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DESCRIPCION
Formulaciones antagonistas de VEGF
Campo de la invencion

La presente invencion se dirige a formulaciones farmacéuticas que comprenden agentes capaces de inhibir al factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF). La invencidn incluye formulaciones farmacéuticas que tienen estabilidad
aumentada.

Estado de la técnica relacionada

La expresion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es practicamente ubicua en cancer humano, en
consistencia con su papel como un mediador clave de la neoangiogénesis tumoral. El bloqueo de la funcion de
VEGF, mediante la unién a la molécula o su receptor VEGFR-2, inhibe el crecimiento de las células tumorales
implantadas en multiples modelos de xenotrasplantes (véase, por ejemplo, Gerber et al. (2000) Cancer Res.
60:6253-6258). Se ha descrito una proteina de fusion antagonista soluble especifica de VEGF, denominada una
"Trampa de VEGF" (Kim et al. (2002) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 99: 11399-404; Holash et al. (2002) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 99:11393-8).

Los siguientes documentos también se refieren a:

- El documento WO 2005/000895 que se refiere a las Trampas de VEGF y a los usos terapéuticos de las mismas;

- Fraser et al (2005) J. Clin. Endocrinol. & Metabolism, 90(2): 1114-1122 que concierne a inyecciones simples de
una trampa de factor de crecimiento endotelial vascular que bloquea la ovulacion;

- El documento US 2005/032699 que concierne a una composicion de un antagonista de VEGF y un agente
anti-proliferativo;

- El documento WO 02/060489 que concierne a un método para usar una variante del receptor de VEGF para
tratar la psoriasis y para potenciar la curacion de heridas; y

- El documento US 2005/276808 que concierne a un método de administracion y de uso de los inhibidores de
VEGF para el tratamiento del cancer.

Breve sumario de la invencion

En el presente documento se proporcionan formulaciones estables de una proteina de fusidn especifica antagonista
de VEGF. Las formulaciones farmacéuticamente aceptables de la invencion comprenden la "trampa" antagonista de
VEGF con un transportador farmacéuticamente aceptable.

La invencién proporciona una formulacién liquida de una proteina de fusion antagonista especifica de VEGF, que
comprende histidina 10 mM, NaCl 50 mM, sacarosa al 5-20 % y 50-100 mg/ml de una proteina de fusién que tiene
un componente del receptor que consiste en un dominio similar a inmunoglobulina (Ig) 2 de un primer receptor de
VEGF y un dominio de Ig 3 de un segundo receptor de VEGF, y un componente de multimerizacién, a un pH de
6,0-6,5, en el que el primer receptor de VEGF es Flt1 y el segundo receptor de VEGF es Flk1 o Flt4, que ademas
comprende polisorbato 20 al 0,1 % o PEG 3350 al 3 %.

En una realizacion, la proteina de fusion tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°:4.

La proteina de fusion puede comprender los aminoacidos de 62-457 de SEC ID: N°4 y esta glucosilada en los restos
de Asn 62, 94, 149, 222 y 308.

Descripcion detallada de la Invencién
Descripcion general

El manejo seguro y la administracion de las formulaciones que comprenden proteinas representan retos
significativos para los formuladores farmacéuticos. Las proteinas poseen propiedades quimicas y fisicas Unicas que
presentan problemas de estabilidad: existe una variedad de rutas de degradaciéon para las proteinas, implicando
tanto la inestabilidad quimica como la fisica. La inestabilidad quimica incluye la desaminacion, agregacion, el recorte
de la estructura peptidica y la oxidacion de los restos de metionina. La inestabilidad fisica abarca muchos
fendmenos, incluyendo, por ejemplo, la agregacion.

Antagonistas del VEGF
Un antagonista de VEGF es un compuesto que puede bloquear o inhibir la accién bioldgica del factor de crecimiento

endotelial vascular (VEGF), e incluye proteinas de fusién capaces de atrapar a VEGF. En una realizacion preferente,
el antagonista de VEGF usado en la formulaciéon de la invencion es la proteina de fusion de SEC ID N°:4. El
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antagonista de VEGF puede expresarse en una linea celular de mamiferos tal como una célula CHO y puede
modificarse post-traduccionalmente. En una realizacién especifica, la proteina de fusion comprende los aminoacidos
de 27-457 de SEC ID N°:4 y esta glucosilada en los restos de Asn 62, 94, 149, 222 y 308.

El antagonista de VEGF puede prepararse por cualquier método conocido en la materia o que sera conocido.

El antagonista de VEGF esta preferentemente sustancialmente libre de proteinas contaminantes en el momento en
el que se usa para preparar la formulaciéon farmacéuticamente aceptable. Por "sustancialmente libre de proteinas
contaminantes" se entiende, preferentemente, que al menos el 90 % del peso de la preparacion proteina de fusién
antagonista especifica de VEGF usada para realizar una formulacion es una proteina de fusion antagonista de
VEGF, mas preferentemente al menos el 95 %, mas preferentemente al menos el 99 %, La proteina de fusion esta
preferentemente sustancialmente libre de agregados. "Sustancialmente libre de agregados" significa que al menos el
90 % del peso de la proteina de fusion no esta presente en un agregado en el momento en el que la proteina de
fusiéon se usa para preparar la formulacion farmacéuticamente eficaz. La proteina de fusion puede contener
cantidades bajas o traza de compuestos como resultado del proceso de purificacion, por ejemplo, cantidades bajas o
traza de citrato y/o polisorbato.

Formulaciones liquidas estables

La invencién proporciona una formulacién liquida estable farmacéuticamente aceptable tal como se define
anteriormente.

Se determina la estabilidad de una serie de modos en momentos especificados, incluyendo la determinacion del pH,
la inspeccion visual del color y la apariencia, la determinacién del contenido de proteina total por métodos conocidos
en la técnica, por ejemplo, espectroscopia UV, SDS-PAGE, HPLC de exclusién molecular, bioensayo de la
determinacion de la actividad, isoelectroenfoque y cuantificacion de isoaspartato. En un ejemplo de bioensayo util
para determinar la actividad del antagonista de la actividad de VEGF, se usa una linea celular BAF/3
VEGFR1/EPOR para determinar la uniéon a VEGF165.

Pueden almacenarse las formulaciones en un ambiente privado de oxigeno. Los ambientes privados de oxigeno
pueden generarse mediante el almacenamiento de las formulaciones con un gas inerte tal como por ejemplo, argén,
nitrégeno o helio.

Ejemplos
Ejemplo 1. Estabilidad de una Formulacién Liquida de una Trampa de VEGF a 50 mg/ml

Una formulacion liquida que contiene fosfato 10 mM, NaCl 50 mM, polisorbato 20 al 0,1 %, sacarosa al 20 % y
50 mg/ml de trampa de VEGF (SEC ID N°:4), pH 6,25, se almacend a 5 °C y se ensayaron las muestras a los 3, 6, 9,
12, 18 y 24 meses. Se determind la estabilidad mediante SE-HPLC. Los resultados, mostrados en la Tabla 1,
muestran que el 98,6 % y el 98,3 % de la proteina de la trampa de VEGF permanecia intacta (no degradada) a los
12 y 24 meses, respectivamente. La turbidez se midié a una DO4gs nm, y el porcentaje de proteina recuperada por
HPLC de exclusién molecular.

Tabla 1. Estabilidad de la Proteina de la Trampa de VEGF a 50 mg/ml Cuando se Almacenaa 5 °C
(VGFT-SS065)

Meses Apariencia Visual Turbidez pH % de Trampa de % de Trampa de VEGF con
VEGF recuperada Configuracion Nativa
0 Pasada 0,00 6,2 100 99,0
3 Pasada 0,00 6,2 102 98,8
6 Pasada 0,01 6,2 103 98,7
9 Pasada 0,01 6,3 102 98,2
12 Pasada 0,01 6,3 106 98,6
18 Pasada 0,00 6,3 103 98,4
24 Pasada 0,00 6,2 93 98,3

Una formulacion liquida que contenia fosfato 10 mM, NaCl 50 mM, PEG 3350 al 3 %, sacarosa al 20 % y 50 mg/ml
de trampa de VEGF (SEC ID N°:4), pH 6,25, se almacend a 5 °C y se ensayaron las muestras alos 3, 6,9, 12, 18 y
24 meses. En la Tabla 2 se muestran los resultados de estabilidad.
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Tabla 2. Estabilidad de la Proteina de la Trampa de VEGF a 50 mg/ml Cuando se Almacenaa 5 °C

(VGFT-SS065)

Meses Apariencia Visual Turbidez pH % de Trampa de % de Trampa de VEGF con
VEGF recuperada Configuracion Nativa
0 Pasada 0,00 6,2 100 99,0
3 Pasada 0,00 6,2 100 98,8
6 Pasada 0,01 6,3 103 98,5
9 Pasada 0,00 6,3 103 98,3
12 Pasada 0,01 6,3 110 98,3
18 Pasada 0,00 6,3 113 98,0
24 Pasada 0,01 6,2 90 97,8

Ejemplo 2. Estabilidad de una Formulacién Liquida de una Trampa de VEGF a 75 mg/ml

Una formulacion liquida que contenia fosfato 10 mM, NaCl 50 mM, Polisorbato 20 al 0,1 %, sacarosa al 20 %, y
75 mg/ml de trampa de VEGF (SEC ID N°:4), pH 6,25, se almacend a 5 °C y se ensayaron las muestras a los 0, 1,
2,3, 3,9, 12y 15 meses. En la Tabla 3 se muestran los resultados de estabilidad.

Tabla 3. Estabilidad de la Proteina de la Trampa de VEGF a 75 mg/ml Cuando se Almacena 5 °C
(VGFT-SS101)

15

20

Meses Apariencia Visual Turbidez pH % de Trampa de % de Trampa de VEGF con
VEGF recuperada Configuracion Nativa
0 Pasada 0,00 6,2 100 97,1
1 Pasada 0,00 6,2 96 97,0
2,3 Pasada 0,00 6,2 98 96,7
3 Pasada 0,00 6,2 97 96,1
9 Pasada -0,01 6,0 101 96,0
12 Pasada 0,00 6,3 110 94,5
15 Pasada 0,00 6,3 92 95,6

Una formulacion liquida que contenia fosfato 10 mM, NaCl 50 mM, PEG 3350 al 3%, sacarosa al 20 % y 75 mg/ml
de trampa de VEGF (SEC ID N°:4), pH 6,25, se almacend a 5 °C y se ensayaron las muestras alos 0, 1, 2,3, 3, 9, 12

y 15 meses. En la Tabla 4 se muestran los resultados de estabilidad.

Tabla 4. Estabilidad de la Proteina de la Trampa de VEGF a 75 mg/ml Cuando se Almacenaa 5 °C

(VGFT-SS101)

Meses Apariencia Visual Turbidez pH % de Trampa de % de Trampa de VEGF con
VEGF recuperada Configuracion Nativa
0 Pasada 0,00 6,2 100 96,8
1 Pasada 0,00 6,2 99 96,7
2,3 Pasada 0,00 6,2 97 96,3
3 Pasada 0,00 6,2 89 95,6
9 Pasada -0,01 6,2 98 95,4
12 Pasada -0,01 6,3 112 94 .1
15 Pasada 0,00 6,3 98 94,8
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Ejemplo 3. Estabilidad de una Formulacién Liquida de una Trampa de VEGF a 100 mg/ml

Una formulacion liquida que contenia fosfato 10 mM, NaCl 50 mM, Polisorbato 20 al 0,1 %, sacarosa al 20 %, y

100 mg/ml de trampa de VEGF (SEC ID N°:4), pH 6,25, se almaceno a 5 °C y se ensayaron las muestras a los 0, 1,
5 23,3,9, 12y 15 meses. En la Tabla 5 se muestran los resultados de estabilidad.

Tabla 5. Estabilidad de la Proteina de la Trampa de VEGF a 100 mg/ml Almacenada a 5 °C (VGFT-SS101)

Meses | Apariencia Visual | Turbidez | pH | % de Trampa de VEGF % de Trampa de VEGF con
recuperada Configuracion Nativa
0 Pasada 0,00 6,3 100 96,7
1 Pasada 0,00 6,2 92 96,6
2,3 Pasada 0,00 6,2 92 96,2
6 Pasada 0,00 6,2 99 95,5
9 Pasada -0,01 6,2 92 95,5
12 Pasada -0,01 6,2 110 93,9
15 Pasada 0,00 6,3 108 94,8

Una formulacién liquida que contenia fosfato 10 mM, NaCl 50 mM, PEG 3350 al 3 %, sacarosa al 20 % y 100 mg/ml
10  de trampa de VEGF (SEC ID N°:4), pH 6,25, se almacend a 5 °C y se ensayaron las muestras alos 0, 1, 2,3, 3, 9, 12
y 15 meses. En la Tabla 6 se muestran los resultados de estabilidad.

Tabla 6. Estabilidad de la Proteina de la Trampa de VEGF a 100 mg/ml Almacenada a 5 °C (VGFT-SS101)

15

Meses | Apariencia Visual | Turbidez | pH | % de Trampa de VEGF % de Trampa de VEGF con
recuperada Configuracion Nativa
0 Pasada 0,00 6,3 100 96,5
1 Pasada 0,01 6,2 94 96,2
2,3 Pasada 0,01 6,2 93 95,7
6 Pasada 0,01 6,2 102 94,6
9 Pasada 0,00 6,2 95 94,6
12 Pasada 0,00 6,3 96 92,8
15 Pasada 0,01 6,3 102 93,9

Ejemplo 4. Formulaciéon de Trampa Estable de VEGF

La formulacién de la invencién comprende histidina 10 mM, NaCl 50 mM, sacarosa al 5-20 %, 50-100 mg/ml de
trampa de VEGF, y uno de polisorbato al 0,1 % o PEG 3350 al 3 %. Una ventaja de esta formulacion liquida es que
esta proporciona una concentracién mas alta de trampa de VEGF sin la necesidad de fabricar un producto liofilizado.

20  Por lo tanto, esta formulacion proporciona facilidad para la administracion subcutanea, por ejemplo, permitiendo el
suministro de una jeringuilla rellena con anterioridad de liquido a una concentracion mas alta que la administrada por
infusion 1V. Asi mismo, esta formulacion podria usarse ventajosamente para proporcionar volimenes de infusion
mas bajos y tiempos de infusidbn mas cortos. La cantidad de degradacion determinada por SE-HPLC después de la
incubacion a 5 °C durante hasta 15 o0 25 meses se resume en la Tabla 7.

25
Tabla 7. Estabilidad de Formulacion Liquida con 50-100 mg/ml de Trampa de VEGF (VGFT-SS101)
Incubacion (meses) Trampa de VEGF % de Polisorbato % de PEG | % de Degradacion
(mg/ml) 20 3350
24 50 0,1 - 0,7
24 50 - 3 1,3
15 75 0,1 - 1,5
15 75 - 3 2,0
15 100 0,1 - 1,9
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Incubacion (meses)

Trampa de VEGF
(mg/ml)

% de Polisorbato

20

% de PEG
3350

% de Degradacion

15

100

3

2,6
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<210>
<211>
<212>

1
1453
ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223>

<400>

<210>

Sintético
1

aagcttggge
caaccaccat
tgcttcotcac
ccgaaattat
ctaacagtcac
gecataatctyg
ggctbetgac
atcgacaaac
ctgttggaga
acttcaacty
taaaaaccca
taaccecggag
agaacagoac
caccgtgecc
ccaaggacac
gocacgaaga
ccaagacaaa
cecgtoctgea
ccoteccage
aggtgtacac
goctggtcaa
cggagaacaa
atagcaaget
tgatgecatga
aatgagcegge

2

<211> 458

<212>

PRT

tgcaggtega
ggtcagetac
aggatctagt
acacatgact
tgttacttta
ggacagtaga
ctgtgaagca
caatacaatc
aaagcttgte
ggaataccct
gtctygggagt
tgaccaagga
atttgrcagy
agcacctgaa
cctecatgate
ccetgaggte
goccgcgggay
ccaggactgyg
cecccategag
cctgococea
aggcttctat
ctacaagacc
caccgtggac
ggctctgeac
cgce

<213> Secuencia Artificial

tcgactctag
tgggacaccy
tcoggaggta
gaaggaaggoyg
aaaaagtttc
aagggcttca
acagtcaatyg
atagatgtgg
ttaaattgta
fcttcgaage
gagatgaaga
ttgtacacct
gtcecatgaaa
ctectggggg
tcecggacec
aagttcaact
gagcagtaca
ctgaatggea
aaaaccatet
teccegggaty
ccecagogaca
acgcetoocyg
aagagcaggt
aaccactaca

aggatecgate
gggtectact
gacctttegt
agetegtceat
cacttgacac
tcatatcaaa
ggcattigta
ttetgagtee
cagcaagaac
atcagcataa
aatttttgag
gtgcageatce
agggcccgygy
gacecgtcagt
ctgaggtcac
ggtacgtgga
acagcacgta
aggagtacaa
ccaaageocaa
agetgaccaa
tegecgtgga
tgetggacte
ggcagcagygyg
cgcagaagag

ceccggygcgag
gtgcgcgetg
agagatgtac
toecctgecgy
tttgatocct
tgcaacgtac
taagacaaac
gtctecatgga
tgaactaaat
gaaacttgta
cacctteact
cagtgggcty
cgacaaaact
cttectette
atgcgtggty
cggegtygag
cogtgtggte
gtgcaaggte
agggcagcad
gaaccaggte
gtgggagage
cgacggetee
gaacgtette
cctoteecety

ctegaatteyg
cteoagctgte
agtgaaatce
gttacgtcac
gatggaaaac
aaagaaatag
tatcteacac
attgaactat
gtggggatty
aaccgagacce
atagatggtyg
atgaccaaga
cacacatgcc
ccoccaaaac
gtggacgtga
gtgcataatg
agegtectea
tccaacaaay
cgagaaccac
agcctgacct
aatgggcage
ttotteoctet
tcatgctecyg
totooggata

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
240
900
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1453




<220>

<223> Sintético

<400> 2

Met
Cys
Met
Leu
Lys
65

Trp
Ile
Thr
Leu
Leu
145
Trp
AsD
Leu
Ala
Val
225
Pro
Lys
val
Tyr
Glu
305
His
Lys
Gln
Leu
Pro
385
Asn
Leuw

val

Gln

val
Leu
TYY
val
50

Lys
AsSp
Gly
Asn
Ser
13¢
Aszn
Glu
Leu
Thr
Ala
210
His
Ala
Pro
val
Val
290
Gln
Gln
Ala
Pro
Thr
370
Ser
Ty
Tyr
Phe

Lys
450

Ser
Leu
Ser
35

Ile
Fhe

Ser

Leu

Tyr
115
Pro
Cys
Ty
Liys
Ile
195
Ser
GElu
Pro
Lys
val
275
Asp
TyY
Asp
Lieu
Arg
355
Lys
Asp
Lys
Ser
Ser

435
Ser

Tyr
Leu
20

Glu
Pro
Pro
Arg
Leu
100
Leu
Ser
Thr
Pro
Thr
180
Asp
Ser
Lys
Glu
Asp
260
asp
Gly
Asn
Trp
Pro
340
Glu
Asn
Ile
Thr
Lys
420
Cys

Leu

Trp
Thr
Ile
Cys
Leu
Lys
a5

Thr
Thr
His
Ala
Ser
165
Gln
Gly
Gly
Gly
Leun
245
Thr
val
val
Sex
Leu
325
Ala
Pro
Gln
Ala
Thr
405
Leu

Ser

Ser
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ASD
Gly
Pro
Arg
Asp
Gly
Cys
His
Gly
Arg
i50
Ser
Ser
Val
Leu
Pro
230
Leu
Leu
Ser
Glu
310
Asn
Pro
Gln
Val
val
390
Pro
Thr

val

Leu

Thy
Ser
Glu
Val
55

Thr
Phe
Glu
Arg
Ile
1356
Thr
Lvs
Gly
Thr
Met
215
Gly
Gly

Met

val
295
Tyxr
Gly
Ile
Val
Ser
375
Glu
Pro
Val
Met

Ser
455

Gly
Ser
Ile
40

Thy
Leu
Ile
ala
Gin
120
Glu
Glu
His
Ser
Arg
200
Thy
AsSp
Gly
Ile
Glu
280
His
Arg
Lysg
Glu

360
Leu

Txp
val
Asp
His

440
Pro

Yval
Ser
25

Iie
Ser
Ile
Ile
Thr
105
Thr
Leu
Leu
Gln
Glu
185
Ser
Lvs
Lys
Pro
Ser
265
Asp
Asn
Val
Glu
Lys
345
Thr
Thr
Glu
Leu
Lys
425

Glu

Gly

Leu
10

Gly
His
Pro
Pro
Ser
o0

val

Asn

Ser

His
170
Met
Asp
Lys
Thr
Sex
250
Arg
Pro
Ala
Val
330
Thr
Leu
Cys
Ser
Asp
410
Ser

Ala

Lys

Len
Gly
Met
Asn
Asp
75

Asn
Asn
Thr
val
Val
155
Lys
Lys
Gln
Asn
His
235
val
Thr
Glu
Lys
Ser
315
Lys
Ile
Pro
Leu
Asn
395
Ser

Arg

Leu

Cvs
Arg
Thr
Ile
Gly
Ala
Gly
Ile
Gly
140
Gly
Lys
Lys
Gly
Ser
220
Thr
Phe
Fro
val
Thr
300
val
Cy's
Sexr
Pro
val
380
Gly

Asp

Trp

Ala
Pro
Glu
45

Thr

Lys

His
Ile
125
Glu
Ile
Leu
Phe
Leu
205
Thr
Cys
Leu
Gly
Lys
285
Lys
Leu
Lys
Lys
Ser
365
Lys
Gln
Gly
Gln

Asn
445

Leu
Phe
30

Gly
val
Aryg
Ty
Leu
110
Asp
Liys
Asp
val
Lien
190
Tvx
Fhe
Pro
Phe
val
210
Phe
Pro
Thy
Val
Ala
350
Arg
Gly
Pro
Ser
Gln

430
His

Leu
i5

val
Arg
Thr
Ile
Lys
95

TYY
Val
Leu
Phe
Asn
175
Ser
Thr
val
Pro
Pro
255
Thr
Asn
Arg
val
Ser
335
Lys
Asp
Phe
Glu
Fhe
415
Gly

Tyr

Ser
Glu
Glu
Leu
Ile
80

Glu
Lys
val
Val
Asn
160
Aryg
Thr
Cys
ALY
Cys

240
Pro

Cys
Trp
Glu
Leu
320
Asn
Gly
Glu
Tyr
Asn
400
Fhe

Asn

Thr
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<210> 3
<211> 1377
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<400> 3

atggtcaget
acaggatcta
cocgaaatta
cctaacatca
cgcataatet
gggcttctga
catcgacaaa
tetgttggayg
gacttcaact
ctaaaaaccce
gtaacccogga
aagaacagca
ccagcacetyg
accetcatga
gacoctgagg
aagccgeggy
caccaggact
gccoccatey
accetgococe
aaaggcttet
aactacaaga
cteaccgtgy
gaggctctge

<210> 4
<211> 458
<212> PRT

actgggacac
gttecggaag
tacacatgac
ctgttacttt
gggacagtayg
cctgtgaage
ccaatacaat
aaaagcttgt
gggaatacco
agtctgggag
gtgaccaagy
catttgteoag
aactcectggyg
toctececggac
tcaagttcaa
aggagcagta
ggctgaatgy
agaaaaccat
catcecggga
atcccagega
cecacgectec
acaagagcag
acaaccacta

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 4
Met
Cys
FPhe
Gly
Val

65
Arg

Leu

Val
Leu
Val
Arg
50

Thr
Ile
Lys
TvY

val

Ser
Len Leu
20
Glu Met
35
Glu Leu

Leu Lys

Ile Trp
Ile
100
Thz

Glu

Lys
115

Val Leu

Trp
Thr
Tyr
val
Lys
Asp
Gly
Asn

Ser
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cggggtcctyg
tgataccggt
tgaaggaagy
aaaaaagttt
aaagggotte
aacagtcaat
catagatgtyg
cttaaattgt
ttettogaay
tgagatgaag
attgtacace
ggtccatgaa
gggaccgtca
cocktgaggte
ctggtacatg
caacagcacyg
caaggagtac
cteccaaagec
tgagctgace
categcegty
cgtgetggac
gtggcagcag
cacgcagaag

Asp Thr

Gly Ser

Ser Glu

Gly
Ser

Ile

ctgtgegoge
agacctttey
gagetcgtea
ccacttgaca
atcatatcaa
gggeatttgt
gttctgagtc
acagcaagaa
catcagcata
aaatttttga
tgtgcageat
aaggacaaaa
gtettectet
acatgoegtag
gacggogtgg
taccgtgtgy
aagtgcaagy
aaagggcagec
aagaaccagy
gagtgggaga
tccgacggct
gggaacgtet
agecctotoce

Val Leu
10
Ser Gly
25

Pro Glu

40

Ile Pro
55
Phe Pro
70
Ser Arg

Leu Leu

Leu

Tyr

Cys
Leu
Lys
Thr

Thr His

Val

Asp Thr

Gly Fhe

Cys Glu
105
Arg

126

Pro 5er

His

Gly Ile

Leu

Ser

Ile

Thr

Leu

75

Ala

Gln

Glu

tgctcagetyg
tagagatgta
ttecectgeeg
ctttgatecc
atgcaacata
ataagacaaa
cgtctcatgyg
ctgaactazaa
agaaacttgt
gcaccttaac
ccagtggget
ctcacacaty
tecccccaaa
tggtggacgt
aggtgeataa
tcagegteoct
tctecaacaa
cccgagaace
teoageetgac
gecaatgggca
cettetteoct
totcatgeto
tgtctecggy

Cys Ala

Asp Thr
His
45
Pxro

Ile

Ser
&0
Ile Pro

Ile Ile Ser

Thr Val
Asn
125

Leu Ser

tctgettceteo
cagtgaaate
ggttacgtca
tgatggaaaa
caaagaaata
ctatctecaca
aattgaacta
tgtggggatt
aaaccgagac
tatagatggt
gatgaccaag
cocacegige
acccaaggac
gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtecty
agecctocca
acaggtgtac
ctgectggte
gceggagaac
ctacagcaag
cgtgatgeat
taaatga

Leu
15
Arg

Leu
Gly
Met Thr
Asn Ile
Asp Gly
Ala

95
Gly

Asn

Asn
110
Tle

Val Gly

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
i080
1i4c
1200
1260
1320
1377

Ser
Pro
Glu
Thr
Lys
80

Thr
His
Ile

Glu



Lys
145
Asp
val
Leu
Tyr
Phe
225
Pro

Lys

Val

Glu
305
His
Lys
Gln
Leu
Pro
385
Asn
Leu

Val

Gln

130
Leu

Phe
Asn
Ser
Thr
210
Val
Ala
Pro
val
val
290
Gln
Gln
Ala
Pro
Thr

370
Ser

Tyr

Fhe

Lys
450

Val
Asn
Arg
195
Cys
Arg
Pro
Lys
Val
275
Asp
Tyx
Asp
Leu
Arg
355
Lys
Asp
Lys
Ser
Ser

435
Ser

Leu
TrpR
Asp
180
Leu
Ala
val
Glu
Asp
260
Asp
Gly
Asn
Trp
Pro
340
Glu
Asn
Ile
Thr
Liys
420
Cys

Leu

Asn
Glu
165
Leau

Thr

Ala

Leu
245
Thr
Val
Val
Ser
Leu
325
Ala
Pro
Gln
Ala
Thr
405
Leu

Ser

Ser
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Cys
150
Tyr
Lys
Ile
Ser
Glu
230
Leu
Leu
Ser
Glu
Thr
310
AsSn
Pro
Gln
Val
val
390
Pxo
Thr
Val

Leu

135
Thr

Pro

Asp
Ser
215
Lys
Gly
Met
His

Val
295

Tyr
Gly
Ile
Val
Ser
375
Glu
Pro
Val

Met

Ser
455

Ala
Ser
Gln
Gly
200
Gly
ASp
Gly
Ile
Glu
280
His
Arg
Livs

Glu

Tyxr
360
Leu

Trp
val
Asp
His

440
Pro

Arg
Ser
Ser
185
val
Len
Lys
Pro
Ser
265
Asp
Asn
Val
Glu
Liys
345
Thr
Thi
Glu
Leu
Lys
425
Glu

Gly

Thr
Lys

170
Gly

Met
Thr
Ser
250
Arg
Pro
Ala

Val

VT
330
Thr
Leu
Cys
Ser
AsD
410
Ser

Ala

Lys

Glu
155
His
Ser

Arg

His
235
Val
Thr
Glu
Lys
Ser
315
Lys
Ile
Pro
Leu
Asn
395
Ser

Arg

Leu

140
Leu

Gln
Glu
Ser
Lys
220
Thr
Fhe
Pro
Val
Thr
300
Val
Cys
Ser
Pro
Vval
380
Gly
Asp
Trp

His

Asn
His
Met
Asp
205
Lys
Cys
Leu
Glu
Lys
285
Lys
Lien
Livs
Lys
Ser
365
Lys
Glin
Gly

Gln

Asn
445

Val
Lys
Lys
190
Gln
Asn
Pro
Phe
Val
270
Phe
FPro
Thr
val
Ala
350
Arg
Gly
Pro
Ser
Gln

430
His

Gly
Liys
175
Lys
Gly
Ser
Pro
Fro
255
Thr
Asn
Arg
Val
Sex
335
Lys
Asp
Phe
Glu
Phe
415
Gly

Tyr

Ile
160
Leu
Phe
Leu
Thy
Cys
240
Pro
Cys
TR
Glu
Leun
320
Asn

Gly

Glu

Asn
400
Phe
Asn

Thr



10

ES 2 548 238 T3

REIVINDICACIONES

1. Una formulacion liquida de un antagonista de VEGF, que comprende histidina 10 mM, NaCl 50 mM, sacarosa al
5-20 %, y 50-100 mg/ml de una proteina de fusion que tiene un componente del receptor que consiste en un dominio
similar a la inmunoglobulina (Ig) 2 de un primer receptor de VEGF y un dominio de Ig 3 de un segundo receptor de
VEGF, y un componente de multimerizacién, a un pH de 6,0-6,5, donde el primer receptor de VEGF es Flt1 y el
segundo receptor de VEGF es Flk1 o Flt4, que ademas comprende polisorbato 20 al 0,1 % o PEG 3350 al 3 %.

2. La formulacién liquida de la reivindicacién 1, donde la proteina de fusion tiene la secuencia de aminoacidos de
SEC ID N°:4.

3. La formulacién liquida de la reivindicacion 1 o 2, donde la proteina de fusién comprende los aminoacidos de
27-457 de SEC ID N°:4 y esta glucosilada en los restos de Asn 62, 94, 149, 222 y 308.
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