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DESCRIPCION
Formulaciones de 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).

La liofilizacién (desecado por congelacion bajo condiciones controladas) se usa comuUnmente para el
almacenamiento a largo plazo de proteinas. La proteina liofilizada es sustancialmente resistente a la degradacion,
agregacion, oxidacion y otros procesos degenerativos mientras se encuentra en estado liofilizado (véase, por
ejemplo, el documento U.S. 6.436.897).

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 (2004) J. Clin. Endocrinology & 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 2003/202972 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 fusion especifica antagonista
de VEGF. Las formulaciones farmacéuticamente aceptables de la invencion comprenden la "trampa" antagonista de
VEGF con un transportador farmacéuticamente aceptable tal como se define en las reivindicaciones.

La invencioén proporciona una formulacion farmacéutica liquida estable de un antagonista de una proteina de fusion
antagonista especifica de factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), que comprende una proteina de fusiéon
que consiste en los aminoacidos 27-457 de la SEQ ID NO:4 y restos de Asn glucosilados en las posiciones 62, 94,
149, 222 y 308, tampon fosfato 5 mM, tampon citrato 5 mM, NaCl 100 mM, polisorbato 20 al 0,1 %, sacarosa al 20 %
y 25 mg/ml de la proteina de fusion, a un pH de 6,0-6,1.

La invencién ademas proporciona una formulacioén preliofilizada que comprende (i) 5-75 mg/ml de un antagonista de
una proteina de fusidon especifica de factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) que consiste en los
aminoacidos 27-457 de la SEQ ID NO:4 y los restos de Asn glucosilados en las posiciones 62, 94, 149, 222 y 308,
(i) un tampdn de histidina que comprende histidina 5-50 mM, (iii) polietilenglicol (PEG) al 0,1-3,0 %, (iv) glicina al
0,25-3,0 % vy (v) sacarosa al 0,5-6,0 % a un pH de 6,0-6,5. En una realizacion, la formulacion preliofilizada de la
invencion no contiene un conservante.

En cualquier realizacion, la formulacion preliofilizada puede comprender adicionalmente hasta 0,05 mM de citrato y/o
polisorbato al 0,003-0,005 %. El polisorbato presente puede ser, por ejemplo, polisorbato 20.

En una realizacién mas especifica, la formulacién pre-liofilizada comprende aproximadamente 10 mM de histidina,
PEG 3350 aproximadamente al 1,5 %, glicina aproximadamente al 0,75 %, sacarosa aproximadamente al 2,5 %, y
aproximadamente de 12, a 75 mg/ml de proteina de fusién especifica de VEGF, a un pH de aproximadamente 6,25.
En realizaciones separadas, la formulacion reconstituida es 2 veces la concentraciéon de la formulacién preliofilizada,
por ejemplo, una formulacion preliofilizada de 20 mg de proteina de fusién/ml se reconstituye a una formulacion final
de 60 mg de proteina de fusién/ml. Generalmente, la formulacién liofilizada se reconstituye con agua estéril
adecuada para la inyeccion. En una realizacion, el liquido reconstituyente puede ser agua bacteriostatica.
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La invencién proporciona adicionalmente un método para producir una formulaciéon farmacéutica liofilizada
reconstituida de un antagonista de proteina de fusién especifica de VEGF, que comprende reconstituir la formulacion
liofilizada descrita con liquido, en donde se genera una formulacién farmacéutica liofilizada reconstituida. La
formulacion liofilizada se puede liofilizar mediante cualquier método conocido en la materia para liofilizad un liquido.

La invencién proporciona adicionalmente un método para producir una formulaciéon farmacéutica liofilizada
reconstituida de un antagonista de proteina de fusion especifica de VEGF, que comprende reconstituir la formulacion
liofilizada descrita con liquido, en donde se genera una formulacion farmacéutica liofilizada reconstituida. En una
realizacion, la formulacion reconstituida es dos veces la concentracion de la formulacion preliofilizada, por ejemplo,
el método de la divulgacion comprende: (a) producir una formulacion preliofilizada de un antagonista de proteina de
fusion especifico de VEGF, (b) someter la formulacion preliofilizada de la etapa (a) a liofilizacion; y (c) reconstituir la
formulacion liofilizada de la etapa (b).

En realizaciones especificas del método de produccién de una formulacion liofilizada reconstituida, esta presente
una solucién preliofilizada en un frasco como una solucion de 25 mg de antagonista de proteina de fusion especifica
de VEGF por ml de formulacién preliofilizada, que esta liofilizada y reconstituida a una soluciéon de 50 mg/ml. En otra
realizacion, se liofiliza una solucion preliofilizada de 30 mg/ml y se reconstituye a una solucion de 60 mg/ml. En otra
realizacion, se liofiliza una solucion preliofilizada de 40 mg/ml y se reconstituye a una solucion de 80 mg/ml. En otra
realizacion, se liofiliza una solucion preliofilizada de 12,5 mg/ml y se reconstituye a una solucion de 25 mg/ml. En
otra realizacion, se liofiliza una solucion preliofilizada de 50 mg/ml y se reconstituye a una soluciéon de 100 mg/ml. En
otra realizacion, se liofiliza una solucion preliofilizada de 75 mg/ml y se reconstituye a una solucién de 150 mg/mi.
Preferentemente, la formulacion liofilizada reconstituida no contiene un conservante.

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.

La estabilidad quimica y fisica se puede promover mediante la retirada de agua de la proteina. La liofilizacion
(desecado por congelaciéon bajo condiciones controladas) se usa frecuentemente para el almacenamiento a largo
plazo de proteinas. La proteina liofilizada es sustancialmente resistente a la degradacion, agregacion, oxidacion y
otros procesos degenerativos mientras se encuentra en estado liofilizado. La proteina liofilizada se reconstituye
normalmente con agua que contiene de manera opcional un conservante bacteriostatico (por ejemplo, alcohol de
bencilo) antes de su administracion.

Definiciones

La expresion “liofilizado” o “desecado por congelacion” incluye un estado de una sustancia que se ha sometido a un
proceso de secado tal como liofilizacion, donde al menos se ha eliminado el 50 % de la humedad.

La frase “agente de carga” incluye un compuesto que es farmacéuticamente aceptable y que afade carga a la
mezcla de liofilizacion. Generalmente, los agentes de carga aceptables conocidos en la materia incluyen, por
ejemplo, hidratos de carbono, incluyendo azucares sencillos tales como dextrosa, ribosa, fructosa y similares,
azucares de alcohol tales como manitol, inositol y sorbitol, disacaridos que incluyen trehalosa, sacarosa y lactosa,
polimeros de origen natural tales como almidon, dextranos, quitosano, hialuronato, proteinas (por ejemplo, gelatina y
albumina de suero), glucégeno y monodmeros y polimeros sintéticos. En las formulaciones de la publicacién, PEG
3350 es un codisolvente organico que se usa para estabilizar la proteina de fusidon cuando se agita, se mezcla o se
manipula, y como agente de carga para ayudar a producir una carga aceptable.

El término “lioprotector” incluye una sustancia que se puede anadir a una formulacion desecada por congelacion o
liofilizada para ayudar a mantener la estructura de la proteina cuando se deseca por congelacion o se liofiliza.

Un “conservante” incluye un compuesto bacteriostatico, bactericida, fungistatico o fungicida que se afade
generalmente a formulaciones para retardar o eliminar el crecimiento de bacterias u otros microorganismos
contaminantes en las formulaciones. Los conservantes incluyen, por ejemplo, alcohol de bencilo, fenol, cloruro de
benzalconio, m-cresol, timerosal, clorobutanol, metilparabeno, propilparabeno y similares. Otros ejemplos de
conservantes farmacéuticamente aceptables se pueden encontrar en la USP.
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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 fusion capaces de atrapar a VEGF. La proteina de fusién usada
en la formulacion de la invencion comprende los aminoacidos de 27-457 de SEQ ID NO:4 y esta glucosilada en los
restos de Asn 62, 94, 149, 222 y 308. En realizaciones especificas, el antagonista de VEGF se expresa en una linea
celular de mamifero tal como una célula CHO y se modifica de manera postraduccional.

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 fusion
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.

Liofilizacion y formulaciones liofilizadas

Las formulaciones liofilizadas se pueden reconstituir en soluciones, suspensiones, emulsiones o cualquier otra forma
adecuada para su administracion o su uso. Las formulaciones liofilizadas se preparan en primer lugar como liquidos,
después se congelan y se liofilizan. El volumen de liquido total antes de la liofilizacion puede ser menor que, igual a,
0 mayor que, el volumen reconstituido final de la formulacion liofilizada. El proceso de liofilizacion es bien conocido
por los expertos en la materia, y tipicamente incluye la sublimacion de agua de una formulacidon congelada bajo
condiciones controladas.

Las formulaciones liofilizadas se pueden almacenar en un amplio intervalo de temperaturas. Las formulaciones
liofilizadas se pueden almacenar por debajo de los 25 °C, por ejemplo, refrigeradas a 4 °C o a temperatura ambiente
(por ejemplo, aproximadamente 25 °C). Preferentemente, las formulaciones liofilizadas se almacenan por debajo de
aproximadamente 25 °C, mas preferentemente, a aproximadamente 4-20 °C; por debajo de aproximadamente 4 °C;
por debajo de aproximadamente -20 °C; aproximadamente -40 °C; aproximadamente -70 °C o aproximadamente -80
°C.

Las formulaciones liofilizadas tipicamente se reconstituyen para su uso mediante la adicién de una solucién acuosa
para disolver la formulacion liofilizada. Se puede usar una amplia variedad de soluciones acuosas para reconstituir
una formulacion liofilizada. Preferentemente, las formulaciones liofilizadas se reconstituyen usando agua. Las
formulaciones liofilizadas se reconstituyen preferentemente con una soluciéon que consiste esencialmente en agua
(por ejemplo, WFI de la USP, o agua para inyeccién) o agua bacteriostatica (por ejemplo, WFI de la USP con alcohol
de bencilo al 0,9 %). Sin embargo, también se pueden usar las soluciones que comprenden tampones y/o
excipientes y/o uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables.

Las formulaciones de desecado por congelacion o liofilizadas se preparan tipicamente a partir de liquidos, es decir, a
partir de soluciones, suspensiones, emulsiones y similares. Por lo tanto, el liquido que se somete a desecado por
congelacion preferentemente comprende todos los componentes deseados en una formulacion liquida reconstituida
final. Como resultado, cuando se reconstituye, la formulacion desecada por congelacion o liofilizada producira una
formulacién liquida deseada tras la reconstitucion. Las formulaciones desecadas por congelacion o liofilizadas
comprenden histidina, dado que la histidina, en comparacién con el fosfato, es mas eficaz en la estabilizacion de la
proteina de fusion cuando se liofiliza la proteina de fusion. Los codisolventes organicos tales como PEG 3350 se
usan para estabilizar la proteina de fusidon cuando se agita, se mezcla o se manipula. Preferentemente se usa un
lioprotector en formulaciones desecadas por congelacion o liofilizadas. Los lioprotectores ayudan a mantener la
estructura secundaria de las proteinas cuando se desecan por congelacion o se liofilizan. Dos ejemplos preferidos
de lioprotectores son glicina y sacarosa, que preferentemente se usan juntos.

Formulaciones liquidas estables
La invencion proporciona una formulaciéon farmacéutica liquida estable tal como se define anteriormente.

Se ha establecido una combinacion de NaCl y sacarosa para estabilizar la proteina de fusion mas eficazmente que
cualquiera de los estabilizantes individuales por separado.

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 determinacion del contenido de proteina total por métodos conocidos
en la técnica, por ejemplo, espectroscopia UV, SDS-PAGE, HPLC de exclusién molecular, bioensayo de la
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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 union a VEGF165.

Las formulaciones, tanto si son liquidas como desecadas por congelacion o liofilizadas, pueden almacenarse 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, argdn, 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 (SEQ ID NO: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 (SEQ ID NO:4), pH 6,25, se almaceno a 5 °C y se ensayaron las muestras a los 3, 6, 9, 12, 18 y
24 meses. En la Tabla 2 se muestran los resultados de estabilidad.

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 (SEQ ID NO: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.
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Tabla 3. Estabilidad de la Proteina de la Trampa de VEGF a 75 mg/ml Cuando se Almacena 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 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 (SEQ ID NO:4), pH 6,25, se almacen6 a 5 °C y se ensayaron las muestras a los 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

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 (SEQ ID NO:4), pH 6,25, se almacen6 a 5 °C y se ensayaron las muestras a los 0, 1,
2,3, 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)

20

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
de trampa de VEGF (SEQ ID NO:4), pH 6,25, se almacen6 a 5 °C y se ensayaron las muestras a los 0, 1, 2,3, 3, 9,

12 y 15 meses. En la Tabla 6 se muestran los resultados de estabilidad.
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Tabla 6. 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 96,5
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. Realizaciones Adicionales de Formulaciones de Trampa Estable de VEGF

En una realizacion, la divulgacion proporciona formulaciones liquidas estables de proteina de fusion de union a
VEGF (trampa de VEGF) que comprende fosfato 5 mM, citrato 5 mM, NaCl 100 mM, polisorbato 20 al 0,1 %,
sacarosa al 20 %, 25 mg/ml de proteina de trampa de VEGF, a pH 6,0. Esta formulacion se puede suministrar por
via subcutanea o diluir y suministrar mediante infusion intravenosa. Debido a la elevada osmolalidad de esta
formulacion, se diluye 3 veces para lograr una solucion isoosmolar para administracion intravenosa. Los estudios de
estabilidad demostraron que se detectd aproximadamente menos del 1 % de degradacion tras tres afos de
almacenamiento a 2-8 °C.

También se hace referencia a una formulacion liofilizada que esta preferentemente concentrada dos veces desde la
formulacion preliofilizada hasta la postliofilizada, por ejemplo, de 50 a 100 mg/ml; de 75 a 150 mg/ml, o de 100 a 200
mg/ml de proteina de trampa de VEGF. En una realizacién especifica, la formulacion preliofiizada comprende
histidina 10 mM, PEG 3350 al 1,5 %, glicina al 0,75 %, sacarosa al 2,5 %, 50 mg/ml de proteina de trampa de VEGF,
a pH 6,3 y se reconstituye a una formulacién que comprende histidina 20 mM, PEG 3350 al 3 %, glicina al 1,5 %,
sacarosa al 5 %, 100 mg/ml de proteina de trampa de VEGF a pH a 6,3. El estudio de estabilidad no demostrd
deteccion de degradacion de la trampa de VEGF tras 6 meses de almacenamiento a 2-8 °C.

También se hace referencia a una formulacién que 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
formulacién liquida es que esta proporciona una concentraciéon mas alta de trampa de VEGF sin la necesidad de
fabricar un producto liofilizado. 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 V. Asi mismo, esta formulacion podria usarse
ventajosamente para proporcionar volimenes de infusién mas bajos y tiempos de infusién mas cortos. La cantidad
de degradacion determinada por SE-HPLC después de la incubacion a 5 °C durante hasta 15 o 25 meses se resume
enla Tabla 7.

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
15 100 - 3 2,6

Ejemplo 5. Estabilidad y actividad de liofilizado y liquido

La estabilidad de una formulacién liofilizada reconstituida se determindé durante un periodo de 6 meses. La
formulacién preliofilizada contenia histidina 10 mM, PEG 3350 al 1,5 %, sacarosa al 2,5 %, glicina al 0,75 % y 50
mg/ml de proteina de trampa de VEGF. Tras la liofilizacién, la formulacion reconstituida contenia histidina 20 mM,
PEG 3350 al 3 %, sacarosa al 5 %, glicina al 1,5 % y 100 mg/ml de proteina de trampa de VEGF (SEQ ID NO:4). Los
resultados se muestran en la Tabla 8. La actividad se determind en un bioensayo basado en células que mide
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directamente la capacidad de la trampa de VEGF para inhibir los efectos biolégicos del VEGF humano en una linea
celular Baf/3 VEGFR1/EpoR de ratén. Por lo tanto, este bioensayo mide directamente la actividad biolégica de la
proteina. Los resultados se expresan como el porcentaje de potencia relativa (Clso de muestra de ensayo/ patrén de
referencia de Clso de VEGF x 100). La afinidad de unién del VEGF a la trampa de VEGF se mide usando un ELISA
sensible que mide especificamente el VEGF libre en mezclas en equilibrio que contienen VEGF y diversas
concentraciones de la trampa de VEGF. Los resultados se expresan en porcentaje de union relativa (Clso de la
muestra de ensayo/Clsy de referencia x 100). EI pH medido oscila entre 6,3 — 6,5. Todas las soluciones fueron
visualmente claras. La concentracion de trampa de VEGF recuperada se determiné con un espectrofotémetro de UV
como mg/ml a Azso nm. El porcentaje de trampa de VEGF recuperada en la configuracién natural (pureza del pico
principal) se determin6 con SE-HPLC.

Tabla 8. Estabilidad de Trampa de VEGF Liofilizada Almacenada a 5 °C (VGT-RS475)

Meses Bioensayo |Ensayo de union| % Recuperado | % Configuraciéon Natural

0 120 126 97,9 98,7

1 117 74 97,9 98,6

1 + 24 horas 126 72 99,0 98,5
1+ 4 horas 94 81 101,5 98,2

3 101 98 98,1 98,6

3 + 24 horas 65 94 98,1 98,2
6 + 4 horas 96,9 98,7
6 + 24 horas 98,8 98,6

Se ensayd una formulacidon que contiene aproximadamente fosfato 5 mM, citrato 5 mM, NaCl 100 mM, polisorbato
20 al 0,1 %, sacarosa al 20 % y 25 mg/ml de proteina de trampa de VEGF para la estabilidad y actividad durante 36
meses cuando se almacend a 5 °C. Los resultados se muestran en la Tabla 9. Todas las muestras fueron claras e
incoloras tal como se determind mediante inspeccion visual. El pH oscilé entre 6,0-6,1. Los resultados del ensayo de
unién para dos medidas (1 y 2 meses) se expresan directamente y no como un porcentaje del patrén.

Tabla 9. Estabilidad y Actividad de Formulacién Liquida (VGT-FS405)

Meses |% Configuracion Natural| Bioensayo |[Ensayo de uniéon| Contenido en proteina mg/ml
0 99,7 106 72 25,0
1 99,9 119 4,4 pM* 25,2
2 99,6 102 5,4 pM* 25,1
3 99,6 97 88 25,1
6 99,6 101 106 25,0
9 99,4 89 126 25,4
12 99,5 85 95 25,2
18 99,4 99 81 25,5

24 99,3 75 95 25,6
36 98,8 109 79 25,6

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Regeneron Pharmaceuticals, Inc.
<120> Formulaciones de antagonistas de VEGF
<130> 4030A-WO

<140> A asignar
<141>22-03-2006
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<170> FastSEQ para Windows Version 4.0

<210> 1

<211> 1453

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 1

aagcttggge
caaccaccat
cgottcteac
cogaaattat
ctaacatcac
gcataatctg
ggcttotgac
atcgacaaac
ctgttggaga
acttcaactyg
taaaaaccca
taacccggayg
agaacagecac
caccgtgeco
ccaadggacac
gccacgaaga
ccaagacaasa
ceghcetgea
coectoccage
aggtgtacac
gectggtecaa
cggadaacaa
atagcaagect
tgatgcatga
aatgagcggc

tgcaggtega
ggtcagetac
aggatctagt
acacatgact
tgttacttta
ggacagtaga
ctgtgaagea
caatagaatc
aaagcttgte
ggaatacecct
gtctgggagt
tgaccaagga
atttgteagy
agcacctgas
cctecatgate
cooctgagata
gocecgogggayg
ccaggactgy
coccatogay
cctgooccoeoa
aggettetat
ctacaagacce
caccgtggac
ggctctgoac
cge

<210> 2

<211> 458

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 2

tcgactctay
tgggacaccy
tceggaggta
gaaggaaggy
aaaaagttte
aagdggcttca
acagtcaatyg
atagatgtgy
ttaaatcgta
tettogaage
gagatgaaga
ttgtacacct
gtccatgaaa
ctectggggy
teoccggacec
aagttoaact
gagcagtaca
ctgaatggea
aaaaccatct
tocogggaty
cocagegaca
acgcctoecy
aagagcaggt
aaccactaca

aggatcgatc
gaggtoctget
gacctttegt
agecbegtceat
cacttgacac
tcatatcaaa
ggcatttgta
ttctgagtee
cagcaagaac
atcagcataa
aatttttgag
gtgcageate
agggecoggyg
gaccgtcagt
ctgaggtcac
ggtacgtgga
acagcacgta
aggagtacaa
ccaaagecaa
agctgaccaa
tecgcogtgga
tgetggacte
ggcagcaggy
cgcagaagag

ccegggegay
gtgcgegety
agagatgtac
tcectgeogy
tttgatceet
tgcaacgtac
taagacaaac
gtctcatgga
tgaactaaat
gaaacttgta
caccttaact
cagtgggetyg
cgacaaaact
cttectette
atgegtagtyg
cggcgtggayg
cogtgtggkc
gtgcaaggtc
agggcageca
gaaccaggtc
gtgggagagc
cgacggetee
gaacgtette
cctctooctg

ctocgaattcey
cteagetgte
agtgaaatcce
gttacgtcac
gatggaaaac
aaagaaatayg
tatctcacac
attgaactat
gtggggatty
aaccgagacc
atagatggtyg
atgaccaaga
cacacatgecc
cocccagaac
gtggacgtga
gtgcataatyg
agegtectea
tccaacaaag
cgagasaccac
agectgacct
aatgggeage
ttettectct
tcatgetecy
tcecteocgggta

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1453



Met Val
Cys Leu
Met Tvr

Leu Val
50

Lys Lys

65

Trp Asp

Ile Gly
Thyr asn

Leu Ser
130

Leu Asn

145

Trp Glu

Asp Leu
Leu Thr

Ala Ala
210

val His

225

Pro Ala

Lys Pro
val val

Tyr Val
290

Glu Gln

305

His Gln

Lys &la
Gln Pro
Leu Thr
370
Pro Ser
385
Asn Tyxr
Leu Tyr

val Phe

Gln Lys
450

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

Ser
Leu
Ser
35

Ile
FPhe
Ser
Leu
Tvr
115
Pro
Cys
Tvr
Lys
Ile
1385
Ser
Glu
Pro
LysS
val
275
AsSp
Tyxr
Asp
Leu
Arg
355
Lys
Asp
Lvs
Ser
Ser

435
Ser

<213> Secuencia artificial

VY
Leu
20

Glu
Pro
Pro
Arg
Leu
100
Leu
Ser
Thr
Pro
Thr
180
AsSp
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
85

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

Ser

Ser
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Asp
Gly
Pro
Arg
Asp
70

Gly
Cys
His
Gly
Arg
150
Ser
ser
val
Leu
Pro
230
Leu
Leu
Ser
Glu
Thr
310
Asn
Pro
Gln
Val
val
390
Pro
Thr

Val

Leu

Thr
Ser
Glu
val
55

Thr
Phe
Glu
AYyg
Ile
135
Thr
Lys
Gly
Thr
Met
215
Gly
Gly
Met
His
val
295
Tyr
Gly
Ile
val
Ser
375
Glu
Pro
Val

Met

Sexr
455

Gly
Ser
Ile
40

Thr
Leu
Iles
Ala
Gln
120
Glu
Glu
His
Ser
Arg
200
Thr
4Asp
Gly
Iie
Glu
280
His
Arg
Lys
Glu

Tyr
360
Leu

Trp
val
Asp
His

440
Pro

10

val
ser
25

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

Gly

Leu
10
Gly

Pro
Pro
Ser
g0

Val
Asn
Ser
Asn
His
i70
Met
Asp
Lys
Thr
Ser
250
Lrg
Fro

Ala

vVal
Tyr
330
Thr
Leu
Cys
Ser
Asp
410
Ser

Als

Lys

Leu
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
Fro
Leu
Asn
395
Ser

Aryg

Leu

Cys
Arg
Thr
Ile
60

Gly
Ala
Gly
Ile
Gly
140
Gly
Lys
Lys
Gly
Ser
220
Thr
Phe
Pro
val
Thr
300
Val
Cvs
Sexr
Pro
Val
380
Gly
Asp
Trp

His

Ala
Pro
Glu
Thy
Lys
Thr
His
Ile
125
Glu
Ile
Leu
Phe
Leu
205
Thr
Cys
Leun
Glu
Lys
285
Lys
Leu
Lys
Lys
Ser
365
Lys
Gln
Gly

Gln

asn
445

Leu
Phe
30

Gly
val
Aryg
TV
Leu
110
Asp
Lys
Asp
val
Leu
180
VY
Fhe
Fro
Fhe
Val
270
Phe
Pro
Thr
val
Ala
350
ATy
Gly
Pro
Ser
Gln

430
His

Leu
i5

val
Arg
Thr
Ile
Lvys
95

VY
Val
Leu
Phe
Asn
175
Ser
Thr
Val
Fro
Fro
255
Thr
Asn
Ary
Val
Ser
335
Lys
4Asp
Phe
Glu
Fhe
415
Gly

Tyr

ser
Glu
Glu
Leu
Ile
80

Glu
Lys
Val
Val
Asn
160
Arg
Thr
Cys
Arg
Cys
240
Pro
Cys
Trp
Glu
Leu
320
Asn
Gly
Glu
Tyr
Astl
400
Fhe

Asn

Thr
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<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>

Sintética
3

atggtcaget
acaggatcta
cocgaaatta
cctaacatea
cgcataatcect
gguacttctga
catcgacaaa
tctgttogag
gacttcaact
ctaaaaaccce
gtaaccogga
aagaacagea
ccagcaccety
acccteatga
gaccctgagy
aagccgcggy
caccaggact
gceoccecatey
acccotgecece
aaaggcttct
aactacaaga
ctcaccgtoy
gaggctbotge

4
458
PRT

actgggacac
gttcoggaay
tacacatgac
ctgttacttt
gggacagtag
coctgtgaage
ccaatacaat
aaaagcttgt
gggaataccce
agtctgggag
gtgaccaagy
catttgteay
aactcctggy
tctecoggac
tcaagttcaa
aggagcagta
ggctgaatgy
agaazaaccat
catcccggga
atcccagega
ccacgecetce
acaagagecay
acaaccacta

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>

<400>

Sintética

4

Met val

Cys Leu

Fhe val

Gly Arg
Val
65

Ary

Thx
Ile
Lys
Leu

Tyx

Asp Val

Sex

Leu
20
Met

Leu

Glu
35
Glu Leu

Leu Lys

ile Trp

Glu Ile
100
Lys Thr
115

Val Leu

Trp

TyYr
val
Lys
asp
85

Gly

Asn

Ser

ES 2633574 T3

cggggtecty
tgataccggt
tgaaggaagyg
aaazaagttt
aaagggctic
aacagtcaat
catagatgtyg
cttaaattgt
ttettcgaag
tgagatgaag
attgtacace
ggtccatgaa
gggaccegtea
cectgaggte
ctggtacgtyg
caacagcacy
caaggagtac
ctccaaageoe
tgagetgace
categoocgtyg
cgtgctggac
gtggcagcag
cacgcagaag

Asp
Gly Ser

Ser Glu

Gly
Ser

Ila

ctgtgcgecge
agacctttog
gagctcgtca
ccacttgaca
atcatatcaa
gggcatttgt
gttectgagte
acagcaagaa
catcagcata
aaatttttga
tgtgcagecat
aaggacaaaa
gtettecteot
acatgeogtgy
gacggcgtgyg
taccgtgtyyg
aagtgcaagyg
aaagggeage
aagaaccagyg
gagtgggaga
tcegacggact
gggaacgtckt
ageetetecc

val Leu
10
Ser Gly
25

Pro Glu

40

Ile Pro
55
Phe Pro
70
Ser Arg

Leu Leu

Leu

Cys
Len
Lys
Thy

Thr

Arg Val

Lsp Thr
Phe
a0

Glu

Gly

Cys
105

His Arg

120

Prc Ser

His

Gly Ile

11

tgctecagetyg
tagagatgta
ttcectgeey
ctttgatcce
atgcaacgta
ataagacaaa
cgtcteatgy
ctgaactaaa
agaaacttgt
gecaccttaac
ccagtgggct
ctcacacatyg
tccoccocaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tcaacgtoot
tctccaacaa
cocgagaace
tcagectgac
gcaatgggea
ccttettect
tctcatgeckc
tgtcteocggy

Leu Ala

cys

Ser Asp Thr

Ile Ile His

45

Thr Ser Pro

Leu Ile Pro

75

Ile Iie Ser

Ala Thr val

Gln Thr Asn

128
Ser

Glu Leu

tctgecttete
cagtgaaatc
ggttacgtca
tgatggaaaa
caaagaaata
ctatctcaca
aattgaacta
tgtggggatt
aaaccgagac
tatagatggt
gatgaccaaqg
cccaccegtge
acccaaggac
gagocacgaa
tgccaagaca
cacogtecty
agccctacea
acaggtgtac
ctgcctggate
gecdggagaac
ctacagcaayg
cgtgatgeat
taaatga

Leu
15
ATy

Leu
Gly
Met
Asn Ile
Asp Gly
Ala

95
Gly

Asn

Asn
110
Thr Ile

val Gly

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1146
1200
1260
1320
1377

Ser
Pro
Glu
Thr
Lys

80
Thx

Ile

Glu



Lys
145
Asp
val
Leu
Tvr
Phe
225
Pro
Lys
Val
Tyr
Glu
305
His
Lys
Gln
Leu
Pro
385
Asm
Leu

val

Gln

130
Leu

Phe
Asn
Ser
Thxr
210
Val
Ala
Pro
Val
val
280
Gln
Gln
Ala
Pro
Thr

370
Ser

Tyr
Tyr
Phe

Lys
450

Val
Asn
Arg
Thr
195
Cys
Arg
Pro
Lys
Val
275
Asp
Tyr
AsSp
Leu
Arg
355
Lvs
Asp
Livs
Ser
Ser

435
Ser

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

Leu

Asn
Glu
165
Len
Thr
Ala
Hisg
Leu
245
Thr
Val
Val
Ser
Ley
325
Ala
Pro
Gln
Ala
Thr
405
Ley

Ser

Ser
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Cys
150
Tyr
Lys
Ile
Ser
Glu
230
Leu
Leu
Ser
Glu
Thr
310
Asn
Pro
Gln
Val
val
350
Pro
Thy
Val

Leu

135
Thr

Pro
Thr
Asp
Ser
215
Lys
Gly
Met
His
Val
295
Gly
Ile
Val
Ser
375
Glu
Pro
val

Met

Ser
455

Ala
Ser
Gln
Gly
200
Gly
Asp
Gly
Ile
Glu
280
His
Ary
Lvs
Glu
Tyr
360
Leu
Trp
Val
Asp
His

440
Pro

12

Arg
Ser
Ser
i85
val
Leu
Lys
Ero
sSexr
265
Asp
Asn
Val
Glu
Lys
345
Thr
Thr
Glu
Lewl
Lys
425
Glu

Gly

Thr
Lys
170
Gly
Thy
Met
Thr
Serx
250
Arg
Fro
Ala
Val
Tyr
330
Thr
Leu
Qys
Ser
Asp
410
Ser

Ala

Lys

Glu
155
His
Ser
Arg
Thr
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
Bro
val
380
Gly
aAsp

Trp

His

Asn

Met
Asp
205
Lys
Cys
Leu
Glu
Lys
285
Lys
Len
Lys
Liys
Ser
365
Lys
Gln
Gly
Gln

Asn
445

Val
Lys
Lye
190
Gln
Asn
Pro
Phe
val
270
Fhe
Fro
Thr
Val
Ala
350
Arg
Gly
Pro
Ser
Gln

430
His

Gly
Lys
175
Lys
Gly
Ser
Fro
Pro
2565
Thr
Asn
Arg
Val
Ser
335
Lys
Asp
Phe
Glu
Phe
415
Gly

TYY

Ile
160
Leu
Fhe
Leu
Thr
Cys
240
Pro
Cvs
Trp
Glu
Leu
320
Asn
Gly
Glu
Tyr
Asn
400
Phe

Ast

Thr
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacion farmacéutica liquida estable de un antagonista de proteina de fusién especifica de factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), que comprende una proteina de fusién que consiste en los aminoacidos
27-457 de la SEQ ID NO:4 y los restos de Asn glucosilados en las posiciones 62, 94, 149, 222 y 308, tampon fosfato
5 mM, tampdn citrato 5 mM, NaCl 100 mM, polisorbato 20 al 0,1 %, sacarosa al 20 % y 25 mg/ml de la proteina de
fusioén a un pH de 6,0-6,1.

2. Una formulacion liofilizada, que comprende (i) 5-75 mg/ml de un antagonista de una proteina de fusion especifica
de un factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) que consiste en los aminoacidos 27-457 de la SEQ ID NO:4 y
restos de Asn glucosilados en las posiciones 62, 94, 149, 222 y 308, (ii) un tampodn de histidina que comprende
histidina 5-50 mM, (jii) polietilenglicol (PEG) al 0,1-3,0 %, (iv) glicina al 0,25-3,0 % y (v) sacarosa al 0,5-6,0 % a un
pH de 6,0-6,5.

3. La formulacion preliofilizada de la reivindicacion 2, que comprende histidina 10 mM, PEG 330 al 1,5 %, glicina al
0,75 %, sacarosa al 2,5 % y de 12,5 a 75 mg/ml de la proteina de fusion, a un pH de 6,25.

4. La formulacion preliofilizada de la reivindicacion 3, que comprende histidina 10 mM, PEG 3350 al 1,5 %, glicina al
0,75 %, sacarosa al 2,5 % y 50 mg/ml de la proteina de fusion.

5. Un método para producir una formulaciéon farmacéutica liofilizada de un antagonista de una proteina de fusion
especifica de VEGF, que comprende someter la formulacion preliofilizada de una cualquiera de las reivindicaciones
2 a 4 aliofilizacién para generar una formulacién farmacéutica liofilizada.

6. Un método para producir una formulacion farmacéutica liofilizada reconstituida de un antagonista de proteina de
fusion especifica de VEGF, que comprende reconstituir la formulacién liofilizada de la reivindicacién con liquido, en
donde se genera una formulacién farmacéutica liofilizada reconstituida.

7. El método de la reivindicacion 6, en donde el liquido es agua estéril o agua bacteriostatica.
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