сахарный диабет, 

семейная комбинированная гиперлипидемия, семейная гипертриглицеридемия; семейная дисбеталипо-

протеинемия, дефицит печеночной липазы; дислипидемия, вторичная для неразборчивости в питании, 

гипотиреоза, приема лекарственных средств, включая эстрогеновую и прогестиновую терапию, бета-

адреноблокаторы и тиазидные диуретики; нефротического синдрома, хронической почечной недостаточ-

ности, синдрома Кушинга, первичного биллиарного цирроза, болезни накопления гликогена, гепатомы, 

холестаза, акромегалии, инсулиномы, изолированного дефицита гормона роста или алкогольной гипер-

триглицеридемии; атеросклеротического заболевания, выбранного из группы, состоящей из смерти по 

причине сердечно-сосудистой патологии, смерти не по причине сердечно-сосудистой патологии или 

смерти от всех причин, ишемической болезни сердца, коронарной недостаточности, заболевания пери-

ферических артерий, инсульта (ишемического и геморрагического), стенокардии, нарушения мозгового 

кровообращения и острого коронарного синдрома, инфаркта миокарда и нестабильной стенокардии; и 

заболевания или нарушения, с которым можно бороться с применением статинов. 

Вариант осуществления 203. Способ по варианту осуществления 202, где медицинский препарат 

предназначен для снижения риска развития состояния, выбранного из группы, состоящей из смертельно-

го и несмертельного сердечного приступа, смертельного и несмертельного инсульта, операции на сердце, 

госпитализации по причине сердечной недостаточности, боли в груди у субъекта, имеющего заболевание 

сердца, и/или сердечно-сосудистых осложнений вследствие установленного заболевания сердца, сердеч-

но-сосудистого состояния, обусловленного повышенным уровнем CRP или hsCRP, и рецидивирующего 

сердечно-сосудистого осложнения. 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Фармацевтическая композиция, содержащая: 

a) по меньшей мере 140 мг/мл PCSK9-связывающего полипептида, который выбран из группы, со-

стоящей из: 

i) моноклонального антитела, содержащего полипептид тяжелой цепи, имеющий аминокислотную 

последовательность под SEQ ID NO: 1, и полипептид легкой цепи, имеющий аминокислотную последо-

вательность под SEQ ID NO: 2 (эволокумаб), или его антигенсвязывающего фрагмента; и 

ii) моноклонального антитела, содержащего: 

1) полипептид тяжелой цепи, содержащий следующие определяющие комплементарность области 

(CDR): CDR1, CDR2 и CDR3 тяжелой цепи, имеющие аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 

7, 8 и 9 соответственно, и 

2) полипептид легкой цепи, содержащий следующие CDR: CDR1, CDR2 и CDR3 легкой цепи, име-

ющие аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 4, 5 и 6 соответственно; и 

b) от приблизительно 25 мМ до приблизительно 230 мМ N-ацетиларгинина, и 

c) по меньшей мере один компонент из числа соли аргинина или пролина, 

где фармацевтическая композиция имеет вязкость менее 80 сП. 

2. Фармацевтическая композиция по п.1, где PCSK9-связывающий полипептид присутствует при 

концентрации, составляющей от 140 до 260 мг/мл. 

3. Фармацевтическая композиция по п.1 или 2, где концентрация PCSK9-связывающего полипепти-

да составляет 210 мг/мл. 

4. Фармацевтическая композиция по любому из пп.1-3, дополнительно содержащая буфер. 

5. Фармацевтическая композиция по любому из пп.1-4, дополнительно содержащая поверхностно-

активное вещество. 

6. Фармацевтическая композиция по любому из пп.1-5, дополнительно содержащая пролин. 

7. Фармацевтическая композиция по любому из пп.1-6, дополнительно содержащая соль аргинина. 

8. Фармацевтическая композиция по любому из пп.1-7, где композиция содержит высокомолеку-

лярные агрегаты или олигомеры PCSK9-связывающего полипептида на уровне менее 3% от концентра-
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ции PCSK9-связывающего полипептида. 

9. Фармацевтическая композиция по любому из пп.1-8, где фармацевтическая композиция является 

жидкой. 

10. Применение фармацевтической композиции по любому из пп.1-9 в получении лекарственного 

средства для снижения холестерина в сыворотке у субъекта, представляющего собой человека. 

11. Применение фармацевтической композиции по любому из пп.1-9 в получении лекарственного 

средства для лечения нарушения, связанного с холестерином, у субъекта, представляющего собой чело-

века, причем нарушение, связанное с холестерином, включает одно или более из следующего: семейная 

гиперхолестеринемия, несемейная гиперхолестеринемия, гиперлипидемия, болезнь сердца, метаболиче-

ский синдром, диабет, ишемическая болезнь сердца, инсульт, сердечно-сосудистые заболевания, болезнь 

Альцгеймера, дислипидемия, сахарный диабет, семейная комбинированная гиперлипидемия, семейная 

гипертриглицеридемия, семейная гиперхолестеринемия, гетерозиготная гиперхолестеринемия, гомози-

готная гиперхолестеринемия, семейный дефект аполипопротеина В-100, синдром полигенной гиперхоле-

стеринемии, нефротический синдром, хроническая почечная недостаточность, синдром Кушинга, пер-

вичный биллиарный цирроз, болезни накопления гликогена, гепатома, холестаз, акромегалия, инсулино-

ма, изолированный дефицит гормона роста, алкогольная гипертриглицеридемия или дислипидемия, вто-

ричная по отношению к любому из следующих факторов: несоблюдение диеты, гипотиреоз, лекарствен-

ные препараты, бета-блокаторы и тиазидные диуретики. 

12. Набор для лечения нарушения, связанного с холестерином, у субъекта, представляющего собой 

человека, содержащий фармацевтическую композицию по любому из пп.1-9 и устройство для доставки, 

выбранное из группы, состоящей из шприца, шприца-ручки, нательного инъектора и автоинъектора. 

13. Способ получения PCSK9-связывающего полипептида в фармацевтической композиции, содер-

жащей по меньшей мере 140 мг/мл PCSK9-связывающего полипептида, включающий добавление к фар-

мацевтической композиции, содержащей PCSK9-связывающий полипептид, от приблизительно 25 мМ 

до приблизительно 230 мМ N-ацетиларгинина и по меньшей мере один компонент из числа соли аргини-

на или пролина, вследствие чего вязкость фармацевтической композиции снижается по сравнению с 

фармацевтической композицией, не содержащей N-ацетиларгинин, и где PCSK9-связывающий полипеп-

тид выбран из группы, состоящей из: 

a) моноклонального антитела, содержащего полипептид тяжелой цепи, имеющий аминокислотную 

последовательность под SEQ ID NO: 1, и полипептид легкой цепи, имеющий аминокислотную последо-

вательность под SEQ ID NO: 2 (эволокумаб), или его антигенсвязывающего фрагмента; и 

b) моноклонального антитела, содержащего: 

i) полипептид тяжелой цепи, содержащий следующие определяющие комплементарность области 

(CDR): CDR1, CDR2 и CDR3 тяжелой цепи, имеющие аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 

7, 8 и 9 соответственно, и 

ii) полипептид легкой цепи, содержащий следующие CDR: CDR1, CDR2 и CDR3 легкой цепи, име-

ющие аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 4, 5 и 6 соответственно; где фармацевтическая 

композиция имеет вязкость менее 80 сП. 

14. Способ получения терапевтического полипептида, включающий: 

a) первую стадию замены раствора, на которой для концентрированного полипептида в первом рас-

творе выполняют замену на второй раствор, содержащий N-ацетиларгинин, с использованием диафильт-

рации; 

b) вторую стадию концентрирования, на которой полипептид во втором растворе концентрируют; 

c) вторую стадию замены раствора, на которой для полипептида в концентрированном втором рас-

творе выполняют замену на третий раствор, содержащий от приблизительно 25 мМ до приблизительно 

230 мМ N-ацетиларгинина, с использованием диафильтрации; и 

d) третью стадию концентрирования, на которой полипептид в третьем растворе концентрируют; 

где терапевтический полипептид предусматривает PCSK9-связывающий полипептид, который бло-

кирует связывание PCSK9 с LDLR и выбран из группы, состоящей из: 

i) моноклонального антитела, содержащего тяжелую цепь, имеющую аминокислотную последова-

тельность под SEQ ID NO: 1, и легкую цепь, имеющую аминокислотную последовательность под SEQ ID 

NO: 2 (эволокумаб), или его антигенсвязывающего фрагмента; и 

ii) моноклонального антитела, содержащего: 

1) полипептид тяжелой цепи, содержащий следующие определяющие комплементарность области 

(CDR): CDR1, CDR2 и CDR3 тяжелой цепи, имеющие аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 

7, 8 и 9 соответственно, и 

2) полипептид легкой цепи, содержащий следующие CDR: CDR1, CDR2 и CDR3 легкой цепи, име-

ющие аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 4, 5 и 6 соответственно. 

15. Способ по п.14, где перед третьей стадией концентрирования температуру раствора, содержа-

щего полипептид, повышают от 25°С до 37°С. 

16. Способ по п.14, где на первой стадии концентрирования концентрация терапевтического поли-

пептида повышается от 3 до 7 раз. 
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17. Способ по п.14, где на второй стадии концентрирования концентрация терапевтического поли-

пептида повышается от 2 до 4 раз относительно первой стадии концентрирования. 

18. Способ по п.14, где на третьей стадии концентрирования концентрация терапевтического поли-

пептида повышается от 1,5 до 2 раз относительно второй стадии концентрирования. 

19. Способ по п.14, где терапевтический полипептид имеет конечную концентрацию, которая в по 

меньшей мере 19-20 раз превышает начальную концентрацию терапевтического полипептида. 

20. Способ по п.14, где стадии концентрирования включают ультрафильтрацию с периодической 

загрузкой. 

21. Способ по любому из пп.14-19, где второй или третий раствор имеет рН от 4,8 до 6,9. 

22. Способ по п.14, где на первой и второй стадиях замены раствора используют мембрану для диа-

фильтрации, имеющую по меньшей мере одну характеристику, выбранную из группы, состоящей из: 

a) размера отверстий сетки, который превышает 350 мкм, но меньше или равен 500 мкм; 

b) площади живого сечения, которая превышает 32%, но меньше или равна 36% от площади мем-

браны; 

c) плотности сетки, составляющей менее 16,2 нити/см, но больше или равной 12,2 нити/см; 

d) диаметра нити, который превышает 270 мкм, но меньше или равен 340 мкм; 

e) базового веса, который превышает 160 г/м
2
, но меньше или равен 180 г/м

2
; 

f) толщины, которая превышает 515 мкм, но меньше или равна 610 мкм; 

g) загрузки мембраны, превышающей 1138,1 г/м
2
, но меньше или равной 1919,3 г/м

2
; и 

h) максимального давления подачи, составляющего 60 psi. 

23. Способ по любому из пп.14-22, где поверхностно-активное вещество добавляют к третьему рас-

твору после проведения концентрирования. 
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