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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para "FORMULA-
COES DE PROTEINA DE FUSAO DE IMUNOGLOBULINA".

O presente pedido reivindica prioridade ao Pedido U.S. N¢
60/739.271, depositado em 22 de Novembro de 2005, o qual é aqui incorpo-
rado por referéncia.

Campo da Invencao

A presente invengéao refere-se ao campo de formulagdes de pro-

- teina. Mais especificamente, a invengao refere-se a composicdes farmacéu-

ticas compreendendo proteinas de fusdo de imunoglobulina (lg).

Antecedentes

| Avancgos em bioteénologia tém tornado possivel produzir uma
ampla variedade de proteinas para aplicagdes farmacéuticas. Apés produ-
¢do, produtos farmacéuticos de proteina devem,vfreqﬁentemente, ser arma-
zenados antés de seu uso. Em virtude, em parte, do fato de que proteinas

sdao geralmente maiores e mais complexas do que produtos farmacéuticos

"tradicionais", a formulagédo e processamento de produtos farmacéuticos de

proteina que sdao adequados para armazenamento podem ser particularmen-
te desafiadores. Para revisées de formulagdo e design de processo de pro-
dutos farmacéuticos de proteina vide Carpenter et al, Pharmaceutical Rese-
arch 14: 969-975 (1997); Wang, International Journal of Pharmaceutics 203:
1-6"0 (2000); e Tang e Pikal, Pha.rmaceutical Research 21: 191-200 (2004).
Varios fatores podem ser considerados no “designing" de formu-
lagbes e processo para a produgao de produtos farmacéuticos de proteina.
De preocupacéo primdria € a estabilidade da proteina através de qualquer
ou todas aé etapas de fabricagao, embargue e manipulagao, as quais podem
incluir o preparo da compoéigéo, congelamento, secagem, armazenamento,
embargue, reconstituigéd, ciclos de congelamento/descongelamento e ar-
mazenamento pos-reconstituicdo pelo usuario final. Outras consideragdes
potenciais incluem facilidade e economia de fabricagdo, manipulagdo e dis-
tribuicao; composi¢ao do produto final para administragao a um paciente; e
facilidade de uso por um usuario final, incluindo solubilidade da formulagéo

liofilizada quando de reconstituigao.
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Formulagdes liquidas podem satisfazer determinados objetivos.
Possiveis vantagens de formulagdes liquidas incluem facilidade e economia
de fabricagéo e conveniéncia para o usuario final.

Formulagdes liofilizadas podem também proporcionar determi-
nadas vantagens. Beneficios potenciais de liofilizagdo incluem estabilidade
aperfeicoada da proteina, bem como facilidade e economia de embargue e
armazenamento. | |

Além da escolha da forma bésica da composigéao (por exémplo,
liofilizada, liquida, congelada, et_c.), otimizacao de uma formulag¢ao de protei-
na envolve, tipicamente, variagdo dos componentes da formulagao e suas
respectivas concentragdes a fim de maximizar a estabilidade da proteina.
Uma variedade de fatores podem afetar a estabilidade da proteina, incluindo
resisténcia i6nica, pH, temperatura, ciclos de congelamento/desconge-
lamento, forgas de cisalhamento, congelamento, secagem, agitacdo e re-
constituigdo. Instabilidade da proteina pode ser causada por degradacao
fisica (por exemplo, desnaturacdo, agregagao ou précipitag:éo) ou degrada-
¢ao quimica (por exemplo, deamidagéo, oxidagdo ou hidrélise). Otimiza¢ao
dos componentes da formulagao é concentragbes pode incluir estudos empi-
ricos e/ou abordagens racionais para superar fontes de instabilidade.

Conseqgientemente, ‘hé uma necessidade de proporcionar for-
mulagOes que permitem armazenamento estavel de uma variedader de prote-
inas e que sdo adequadas para varias classes de produtos farmacéut_icos de
proteina e proteinas de fusdo de imunoglobulina (Ig) em particular.

Sumario

A presente invengao é baseada, pelo menos em parte, na des-
coberta de determinadas composigées contendo proteinas de fusdo de Ig
que sdo suficientemente estaveis durante armazenamento a longo prazo
e/ou apds um ou mais ciclos de congelamento/descongelamento. A invengao
proporciona composi¢des farmacéuticas que contém uma proteina de fusao
de Ig e pelo menos os quatro componentes ndo proteinaceos a seguir: (1)
um agente de composi¢éo de volume, (2) um dissacarideo, (3) um tensoati-

vo e (4) um tampao. Em algumas modalidades, a composi¢do ainda contém
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NaCl. As composigdes ndo contém arginina ou cisteina.

Proteinas de fusdo de Ig sédo conhecidas na técnica e sao des-
critas, por' exemplo, nas Patentes U.S. 5.516.964, 5.225.538, 5.428.130,
5.5614.582, 5.714.147, 5.455.165 e 6.136.310. Em algumas modalidades, a
proteina de fusédo de Ig é acida, por exemplo, uma proteina de fuséo de Ig
tendo um pl de menos de 6,0. Em modalidades ilustrativas, as proteinas de
fusdo de Ig acidas sao PSGL-Ig, GP1b-Ig, IL-13R-1g e IL-21R-Ig. |

Em algumas modalidades, a proteina de fusdo de Ig é altamente
acida, por exemplo, uma p}roteina de fusado de Ig tendo um pl de menos de
4,0. Em modalidades ilustrativas, a proteina de fusédo de Ig altamente acida é
PSGL-Ig. |

Em algUmas modalidades, a por¢do de ndo-lg da proteina de
fusdo de Ig € um receptor de citocina, por exemplo, um receptor de interleu-
cina. Em modalidades ilustrativas, os receptores de citocina sdo IL-13R e IL-
21R.

Em algumas modalidades, a por¢do de ndo-lg da proteina de
fusdo de g é sulfatada, fosforilada e/ou glicosilada. Em modalidades ilustra-
tivas, as proteinas de fusdo de Ig sulfatadas sdo PSGL-Ig e GP1b-lg. Em
modalidades ilustrativas, as proteinas de fusédo de Ig sulfatadas sdo PSGL-
lg, GP1b-Ig e IL-13R-1g. Em algumas modalidades, as proteinas de fusao
de Ig glicosiladas séo fucosiladas e/ou sialiladas. Em modalidades ilustrati-
vas, as proteinas de fusdo de Ig fucosiladas sdao PSGL-lg e GP1b-Ig. Em
modalidades ilustrativas, as proteinas de fusao de Ig sialiladas sao PSGL-Ig,
GP1b-Ig e IL-13R-1g.

Exemplos ilustrativos de agentes de composi¢cao de volume in-
cluem glicina e manitol. Diséacan’deos ilustrativos incluem sacarose e trealo;
se. Exemplos ilustrativos de tensoativos incluem polissorbato 20 e polissor-
bato 80. Exemplos ilustrativos de tampdes incluem tampdes de amina e fos-
fato. Exemplos ilustrativos de tampdes baseados em amina incluem histidina
e trometamina (Tris).

Em algumas modalidades, os componentes das composi¢des da
invencdo estdo presentes em faixas definidas de concentragdo. Em algumas
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modalidades, a concentragdo de proteina é de 0,025 a 60 mg/ml; a concen-
tragao do agente de composigdo de volume é de 0,5 a 5%; a concentragao
de dissacarideo é de 0,5 a 5%; a concentragdo de tensoativo é de 0,001 a
0,5%; todos independentemente uns dos outros. Em algumas modalidades,
a concentracdo de NaCl é de 1 a 200 mM de NaCl. Em determinadas moda-
lidades, a concentracdo de NaCl é menos de 35 mM. Em modalidades parti-
culares, as composicoes farmacéuticas incluem de 1 a 4% de agente de
composigcao de volume, de 0,5 a 2% de dissacarideo e de 0,005 a 0,02% de
tensoativo. Em modalidades ilustfativas, a composicao inclui 2% de agente
de composi¢ao de volume, 1% de dissacarideo e 0,01% de tensoativo.

A invengdo ainda se refere ao estado fisico da formulagdo. A
invengao proporciona, sem Iimitagéo, formulagbes liquidas, congeladas, liofi-
lizadas e reconstituidas. -

A invengéao ainda proporciona métodos de fabricagcdo de compo-
sicdes da invengao, incluindo métodos em que a composig¢édo é liofilizada,
através de um processo que inclui uma etapa de anelamento.

O sumario precedente e a descricdo detalhada a seguir sdo e-
xemplificativos e explicativos apehas € nao sao restritivos da invengéao, con-
forme reivindicado.

Breve Descricido da Figura

A Figura 1 mostra o efeito de polissorbato-80 sobre a agregacao
de proteina e recuperagdo de proteina em formulagdes de GP1b-Ig apés até
14 ciclos de congelamento/descongelamento. GP1b-Ig foi formulada a 2
mg/mL em Tris a 20 mM, pH de' 7,2, NaCl a 50 mM e 0%, 0,005%, 0,01% ou

0,02% de polissorbato-80. Frascos de cada formulagdo foram submetidos

até 14 ciclos de congelamento/descongelamento e ensaiados com relagao
ao % de espécies de elevado peso molecular (HMW) através de SEC-HPLC.
A recuperagao de proteina foi monitorada através de sinal do detecgéo de
HPLC a 280 e 214 nm. O eixo X mostra o numero de ciclos de congelamen-
to/descongelamento. O eixo Y mostra o percentual de HMW.

Descricao Detalhada

A presente invengdo proporciona composi¢ées compreendendo
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proteinas de fusédo de Ig. A invengéo é baseada, pelo menos em parte, na des-
coberta de que composi¢gdes compreendendo uma proteina de fusdo de Ig, um
tampao, um dissacarideo, um agente de composi¢do de volume e um tensoati-
vo sao tornadas suficientemente estaveis para armazenamento a longo prazo
e/ou um ou mais ciclos de congelamento/descongelamento. A invengéo tam-
bém proporciona métodos de preparo de composigdes de fusao de Ig.
Proteinas de Fusédo de Ig

A invengao proporciona composigées compreendendo proteinas
de fusdo de imunoglobulina (lg). |

Uma proteina de fusdo de Ig é uma proteina que compreende
(a) uma porgao de nao-lg Ilgada a (b) uma porgao de Ig a qual é derivada da
regido constante de uma imunoglobulina.

Em algumas modalidades, a proteina de fuséo de Ig é acida, por
exemplo, uma proteina de fusédo de Ig tendo um ponto isoelétrico (pl) de me-
nos de 6,0, 5,5, 5,0, 4,5, 4,0, 3,5, 3,0 ou 2,5. Em modalidades ilustrativas,
por exemplo, as proteinas de fusdo de Ig acidas sdo PSGL-lg, GP1b-Ig, IL-
13R-Ig e IL-21R-Ig. O ponto isoelétrico de uma proteina é o pH no qual sua
carga liquida é zero. Métodos para determinagdao do ponto isoelétribo de
uma proteina de interesse sdo bem-conhecidos na técnica e incluem, mas
nao estédo limitados a, calculos tedricos baseados na sequéncia de aminoa-
cido da prdteina e medi¢do direta do pl através de focalizagao isoelétrica
(IEF). Skoog, B. e Wichman, A., Trends Anal. Chem. 5: 82-83 (1986); Patric-
kios, CS. e Yamasaki, E.N., Anal. Biochem., 231: 82-91 (1995); Alberts et al,
Molecular Blology of the Cell, Terceira Edi¢ao, pagina 171 (1994).

Em algumas modalldades a proteina de fusdo de Ig é altamente
acida, por exemplo, uma protema de fusdo de Ig tendo um pl de menos de
4,0, 3,5, 3,0 ou 2,5. Em modalidades ilustrativas, a proteina de fusdo de Ig
altamente &cida é PSGL-lg.

Em algumas modalidades, a porgao de ndo-lg da proteina de
fusdo de Ig é derivada de um receptor, por exemplo, um receptor de citocina.
Em modalidades ilustrativas, o receptor de citocina € um receptor de inter-

leucina. Em modalidades ilustrativas, os receptores de citocina sao IL-13R e
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IL-21R. Outros receptores de citocina podem ser usados, por exemplo, re-
ceptores de citocina descritos em Cytokine Reference, vol. 2: Reéeptors,
eds. Oppenheim & Feldman, Academic Press, 2001.

Em algumas modalidades, a proteina de fusdo de Ig compreen-
de uma porgdo de nado-lg que é sulfatada, fosforilada e/ou glicosilada. Em
modalidades ilustrativas, as proteinas de fusdo de Ig sulfatadas sdo PSGL-Ig
e GP1b-lg. Em modalidades ilustrativas, as proteinas de fusdo de Ig glicosi-
ladas sdo PSGL-Ig, GP1b- Ig e IL-13R-lg. Em algumas modalidades, as pro-
teinas de fusao de Ig glicosiladas sdo fucosiladas e/ou sialiladas. Em moda-
lidades ilustrativas, as proteinas de fusdo de Ig fucosiladas sdo PSGL—Ig e
GP1b-lg. Em modalidades ilustrativas, as protél’nas de fusédo de Ig sialiladas
sdo PSGL-lg, GP1b-Ig e lL-13R-Ig.'Métodos para detecgdo e analise de sul-
fatacao, fosforilagé@o e glicosilagéo de proteinas sdo bem-conhecidos na téc-
nica e sao descritos, por exemplo, em Posttranslatibnal Modifications of Pro-
teins: Tools for Functional Proteomics (Methods in Molecular Biology), Chris-
toph Kannicht Ed. (2002). o |

Em algumas modalidades, a por¢do de lg das proteinas de fusdo
de Ig € derivada de um dominio de Fc de uma imunoglobulina, por exemplo,
IgG (1gG+, IgG4 ou outro isotipo de IgG) de seres humanos, murino ou outras
espécies e inclui porgbes funcionais de sequéncias de |lg que ocorrem natu-
ralmente, bem como mutagdes e mddificagéo de tais sequéncias. Seqlién-
cias de varios dominios Fc s@o bem-conhecidas na técnica e séo proporcio-
nadas, por exemplo, em Sequences of Proteins of Immunological Interest,
US Department of Health and' Human Services, eds. Kabat et al, 1991.
A porg¢ao de Ig pode conter qualquer uma ou mais das seguintes porgdes do
dominio Fc: CH1, CH2, CH3 e a regido de dobradica. Por exemplo, o domi-
nio Fc pode conter CH2, CH3 e a regido de dobradigca, mas ndo CH1.

Adicionalmente, proteinas de fusdo de Ig compreendem um li-
gante que une as porgdes de nao-lg e de |g.

Em algumas modalidades, a concentragdo de uma proteina de
fusdo de Ig em uma composigéo da invengéo é menos de 100 mg/ml, menos
de 90 mg/ml, menos de 80 mg/ml, menos de 70 mg/ml, menos de 60 mg/ml,
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menos de 50 mg/ml, menos de 40 mg/ml, menos de 30 mg/ml, menos de 20
mg/ml, menos de 15 mg/ml, menos de 10 mg/ml ou menos de 5 mg/ml. Em
algumas modalidades, a concentracdo de uma proteina de fusdo de Ig em
uma composi¢ao da invengao € escolhida das seguintes faixas: de cerca de
0,025 a cerca de 60 mg/ml, de cerca de 0,025 a cerca de 40 mg/ml, de cerca
de 0,025 a cerca de 20 mg/ml ou de cerca de 0,025 a cerca de 10 mg/ml.
Em uma modalidade ilustrativa, a concentragao de proteina de fusédo de Ig é

- cerca de 10 mg/ml.

Tampdes

As composi¢des da invengdo compreendem um tampéao o qual,
em parte, serve para manter o pH em uma faixa desejada. Tampdes ade-
quados para uso na invengéo incluem, mas néo estio limitados a, tampdes
de fosfato, citrato, acetato e amina. Tampdes de fosfato podem ser, por e-
xemplo, fosfato de potassio ou fosfato de- sédio. Tampdes de amina podem
ser, por exemplo, histidina, tri(hidréximetil)Jaminometano (“tris") ou dietano-
lamina. v

A concentragao de um tampao nas composi¢des da invengao
pode ser escolhida das seguintes faixas: de cerca de 1 a cerca de 1000 mM,
de cerca de 1 a cerca de 200 mM, de cerca de 1 a cerca de 100 mM, de cer-
ca de 1 a cercade 50 mM, de cerca de 1 a cerca de 40 mM, de cercade 1 a
cerca de 30 mM, de cerca de 1 a cerca de 20 mM ou de cerca de 1 a cerca
de 10 mM. Em uma modalidade ilustrativa, a concentragdo de tampao na
composicéo é cerca de 10 mM.

O pH de uma composi¢éo da invengao pode ser escolhido das
seguintes faixas: de 4 a 10, de 5 a 9, de preferéncia de 6 a 8. Desconforto
para o paciente \pode ser mkinimizado através de ajuste do pH de uma com-
posicao injetada em ou proximo dos niveis fisiologicos. Para essa finalidade,
é preferivel que o pH da composigao farmacéutica seja de cerca de 5,8 a
cerca de 8,4 ou, mais preferivelmente, de cerca de 6,2 a cerca de 7,4. Ajus-
tes de rotina do pH para dentro ou fora dessas faixas podem ser necessarios |
para melhorar a solubilidade ou estabilidade do polipeptideo ou outros com-
ponentes da composigao.
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Dissacarideos

As composi¢gbes da invengao ainda compreendem um diésacan’-
deo. De preferéncia, o dissacarideo é um agucar de ndo-redug¢do, por exem-
plo, sacarose ou trealose. Em determinadas modalidades, a concentragdo
de dissacarideo na composi¢do é escolhida das seguintes faixas: de 0,5 a
5%, de 0,5 a 4%, de 0,5 a 3%, de 0,5 a 2,5%, de 0,5 a 2%, de 0,5 a 1,5%, de
0,5a1%,de 1a1,5%,de 1,5a2%,de2a?25%,de25a3%,de3a4%,de
4 a 5% ou mais de 5%. Em modalidades particulares, a concentragéo de
dissacarideo na composi¢ao é cerca de 0,5 a 5%, por exemplo, cerca de 0,5
a 2,0%. Em modalidades ilustrativas, a concentragdo de dissacarideo é 0,9 -
ou 1,0%.

Em um aspecto, o dissacarideo serve para estabilizar a proteina
durante congelamento. Uma vez que a prote¢ao durante congelamento pode
depender da concentragao absoluta do dissacarideo (Carpenter et al, Phar-
maceutical Research 14: 969-975 (1997)), concentragdes maiores do que
5% podem ser necessarias a fim de maximizar a estabilidade.

Em um aspecto, o dissacarideo estabiliza a protel'ha durante se-
cagem. Prote¢ao durante secage'm pode depender da propor¢do em massa -
final entre o dissacarideo e a proteina. Carpenter et al, Pharmaceutical Re-
search 14: 969-975 (1997). Consequentemente, em algumas modalidades, a
concentragdo de dissacarideo é selecionada para obter a pfoporgéo em
massa desejada de dissacarideo para proteina, tipicamente pelo menos 1:1.
Em algumas modalidades, a estabilidade é otimizada em uma proporgao em -
massa de dissacan’deo:protel’né de cerca de 5:1. Em outras modalidades, a
propor¢ao em massa de dissacarideo:proteina é 10:1 , 20:1 , 30:1 , 40:1 ,
50:1, 100:1 , 200:1 , 300:1 , 400:1 , 500:1 , 600:1 , 700:1 , 800:1 , 900:1 ,
1000:1 ou maior do que 1000:1.

O dissacarideo pode atuar como um lioprotetor ou crioprotetor.
"Lioprotetores" incluem substancias que impedem ou reduzem a instabilida-
de quimica ou fisica de uma proteina quando de liofilizagdo e subsequente
armazenamento. Em um aspecto, o lioprotetor impede ou reduz as instabili-

dades quimicas ou fisicas na proteina a medida que agua é removida da
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composigéo durante o processo de secagem. Em um outro aspecto, o liopro-
tetor estabiliza a proteina ajudando a manter a conformagéo apropriada da
proteina através de ligagédo a hidrogénio.

"Crioprotetores” incluem substancias que proporcionam estabili-
dade a proteina congelada durante produgéo, congelamento, armazenamen-
to, manipulagéo, distribuigéo, reconstituicdo ou uso. Em um aspecto particu-

lar, “crioprotetores" incluem substéncias que protegem a proteina de estres-

- ses induzidos pelo processo de congelamento. Crioprotetores podem ter e-

feitos de lioprotegao.
Agentes de Composicdo de Volume

A composicao da invengao ainda compreende um ou mais agen-
tes de composicédo de volume dos seguintes: glicina e manitol. Os agentes
de composi¢do de volume servem para contribuir para a massa e estrutura
fisica da torté liofilizada. Em um aspecto, agentes de composigéo de volume
contribuem para a formagao de uma torta elegante. Mais especificamente,
agentes de composig¢ao de volume promovem a formagao de uma torta que
é esteticamente aceitavel, uniforme ou mecanicamente forte. Agentes de
composi¢éo de volume também promovem a formag&o de uma estrutura de
poro aberto e a facilidade ou velocidade de reconstituicdo. Agentes de com-
posicdo de volume também reduzem ou impede‘m;o colapso da torta, fuséo
eutética ou retencdo de umidade residual. Em outro aspecto, agentes de
composi¢do de volume ajudam a proteger a proteina contra estresses (por
exemplo, estresses fisicos e quimicos) e ajudam a manter a atividade da
proteina.

Em determinadas modalidades, a concentragdo de agente de
composi¢ao de volume na éomposigéo é escolhida das seguintes faixas: de
0,5a 1%, de 1 a 1,5%, de 1,5 a 2%, de 2 a 2,5%, de 2,5 a 3%, de 3 a 3,5%,
de 3,5 a 4%, de 4 a 4,5%, de 4,5 a 5%, mais de 5%, de 0,5 a 5%, de 0,5 a
4%, de 0,5 a 3%, de 0,5 a 2,5%, de 0,5 a 2%, de 0,5 a 1,5% ou de 0,5 a 1%.
Em determinadas modalidades, a concentragao de agénte de composigao
de volume € 0,5 a 5%, por exemplo, 0,5 a 3%, ainda mais precisamente 1,8
a 2%.
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Tensoativos

De preferéncia, a composi¢ao da invencao também combreende
um tensoativo. Em um aspecto, tensoativos protegem a proteina de estres-
ses induzidos nas interfaces (por exemplo, uma interface ar/solugcéo ou inter-
face solugdo/superficie). Em uma modalidade, tensoativos impedem ou re-
duzem a agregacao. Tensoativos incluem detergentes, tais como polissorba-
to, por exemplo, polissorbato-20 ou polissorbato-80 e polimeros, tal como
polietileno glicol. Uma variedade de tensoativos sao conhecidos na técnica
(vide, por exemplo, a Patente uU.S. 6.685.940, coluna 16, linhas 10-35). Em
uma modalidade ilustrativa, o tensoativo é polissorbato-80 derivado de vege-
tal.

Em determinadas modalidades, a concentragdo de tensoativo na
composicao é de 0,001 a 0,5%, de 0,001 a 0,2%, de 0,001 a 0,1%, de 0,001
a 0,05%, de 0,001 a 0,01% ou de 0,001 a 0,005%. Em modalidades ilustrati-
vas, a concentragao de tensoativo na composicao é de 0,005 a 0,01%.
Outros Componentes '

A composigao pode ainda compreender componentes farmaceu-
ticamente aceitaveis adicionais. Cbmponentes adicionais adequados incluem
modificadores de tonicidade adicionais e outros excipientes conhecidos na
técnica.

Um modificador de tonicidade é uma substancia que contribui
para a osmolaridade da composi¢édo. A osmolaridade do soro humano é cer-
ca de 300+50 mOsM/kg. Para manter a estabilidade da proteina e minimizar
o desconforto para o paciente; geralmente é preferivel que a composi¢ao
farmacéutica seja isotdnica, isto é, fenha osmolaridade aproximadamente
igual ao soro humano. Consequentemente, a osmolaridade da composigao
é, de preferéncia, de 180 a 420 mOsM/kg. Contudo, aqueles versados na
técnica compreenderdao que a osmolaridade da composi¢ao pode ser maior
ou menor, conforme condi¢des especificas venham a requerer. Uma varie-
dade de modificadores de tonicidade s&o conhecidos na técnica (vide, por
exemplo, paragrafo 0047 do Pedido de Patente U.S. 20030180287). Outros

componentes da composigao incluindo, mas néo limitado a, tampdes, dissa-
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carideos, agentes de composigédo de volume e tensoativos, também podem
contribuir para a osmolaridade da composi¢ao.

Excipientes incluem, mas néo estéo limitados a, aditivos quimi-
cos, co-solutos e co-solventes. De preferéncia, excipientes contribuem para
a estabilidade da proteina, mas deve ser compreendido que excipientes po-
dem, de.outro modo, contribuir para as propriedades fisicas, quimicas e bio-
I6gicas da composi¢éo. Uma variedade de excipientes sdo conhecidos na

- técnica (vide, por exemplo, paragrafos 0048-0049 do Pedido de Patente U.S.

20030180287).

Em algumas modalidades, a composi¢édo ainda compreende clo-
reto de sédio. Em modalidades particulares, a composicdo compreende 1-
200 mM ou menos de 50 mM, menos de 40 mM, menos de 35 mM, menos
de 30 mM, menos de 25 mM, menos de 20 mM, menos de 15 mM, menos de
10 mM ou menos de 5§ mM NaCl. Sob determinadas condigées; NaCl pode
causar dificuldade durante liofilizagdo ou levar ao aparecimento de opales-
céncia no liofilizato reconstituido. Conseqliientemente, em uma modalidade
particular, a composi¢ao nao compreende NaCl.

Deve ser compreendido que determinados componentes da
composi¢gdo podem ser interpermutados com alternativas conhecidas na
técnica. Contudo, aqueles versados na técnica também compreenderdo que
a incluséo de determinados componentes excluird o uso de outros compo-
nentes, concentragdes ou métodos de preparo da composigao farmacéutica,
por razdes que incluem, mas néo estéo limitadas a, compatibilidade quimica,
pH, tonicidade e estabilidade. _

As composigdes da invengédo contém nao mais do que 0,5 mM,
0,1 mM, 0,01 mM, nenhum hl’vel detectavel ou nada de qualquer um de argi-
nina ou seus sais ou cisteina ou seus sais. Esses compostos ndo s&o adi-
cionados no preparo da composi¢cdao ou nao podem ser dete‘ctad'os na com-
posi¢do, em mais do que esses limites. Essas restricoes se aplicam apenas
aos aminoacidos livres e seus sais, em oposi¢do a arginina e/ou cisteina
presente no polipeptideo.
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Modalidades llustrativas

Em algumas modalidades, a composi¢éo farmacéutica éonsiste
essencialmente em uma proteina de fuséo de Ig, um tamp&do, um dissacari-
deo, um agente de composi¢gao de volume e um tensoativo. Em algumas
modalidades, a composicao farmacéutica compreende uma proteina de fu-
sdo de lg, um tampao, um dissacarideo, um agente de composi¢do de volu-
me e um tensoativo. ,

Em uma modalidade ilustrativa, a composicao farmacéutica com-
preende uma quantidade farmaceuticamente eficaz de uma proteina de fusdo
de Ig, de 1 mM a 1 M de tampao, de 0,5 a 5% de dissacarideo, de 0,5 a 5% de
agente de composigao de volume e de 0,001 a 0,5% de tensoativo. Em uma
outra modalidade, a composicao farmacéutica compreende uma quantidade
farmaceuticamente eficaz de uma proteina de fusdo de Ig, de 1 mM a 1 M de
tamp3o, de 0,5 a 5% de dissacarideo, de 0,5 a 5% de agente de composi¢édo
de volume, de 0,001 a 0,5% de tensoativo e de 1 a 200 mM de NaCl. Em uma
outra modalidade, a composigdo farmacéutica compreende uma quantidade
farmaceuticamente eficaz de uma proteina de fusao de Ig, de 1 mMa 1 M de
tampao, de 0,5 a 5% de dissacan’deo, de 0,5 a 5% de agente de composicao
de volume, de 0,001 a 0,5% de tensoativo e menos de 35 mM de NaCl. Em
uma outra modalidade, a composigao farmacéutica compreende uma quantida-
de farmaceuticamente eficaz de uma proteina de fuséo delggdet mMai1M
de tampéo, de 0,5 a 5% de dissacarideo, de 0,5 a 5% de agente de composi-
¢ao de volume e de 0,001 a 0,5% de tensoativo e ndo contém NaCl.

Em uma modalidade ilustrativa, a composi¢gao farmacéutica
compreende de 0,025 a 20 mg/ml de proteina de fusdo de Ig, de 5 a 30 mM
de tampao, de 0,5 a 2% de dissacarideo, de 1,5 a 2,5 de agente de compo-
sicdo de volume e de 0,001 a 0,02% de tensoativo.

Em uma modalidade ilustrativa, a composi¢cdo farmacéutica
compreende cerca de 10 mg/ml de proteina de fusao de Ig, cerca de 10 mM
de tampao, cerca de 1,8 a cerca de 2% de agente de composi¢ao de volu-
me, de cerca de 0,9 a cerca de 1% de dissacarideo e de cerca de 0,005 a
0,01% de tensoativo.
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Em uma outra modalidade, a composi¢do farmacéutica compre-
ende cerca de 10 mg/ml de uma proteina de fusao de Ig, cerca de 10 mM de
tampao, de cerca de 1,8 a cerca de 2% de glicina, de cerca de 0,9 a cerca
de 1% de dissacarideo e de cerca de 0,005 a cerca de 0,01% de tensoativo.

Em uma outra modalidade, a composi¢ao farmacéutica compre-
ende cerca de 10 mg/ml de proteina de fusdo de Ig, cerca de 10 mM de
tanﬁpéo, de cerca de 1,8 a cerca de 2% de manitol, de cerca de 0,9 a cerca

- de 1% de dissacarideo, de cerca de 0,005 a cerca de 0,01% de tensoativo e

menos de 35 mM de NaCl.

Em uma modalidade ilustrativa, a composicdo farmacéutica
compreende 10 mg/ml de PSGL-Ig, 10 mM de histidina, 260 mM de glicina,
10 mM de NaCl, 1% de sacarose e 0,005% de polissorbato-80. '

Em uma modalidade ilustrativa, a composigdo - farmacéutica
compreende'10 mg/ml de GP1b-Ig, 10 mM de histidina, 1,8% de glicina, 25
mM de NaCl, 0,9% de sacarose e 0,01% de polissorbato-80.

Em uma modalidade ilustrativa, a composicao farmacéutica
compreende 10 mg/ml de IL-13R-lg, 10 mM de Tris, 2% de manitol, 40 mM
de NaCl, 1% de sacarose e 0,01% de polissorbato-80.

Estado Fisico da Composicdo |

Uma variedade de estados fisicos sdo adequados para a com-
posi¢do farmacéutica da invengdo incluindo, mas nao limitado a, formula-
¢Oes liquidas, liquidas congeladas, liofilizadas e reconstituidas. Formulagdes
reconstituidas incluem composigoes liofilizadas que tenham sido resuspen-
sas em liquido, tipicamente agua para inje¢ao (WFI). Para composigoes liofi-
lizadas, as concentragdes e osmolaridades se referem, tipicamente, aquelas
da composigéb liquida pré-liofilizada, embora esses valores possam, alterna-
tivamente, se referir a composigao reconstituida. Para composigoes liquidas
congeladas, concentragbes e osmolaridades se referem, tipicamente, a
composi¢ao liquida antes de congelamento.

Métodos de Preparo de Composicoes Farmacéuticas

Aqueles versados na técnica conhecer&o uma variedade de mé-

todos adequados para o preparo da composicado farmacéutica da invengdo.
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Aqueles versados na técnica também compreenderdao que alguns compo-
nentes podem interagir de forma tal a tornar determinados métodoé ou or-
dens de preparo desfavoraveis.

Em uma modalidade, a composicao € preparada através de tro-
ca de uma proteina purificada em uma solugdo compreendendo todos os.
componentes restantes da composi¢ao, exceto quanto ao tensoativo, e sub-
seqlientemente adigao do tensoativo na concentragao desejada.

Em uma modalidade, a composicdo é liofilizada através de um
processo que inclui uma etapa de anelamento, isto €, manter a composi¢ao
em uma temperatura acima da temperatura final de congelamento durante
um periodo definido para promover a cristalizacao dos componentes poten-
cialmente cristalinos. Em um aspecto, anelamento mostra cristalizagdo com-
pleta ou mais do agente de composi¢ao de volume, o que pode melhorar a
estrutura da torta ou estabilidade da proteina. Ainda, cristalizagdo do agente
de composigao de volume pode aumentar'a T, da fase amorfa, o que pode
facilitar secagem mais eficiente, permitindo que a secagem primaria seja
realizada em uma maior temperatura, novamente resultando em qualidade
ou estabilidade aperfeicoada da torta. Vide Wang, International Journal of
Pharmaceutics 203: 1-60 (2000). Ainda, falha em cristalizar completamente o
agente de composi¢ao de volume pode permitir cristalizagdo durante seca-
gem primaria, o que pode levar a quebra do frasco (Tang e Pikal, Pharma-
ceutical Research 21: 191 -200 (2004) ou cristalizagdo durante armazena-
mento, o que pode desestabilizar a proteina (Carpenter et al, Pharmaceutical
Research 14: 969-975 (1997)).

Em uma modalidade ilustrativa, a composi¢ao farmacéutica é
liofilizada através de um processo compreendendo as seguintes etapas:
congelamento da composicdo a menos de -40°C; anelamento em uma tem-
peratura entre -5°C e -40°C durante um periodo de tempo suficiente para
promover a cristalizagao do agente de composi¢éo de volume; diminuigdo da
temperatura para abaixo de -35°C; estabilizagdo de um vacuo; e secagem
da composi¢cado em uma temperatura entre -20°C e +30°C.
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Estabilidade

Em um aspecto, a invengado se refere a composicdes farmacéu-
ticas estavel. Uma composigao "estavel" é uma na qual a proteina na mes-
ma retém essencialmente determinadas propriedades fisicas e quimicas
quando de armazenamento ou uso. Em um aspecto, "armazenamento ou
uso" inclui um ou mais ciclos de congelamento/descongelamento. Varios

ensaios de estabilidade e/ou instabilidade de proteina sdo descritos no E-

- xemplo e outros métodos adequados sdo bem-conhecidos na técnica e re-

vistos, por exemplo, em Peptide and Protein Drug Delivery, 247-301 , Vin-
cent Lee Ed., Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., Pubs. (1991) e Jones, A.
Adv. Drug Delivery Rev. 10: 29-90 (1993). Tais ensaios incluem, mas ndo
estao limitados a, quantificagdo de material de elevado peso molecular (por
exemplo, agr_egados), quantificagcao de material de baixo peso molecular (por
exemplo, degradantes), quantificagdo da concentragédo de proteina, quantiﬁ-
cacao de atividade da proteina e quantificagao de modificagbes de aminoa-
cido pds-traducionais. A composi¢éo farmacéutica da invengédo contém, de
preferéncia, menos de 10%, menos de 5%, menos de 4%, menos de 3%,
menos de 2%, menos de 1% ou menos de 0,5 % de material agregante (ele-
vado peso molecular) ou degradante (baixo peso molecular) quando de ar-

mazenamento ou uso. Similarmente, a composicdo farmacéutica da inven-

“¢ao retém, de preferéncia, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% ou

100% de atividade da proteina quando de armazenamento ou uso.

Em algumas modalidades, a composi¢ao é estavel em uma de-
terminada temperatura (por exemplo, -80°C a 40°C, -40°C a 40°C, em torno
de 20°C) durante um periodo de tempo especificado (por exemplo, 1, 4, 7,
12 ou 24 semanas; ou 1, 2, 3 4,6, 7,5, 9 ou 12 meses; ou mais).

Em algumas modalidades, a composi¢éo é estavel apds um nu-
mero especificado de ciclos de congelamento/descongelamento (por exem-
plo,1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 20 ou mais). '

Em um aspecto, a composi¢ao farmacéutica é proteina estavel
através de qualquer uma ou todas as etapas de fabricacao, embargue e ma-

nipulagao, a qual pode incluir preparo da composicéo, Congelamento, seca-
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gem, armazenamento, embargue, reconstituicdo, ciclos de congelamen-
to/descongelamento e armazenamento pos-reconstituicao pelo usuério final.

- Uma variedade de fatores pode afetar a estabilidade da proteina,
incluindo resisténcia ibnica, pH, temperatura, ciclos de congelamen-
to/descongelamento, forgas de cisalhamento, congelamento, secagem, agi-
tacao e reconstituicdo. A instabilidade da proteina pode ser causada através
de degradacéo fisica (por exemplo, desnaturagao, agregagéo ou precipitagao)
ou degradagao quimica (por exemplo, deamidagao, oxidagao ou hidrélisé).
Exemplos |
Exemplo 1: Formulacéo de PSGL-Ig
A. Base de PSGL-Ig

O ligante-1 de glicoproteina de P-selectina (PSGL-1) é o princi-

pal receptor de alta afinidade pela P-selectina sobre leucécitos humanos.
PSGL-Ig € uma proteina de fusdo compreendendo PSGL soluvel ligado a um
dominio Fc de IgGy humana com mutagdo, conforme descrito na Patente
U.S. 5.827.817. Focalizagdo isoelétrica (IEF) de PSGL-lg mostra bandas
predominantes dentro de uma faixa de pH de 2,8 a 3,3, agrupadas em torno
de um pl de aproximadamente. 3. Modificagbes pos-traducionais de PSGL-Ig
incluem sulfatagéo e glicosilagéo. Glicosilagdo de PSGL-Ig inclui glicanas O-
ligadas e N-ligadas. Glicanas O-ligadas em PSGL-Ig incluem estruturas siali-
ladas e/ou fucosiladas. Para uma revisao de modificagdes pés-traducionais
de PSGL e seu significado biolégico vide Liu et al, Journal of Biological
Chemistry 273: 7078-7087 (1998).
B. Otimizacao de Formulacéo de PSGL-Ig

PSGL-Ig foi purificado sobre uma coluna QAE e formulada em
torno de 25 pug/ml em PBS-CMF ou "His/Suc/Gly" (10 mM de histidina, 260
mM de glicina, 1% de sacarose). As amostras foram processadas sem polis-
sorbato-80, com polissorbato-80 adicionado a 0,005% antes de ciclos de
congelamento/descongelamento e com polissorbato-80 adicionado a 0,005%
apés ciclos de congelamento/descongelamento, mas antes de medicédo de
HMW (para PBS-CMF apenas). As amostras foram submetidas a 20 ciclos
de congelamento/descongelame»nto. O percentual de espécies de elevado
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peso molecular (HMW) foi determinado antes e apds ciclos de congelamen-
to/descongelamentos através de cromatografia por exclusao de tamanho
(SEC)-HPLC. Conforme mostrado na Tabela 1, polissorbato-80 reduziu sig-
nificativamente o acumulo de HMW em PBS-CMF e His/Suc/Gly, mas ape-
nas quando adicionado antes de ciclos de congelamento/descongelamento.
Tabela 1. Otimizagdo de Formulagdo de PSGL-Ig '

Tampao . Adig¢ao de polissorbato {% HMW no|% de HMW apds 20X conge-
Tempo Zero | lamento/descongelamento
PBS-CMF | Nenhum 4,25 46,52
PBS-CMF | Spiked em pos-C/D 5,28 44,18
PBS-CMF__|0,005% : 4,18 4,86
| His/Suc/Gly | 0,005% | 4,39 3,37
His/Suc/Gly |nenhum 42,97

Para determinar a contkibuigéo do agente de tam'ponamentov e
pH para a estabilidade da PSGL-Ig, PSGL-Ig foi formulada em torno de 50
ng/ml em tampédo a 15 mM apenas (sem excipientes adicionais). Cinco tam-
pdes (succinato, citrato, histidina, fosfato e Tris) foram testados em um total
de 7 pH's (vide Tabela 2). As amostras foramvsubmetidas a 5 ciclos de con-
gelamento/descongelamento. O percentual de HMW foi determinado antes e
apos ciclos de congelamento/descongelamento através de SEC-HPLC. Con-
forme mostrado na Tabela 2, citrato e histidina resultaram em alteracdes mi-
nimas no percentual de HMW apds congelamento/descongelamento, en-
quanto que Tris, fosfato e succinato resultaram em maiores aumentos no
percentual de HMW.
Tabela 2. Efeito do pH da Formulagdo de PSGL-Ig sobre o Acimulo de HMW

Tampao pH Aumento em HMW
Succinato 5,44 11,7%
Citrato 5,94 , 1,8%
citrato - 16,52 ' 1,4%
Histidina 6,67 2,7%
Fosfato 7,02 6,6%
Fosfato 7,58 3,1%
Tris ' 7,51 3,5%
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C. Estabilidade a Longo Prazo de Formulagcdo de PSGL-ig

PSGL-Ig purificada foi trocada em 1% de sacarose, 260 mM de
glicina, 10 mM de NaCl e 10 mM de histidina, pH de 6,5-6,6 a 5 mg/ml. Po-
lissorbato-80 foi adicionado para uma concentragéo final de 0,005%. Aliquo-
tas de 1 ml foram enchidas em frascos tubulares de vidro do Tipo I de 2 ml e
‘tampadas. As amostras foram liofilizadas e armazenadas a 5°C, 25°C ou
40°C ou armazenadas como um liquido congelado a —80°C. A estabilidade
da proteina foi avaliada através da formagao de HMW, grau de hipossulfata-
cdo, atividade biolégica medida em unidades de ligagéo relativa (RBU) e
grau de ciclizagdo das glutaminas N-terminais em &cido piro-glutamico.
Amostras no tempo zero consistiam em formulagdes pré- e pds-liofilizagao.
As amostras também foram analisadas apds 3 ou 7,5 meses de armazena-
mento nas temperaturas listadas acima. Conforme mostrado na Tabela 3, as
formulagdes liofilizadas e liquidas congeladas sé@o estaveis sob as condi¢bes
testadas. | |

Tabela 3: Estabilidade de formulagéo de PSGL-Ig
HMW através de SEC (como area %)

Temperatura | Liquida |Lio, tempo zero |3 meses 7,5 meses
0,53 0,52
-80°C 0,63 .
5°C I 0,27 0,52
25°C 0,39 0,71
40°C | 0,38 |

RBU (atividade bioldgica)

Temperatura |Liquida {Lio, tempo zero |3 meses | 7,5 meses

0,99 1,1
-80°C___ ' 0,81
5°C 1,6 0,85
25°C 1,3 0,96
40°C 1,2

Proporgdo Q-Q/<Q-<Q (completamente ndo ciclizado a completamente ci-

clizado)
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HMW através de SEC (como area %)

Temperatura |Liquida |Lio, tempo zero |3 meses 7,5 meses
1,68 1,64
-80°C - nd
5°C | 167 1,78
25°C 1,64 1,72
40°C 1,56
‘| Hipossulfatagao (através de AEX)
Temperatura % hipossulfato a 7,5
| meses
-80°C , | 1,06
5°C ' - ' 1,00
25°C 1,00

Exemplo 2: formulacdo de GP1b-Ig
A. Base de GP1b-Ig

GP1b-alfa € um receptor expresso por plaquetas. O principal
ligante para GP1b-alfa é Fator de von Willebrand (VWF). GP1b-Ig é uma
proteina de fusdo compreendendo o dominio de ligagédo a ligante de 290 a-

minoécidos N-terminal soluvel de GP1b-1alfa ligado a 225 aminoacidos de
uma Fc de IgGy humana inativada, conforme descrito na Publicagao PCT
Ndmero WO 02/063003. O dominio de liga¢cdo a VWF de GP1b-Ig compre-
ende duas mutagbes de ganho de fungdo, M239V e G233V, as quais intensi-
ficam sua afinidade de ligagao ao VWF. Focalizagao isoelétrica (IEF) de
GP1b-Ig mostra bandas predominantes dentro de uma faixa de pH de 4,1 a
5,6, agrupadas em torno' de um pl de aproximadamente 5. Modificagdes pos-
traducionais da GP1b-lg incluem glicosilagdo N-ligada. Glicanas N-ligadas
em GP1b-Ig incluem estruturas sialiladas e/ou fucosiladas.

B. Otimizacao de formulacéo de GP1b-Ig

O efeito do polissorbato-80 sobre a estabilidade de GP1b-Ig foi
avaliada em fracos de polipropileno de 2 ml. GP1b-Ig foi formulada em 2
mg/ml em Tris a 20 mM, pH de 7,2, 50 mM de NaCl e concentragéeé varia-
das de polissorbato-80 (0%, 0,005%, 0,01% ou 0,02%). Os frascos foram
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congelados através de submersdo em nitrogénio liquido durante 1 minuto e
descongelados através de incubagdo em um banho de agua a 20°C .até que
nenhum gelo restasse. As amostras foram submetidas a 14 ciclos de conge-
lamento/descongelamento, com aliquotas extraidas para andlise a cada ciclo
sim, ciclo nao. O percentual de HMW foi determinado através de SEC-HPLC.
A recuperacao de proteina foi avaliada através de integragdo da area de pi-
cos de proteina sobre um sinal de absorbancia a 280 nm. Conforme mostra-
do na Figura 1, a adigdo de polissorbato-80 reduziu significativamenté o a-
cimulo de HMW. ‘ | |

O efeito da glicina sobre a estabilidade de GP1b-Ig foi avaliada
de uma maneira similar. GP1b-Ig foi formulada a 5 mg/ml em 10 mM de his- -
tidina, pH de 6,5, 25 mM de NaCl, 0,9% de sacarose, 0,01% de polissorbato-
80 e concentragdes variadas de glicina (0%, 1,0%, 1,8%, 2,0% ou 4,0% pe-
so/v). Os frascos foram congelados através de submersdo em nitrogénio
liquido durante 1 minuto e descongelados através de incubagdo em um ba-
nho de agua a 20°C até que nenhum gelo restasse. As amostras foram
submetidas a 10 ciclos de congelamento/descongelamento, com aliquotas
extraidas para andlise a cada cicio sim, ciclo nao. O percentual de HMW foi
determinadb através de SEC-HPLC. Conforme mostrado na Tabela 4, a adi-
cao de 1,8% de glicina minimizou o acumulo de HMW apés 6, 8 ou 10 ciclos
de congeIamento/descongelamento. o
Tabela 4: Efeito da Concentragéo de Glicina sobre 0 % de HMW em Formu-
lagGes de GP1b-Ig

% de glicina Niimero de ciclos de congelamento/descongelamento
0 2 4 6 8 10

0 0,35 0,41 0,37 0,44 0,47 0,52

1 0,37 0,36 0,4 0,44 0,46 0,47

1,8 0,38 0,39 0,38 04 0,42 0,46

0,35 0,39 0,37 0,42 0,44 0,48

0,4 0,38 0,41 0,45 0,52 | 0,59

O efeito do pH sobre a estabilidade GP1b-Ig foi avaliado de ma-
neira similar. GP1b-Ig foi formulada a 1 mg/ml em 20 mM de fosfato de sédio
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em niveis variados de pH (5,0, 6,0, 7,0 ou 8,0). Os frascos foram congelados
através de submersao em nitrogénio liquido durante 1 minuto e descongela-
dos através de incubagdo em um banho de dgua a 20°C até que nenhum
gelo restasse. As amostras foram submetidas a 10 ciclos de congelamen-
to/descongelamento, com aliquotas extraidas para andlise apds cada ciclo
sim, ciclo nao. O percentual de HMW foi determinado através de SEC-HPLC
e a recuperagao de proteina foi monitorada pelo sinal do detecgédo de HPLC

- a 280 e 214 nm. Apéds 10 ciclos, amostras em um pH de 5,0 e 6,0 se torna-

ram turvas, uma indicagdo de declinio de recuperagdo de proteina soluvel.
Conforme mostrado na Tabela 5, formulagdo em um pH de 5,0 ou 6,0 leva a

um acumulo aumentado de HMW e recuperagéo diminuida de proteina.

Tabela 5: Efeito do 'pH sobre 0 % de HMW e Recuperagao de Proteina em

Formulacdes de GP1b-Ig

pH Numero de ciclos de congelamento/descongelaménto

A 0 2 4 6 8 10
% HMW 5,0 4,62 9,55 12,02 14,45 19,33 24,94

6,0 3,96 8,63 12,33 [ 15,93 20,64 | 2494

7,0 4,44 6,53 8,6 10,17 12,02 13,67

8,0 4,69 6,32 7,48 8,79 10,31 11,77

Recupe- |50 |9,10E+05 |8,30E+05 [7,38E+05 |6,17E+05 |5,03E+05 |4,06E+05

ragdo de|6,0 |8,93E+05 |8,69E+05 |8,26E+05 |7,96+05 7,63E+05 |7,37E+05

proteina 7,0 |9,23E+05 |9,12E+05 |9,00E+05 |8,88E+05 |8,77E+05 |8,60E+05

180 |9,37E+05 [9,32E+05 |9,28E+05 [9,11E+05 | 9,00E+05 |8,91E+05

O efeito da concentracdo de proteina sobre a estabilidade de
GP1b-Ig foi avaliada em 'garrafas de 20 ml, enchidas até metade com 0,25,
10 ou 19 mg/ml de GP1b-Ilg em 10 mM de histidina, pH de 6,5, 1,8% de gli-
cina, 25 mM de NaCl, 0,9% de sacarose e 0,01% de polissorbato-80. As gar-
rafas foram congeladas através de submersao em nitrogénio liquido durante
10 minutos e descongeladas através de i’ncubagéo em um banho de agua a
25°C durante 15-20 minutos. As amostras foram submetidas a 10 ciclos de
congelamento/descongelamento, com aliquotas removidas para anélise a-
pés 0, 1, 2, 4, 6, 8 e 10 ciclos. Antes de analise, a concentracédo de proteina
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em todas as amostras foi normalizada através de diluigdo para 0,25 mg/ml
em uma formulagdo de outro modo idéntica. O percentual de HMW foi de-
terminado atraveés de SEC-HPLC. Conforme mostrado na Tabela 6, a GP1b-
Ig é estévél sobre uma ampla faixa de concentragdes nessa formulagéo. -
Tabela 6: Efeito da Concentragéo de Proteina sobre o % de HMW em For-
mulagdes de GP1b-Ig '

[GP1b-Ig], Numero de ciclos de congelamento/descongelamento
emmg/ml | 0 2 4 6 8 10
19 0,62 0,67 0,42 0,54 0,56 0,59
10 : 0,58 0,51 0,40 0,55 0,32
0,25 0,42 0,40 0,36 0,35 0,46

C. Estabilidade a Longo Prazo de Formulacdo de GP1b-lg

GP1b-Ig purificada foi armazenada a —80°C até descongelada
para uso. A concentragéo de proteina foi estimada como fosse de 19 mg/ml
atraves de A280. A GP1b-Ig foi formulada em 10 mg/ml em 10 mM de histi-
dina, pH de 6,5, 1,8% de glicina, 25 mM de NaCl, 0,9% de sacarose e 0,01%
de polissorbato-80 através de diluicdo na solugdo de estoque apropriada.

- A formulagao resultante foi filtrada através de uma unidade de filtro de 0,2

pum e distribuida em frascos de vidro. Os frascos foram colocados sobre
bandejas de ago e liofilizados. Liofil[;ggéo foi realizada de acordo com os
parametros de ciclo resumidos na Tabela 7.

Tabela 7. Ciclo de Liofilizacdo de GP1b-Ig

Temp (‘-’C)' Tempo (horas) |Elevacéo (horas) | Pressdo (mT)
5 13,5 18
-50 4 1,2
-15 6 0,8
-40 1,5 : 0,5 50 (dltima hora apenas)
-25 35,3 4,6 : 50
30 6 50
Horas totais 75,2 |

Quando de término do ciclo, a camara de liofilizagdo foi reenchi-
da com nitrogénio seco, apés o que as rolhas foram descomprimidas e o
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restante do vacuo liberado. Os frascos foram imediatamente vedados, rotu-
lados e armazenados a 2-8°C, 25°C ou 40°C.

Em cada ponto de tempo (0, 1, 2, 3, 4, 6, 9 e 12 meses), um ou
mais frascos de liofilizagao foram abertos. As tortas de produto foram avaliadas
com relagdo a aparéncia e umidade residual foi determinada através de titula-
¢do de Karl-Fisher. As tortas foram, entdo, reconstituidas com 1 ml de agua
para injegao (WFI), monitoramento com relacdo a aparéncia e tempo -de re-

- constituigdo. Apds reconstituicdo, o pH foi medido através de imersdo do ele-

trodo em um crio frasco de 2 ml contendo 400 pg/ml da formulagéo. A solugéo
restante foi dividida em aliquotas de 3 x 200 pl, duas das quais foram congela-
das a —80°C e uma das quais foi designada para anélise e mantida a 2-8°C.

As formUlagc”Jes de GP1b-Ig reconstituidas foram diluidas 10 ve-
zes na mesma solugdo para proporcionar, teoricamente, uma solugdo a 1
mg/ml. As concentragdes reais de proteina foram medidas através de espec-
troscopia por UV usando laminas com 96 cavidades transparentes ao UV. A
concentragao de proteina foi calculada através da formulagdo: concentragéo
(em mg/ml) = fator de diluigao x (A280-A320)/(1,1).

A atividade biolégica foi ensaiada como grau de ligacdo de
GP1b-lg ao VWF humano derivado de plasma. A concentragdo de proteina
medida foi usada para calcular a atividade especifica em unidades/ug.

o O actimulo de HMW foi medido através de SEC-HPLC e foi ex-
presso como um percentual de espécies totais.

- O acumulo de espécies de baixo peso molecular (LMW) foi mo-
nitorado através de (RP)-HPLC de fase reversa e expresso como percentual
de espécies totais. .

A distribuicao de isoformas sulfatadas foi determinada através
de cromatografia de troca de anions (AEX).

Conforme mostrado nas Tabelas 8 a 10, esses ensaios demons-
tram que essa formulagdo de GP1b-Ig é estavel sob as condicbes testadas
durante pelo menos 9 meses. A Tabela 8 mostra os resultados obtidos ap6s |
armazenamento a 2-8°C. A Tabela 9 mostra os resultados obtidos apos ar-
mazenamento a 25°C. A Tabela 10 rhostra os resultados obtidos apés arma-



zenamento a 40°C.
Tabela 8: Estabilidade da Formulacao de GP1b-Ig a 2-8°C

24

Aparéncia pH |Conc. % umi- | Atividade | % % | Sul-
proteina | dade de ligagdo|HMW | LM | fata-
(mg/ml) | residual [a VWF W |cdo

Especifi- |Antes de reconstitui- 50 x 10* -

cagao ¢do: torta branca es- Reportar |58 x 10g
sencialmente isenta de | 6,0 a resultado | unida-
particulas. 7,0 |10 mg/ml desfug de|<6% |<
Apbs reconstituicdo: GP1b-Ig 12
solugdo essencialmen- %
te isenta de particulas

Inicial Vai de encontro a|6,68 |9,99 0,34 94x10* |035 |235|4,90
especificacdo

1 més Vai de encontro a N/A 9,60 0,41 821x10* |046 |2,82|4,93
especificacdo | B

2meses |Vai de encontro a|N/A |847 0,54 7,28x10° |0,38 [2,40|4,88
especificacao

3meses |Vai de encontro a|N/A {962 0,60 753x10* 045 [2,19 487
especificacdo

4 meses Vai de encontro a|6,38 |9,72- 0,35 1,056x10° [0,32 |2,17{4,88
especificagcao

6meses |Vai de encontro a 6,65 9,93 0,53 1,01 x1‘05 0,37 |2,49(4,42
especificacao

9meses |[Vai de encontro a|6,65 |9,64 0,84 1,07x10° 048 |2,44|4,89
especificacdo

12meses |Vai de encontro a|6,60 9,97 0,83 1,04x10° 048 |2,47|4,88

especificacdo




Tabela 9: Estabilidade da Formula
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a0 de GP1b-Ig a 25°C

cificacao

10,09

Aparéncia pH |Conc. % Atividade % % Sul-
proteina |umida- |de ligagdo|HM |LM |fata-
(mg/ml) |de a VWF W W |cdo
residu-
al
Especifi- | Antes de reconstituigio: Repor- | 5,0 x 10* -
"| cagao torta branca essencial- tar 58 x 105

mente isenta de panic'u- 6,0 a| 10 mg/ml | resul- | unida-
las. 7,0 tado |desjug de|< <
Apbs reconstituicao: | GP1b-Ig 6% |[12%
solugdo essencialmente
isenta de particulas

Inicial Vai de encontro a espe-|6,68 | 9,99 0,34 94x10* |0,35 {2,35 |4,90
cificacdo

1 més Vai de encontro a espe- | N/A | 9,42 092 |8,09x10* [053 |2,82 |4,93
cificacao

2meses | Vai de encontro a eépe- N/A 8,85 0,89 |7,44x10* |046 |243 |4,89
cificacao

3meses |Vai de encontro a espe-|N/A |9,67 124 |836x10* 0,56 |2,22 |4,86
cificacdo

4 meses | Vai de encontro a espe- {6,38 | 9,62 N/A 1,21x10° {047 |2,42 | 4,86
cificacao

6 meses | Vai de encontro & espe-|6,65 (9,49 1,77 |1,03x10° [059 |2,41 |4,89
cificagao

9meses |Vai de encontro a espe-|6,64 | 9,50 1,90 1 ,15x1'()5 0,69 (2,42 (4,89
cificacdo

12 meses | Vai de encontro a espe- | 6,60 1,40 |982x10° (067 2,45 4,88
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Tabela 10: Estabilidade da Formulacdo de GP1b-lg a 40°C

Aparéncia pH |Conc. |% Atividade (% |% |Sul
proteina [ umida- | de ligagdo [ HM | LMW | fata-
(mg/ml) |de” aVWF W ¢éo
residual |
Especifi- | Antes de reconstituigio: torta branca Repor- |50x10%—| -
cagdo | essencialmente isenta de particulas. tar 58 x 105
Apés reconstituicdo: solugdo essen-|{ 6,0 a| 10 resulta- | unida- <6% | <
cialmente isenta de particulas 70 |mgml |do des/ug de 12% |
GP1b-lg
Inicial Vai de encontro a especificacdo 6,68 |9,99 0,34 94 x10* 0,35 235 4,90
1 més Vai de encontro a especificacao NA [944 1,62 7,60 x 10 068 2,71 |493
2 meses | Vai de encontro a especificagdo N/A 8,42 1,32 - 791x10* | 0,64 |2,37 {489
3meses | Vai de encontro a especificagio NA |[965 137 |754x10° |078 |221 |486
4 meses | Vai de encontro a especificagdo 6,38 8,79 1,38 | 9,4§ x10° 0,79 |242 [486
6 meses | Vai de encontro a especificagdo 6,65 19,13 2,89 995x10° {1,12 [241 | 4,89
9 meses | Vai de encontro a especificacao 6,64 1960 ' 3,18 1,11x10° | 1,49 257 1490
12 me- | Vaide encontro 2 especificagdo 660 |9,74 446  [942x 10° [1,75 | 255 |4:88
ses

Exemplo 3: Formulacdo de IL-13R-lg -

A. Base de IL-13R-Ig

IL-13R-Ig € o principal receptor para interleucina-13 (IL-13). IL-

13R-Ig é uma proteina de fusdo compreendendo o dominio extracelular so-

livel de IL-13Ro2 ligado a uma sequéncia espagadora e as regides de do-

bradica, CH2 e CH3 da IgGi humana, conforme descrito na Patente U.S.

- 6.286.480. Focalizagdo isoelétrica (IEF) de IL-13R-Ig mostra bandas predo-

minantes dentro de uma faixa de pH de 3,8 a 4,7, agrupadas em torno de um

pl de aproximadamente 4,3. Modificagbes pés-traducionais de IL-13R-Ig in-

cluem glicosilagéo N-ligada. Glicanas N-ligadas em IL-13R-lg incluem estru-

turas sialiladas.
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B. Otimizacdo de Formulacdo de IL-13R-Ig

IL-13R-Ig foi formulada a 10 mg/ml em quatro diferentes formu-
lagdes: NaPO4 a 10 mM, 0,01% de polissorbato-80, 1% de sacarose e 2%
de manitol, pH de 7,4; NaPO4 a 10 mM, 0,01% de polissorbato-80, 1% de
sacarose e 1,8% de glicina, pH de 7,4; Tris a 10 mM, 0,01% de polissorbato-
80, 1% de sacarose e 2% de manitol, pH de 7,4; ou Tris a 10 mM, 0,01% de
polissorbato-80, 0,9% de sacarose e 1,8% de glicina, pH de 7,4. Os fraséos
liofilizados foram armazenados durante até 12 meses a 4°C, 25°C e 40°C.
Em cada ponto de tempo, um ou mais frascos de cada formulagédo e combi-
nagao de temperatura foram reconstituidos e ensaiados com relagéo a recu-

peracao de proteina (através de A280 ou SE_C), acumulo de HMW (através

~ de SEC-HPLC) ou atividade bioldgica (através da ICso em um ensaio para

inibicdo de proliferacdo de uma linhagem de célula IL-13-dependente). A
Tabela 11 mostra a recuperacao percentual de proteina, conforme ensaiado
através de A280, para cada formulacao e temperatura apés 12 semanas em
armazenamento. A Tabela 12 mostra a recuperag¢ao percentual de proteina,
conforme ensaiado através de SEC, para cada formulagdo e temperatura
apos 12 semanas de armazenamento. A Tabela 13 mostra o acimulo per-
centual de HMW, conforme ensaiado através de SEC-HPLC, para cada
combinagéo de formulagéo (das quatro listadas acima), temperatura (a 4°C,
25°C ou 40°C) e tempo de é?fﬁézenamento (0, 1 més, 7 semanas ou 12 se-
manas), bem como o material de iniciagao pds-liofilizacdo. a Tabela 14 mos-
tra os dados de ICso para cada formulagdo apds 4 semanas (a 2-8°C ou
25°C), 7 semanas (a 2-8°C ou 25°C) ou 12 semanas (a 2-8°C, 25°C ou
40°C), bem como o material de iniciagao pos-liofilizagao. | |
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Tabela 11: Efeito da Formulagao de IL-13R-Ig sobre 0 % de Recuperagao de

protél’na (através de A280) a 12 semanas

Temperatura
Formulacao 4°C 25°C  [40°C
Tris a 10 mM, 0,01% de polissorbato-80, 1% de| 96,21 90,18

sacarose e 2% de manitol, pH de 7,4

194,30

NaPO4 a 10 mM, 0,01% de polissorbato-80, 1% | 95,89 106,54 | 95,37
de sacarose e 2% de manitol, pH de 7,4 '

Tris a 10 mM, 0,01% de polissorbato-80, 0,9% | 99,08 104,65 (104,08
de sacarose e 1,8% de glicina, pH de 7,4

NaPO, a 10 mM, 0,01% de polissorbato-80, (108,38 |105,26 |108,06

0,9% de sacarose e 1,8% de glicina, pH de 7,4

Tabela 12: Efeito da Formulagdo de IL-13R-Ig sobre 0 % de Recuperagéo de

proteina (através de SEC) a 12 semanas

Temperatura
Formulacdo 4°C 25°C  |40°C
Tris a 10 mM, 0,01% de polissorbato-80, 1% de |94 95 89
sacarose e 2% de manitol, pH de 7,4 '
NaPO, a 1 0 mM, 0,01% de polissorbato-80, 1% |93 104 91
de sacarose e 2% de manitol, pH de 7,4
Tris a 10 mM, 0,01% de polissorbato-80, 0,9% de | 100 105 104
sacarose e 1,8% de glicina, pH de 7,4
NaPQO4 a 10 mM, 0,01% de pdlissorbato-80, 0,9% | 104 100 102
de sacarose e 1,8% de glicina, pH de 7,4
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rIg;}bela 13: Efeito da Formulagdo de IL-13R-Ig sobre 0 % de HMW (através de SEC)

4°C 25°C 40°C
Formmulagdo Pés-lio [4s [7s |12s |4s 7s 12s |4s 7s 12s
Tris a 10 mM, 0,01% de polis-
sonbato-80,71% de sacarose e
2% de manitol, pH de 7,4 1,87 1,84 1228 [149 [219 |2,82 |200 (268 |371 |288

NaPOs a 10 mM, 0,01% de
| polissorbato-80, 1% de sacaro-

se e 2% de manitol, pHde 74 | 3,02 234 {291 1203 1291 389 |297 |357 [534 [457

Tris a 10 mM, 0,01% de polis-
sorbato-80, 0,9% de sacarose

e 1,8%de gdlicina, pH de 7,4 2,18 186 1233 [162 (224 (280 |2,04 |257 (3,79 |3,04

NaPO, a 10 mM, 0,01% de
polissorbato-80, 0,9% de saca-
rose e 1,8% de glicina, pH de | 2,91 256 |322 |231 1288 |4,10 (3,03 |390 |587 (4,97

74

Tabela 14: Efeito da Formulacéo de IL-13R-Ig sobre a bioatividade (ICs, em pM)

4 semanas 7 semanas 12 semanas
Formulagdo Pés-lio 2-8°C 25°C |2-8°C_ [25°C [28°C [25°C |40°C
Tris a 10 mM, 0,01% de polissor-
bato-80, 1% de sacarose e 2% de
manitol, pH de 7,4 863 539 672 {727 1034 [ND ND ND
NaPO; a 10 mM, 0,01% de polis- |
sorbato-80, 1% de sacarose e 2%
de manitol, pH de 7,4 1014|904 637 [632 818 {629 865 674
Tris a 10 mM, 0,01% de polissor-
bat6-80, 0,9% de sacarose e _
1,8% de glicina, pH de 7.4 730 600 791 1849 602 | ND ND ND
NaPO; a 10 mM, 0,01% de polis-
sbrbato-BO, 0,9% de sacarose e
1,8% de glicina, pH de 7,4 625 680 660 [704 = |845 849 652 762
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C. Estabilidade a Longo Prazo de formulacao de IL-13R-Ig

IL-13R purificado foi formulado a 10 mg/ml em 1% de sécarose,
2% de manitol, NaCl a 40 mM, 0,01% de polissorbato-80 e Tris a 10 mM, pH de
7,4. Frascos tubulares de 5 ml foram enchidos com 1 ml cada da formulagao e
liofilizada em um secador de revelagdo Lyo-Star®. Frascos liofilizados foram
armazenados a 2-8°C, 25°C ou 40°C durante até 24 horas, com amostras, com
amostras analisadas a 0, 4, 7, 12 e 24 semanas. As amostras foram ensaiadas

com relagdo a aparéncia (antes e apds reconstituicdo), pH, concentragéo de

_ proteina (através de A280), HMW (através de SEC-HPLC) e bioatividade (ICsy).

Conforme mostrado nas Tabelas 15-17, a formulagao de IL-13R-Ig é estavel
sob condigdes testadas durante pelo menos 24 semanas. A Tabela 15 mostra
os resultados obtidos apds armazenamento a 2-8°C. A Tabela 16 mostra os
resultados obtidos apds armazenamento a 25°C. A Tabela 17 mostra os resul-
tados obtidos apdés armazenamento a 40°C.

Tabela 15: Estabilidadé de Formulacao de 'IL-13R-Ig a 2-8°C

Aparéncia (antes de re-| Aparéncia (apés{pH Conc.A de| % HMW | ICso
constituicdo) reconstituicao) proteina

Especifica- | Torta branca, essencial- [ Solugdo, essen-

¢ao mente isenta de matéria | cialmente isenta|6,9- | Reportar |< 10%
em pam’cﬁlas francamente | de matéria em |79 | resultados HWM <2200 pM
visivel, tmida e defeitos no | particulas . fran- (alvo: 10 o
recipiente/vedacgao camente visivel mg/ml) - |

Inicial Vai de encontro a especifi- | Vai de encontro a| 7,37 | 10,58 4,76% 411 pM
cagao especificacdo

4 semanas | Vai de encontro a especifi- | Vai de encontro a | 7,36 | 10,33 5,34% 471 pM
cacdo especificacao

7 semanas | Vai de encontro & especifi- | Vai de encontro a | 7,38 | 9,48 4,18% 429 pM
cacdo especificagcdo

12 semanas | Vai de encontro a especifi- | Vai de encontro a | 7,38 | 9,96 3,19% 467 pM
cagéo éspeciﬁcaqéo

24 semanas | Vai de encontro & especifi- | Vai de encontro 890 + 239 pM
cagio 3 especificago 7,42 | 10,0 403% | (10 réplicas)
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Tabela 16: Estabilidade de Formulacgdo de IL-13R-ig a 25°C

Aparéncia (antes de | Aparéncia (a- | pH Conc. |% ICso
reconstituicgo) pbs reconstitui- de HMW
¢a0) protei-
na

Especificagdo | Torta branca, es-|Solugdo, es- Repor-
sencialmente isenta | senciaimente | 6,9-7,9 | tar < 10%
de matéria em parti- | isenta de maté- resul- |HWM |<2200 pM
culas francamente |ria em particu- tados
visivel, Umida e|las francamente (alvo:
defeitos no recipien- viéivel 10
te/vedagéo mg/ml)

Inicial Vai de encontro a|Vai de encontro (7,37 | 10,58 |4,76% | 411 pM
especificacao a especificagdo

4 semanas Vai de encontro .é Vai de encontro | 7,36 11,09 [5,81% |445pM
especificacdo a especificagcio

7 semanas Vai de encontro a|Vaide encontro|7,40 [9,26 |4,43% |336 pM
especificacdo a especificagcao

12semanas |Vai de encontro a|Vai de encontro|7,42 102 |3,37% {261 pM
especificacdo a espebificagﬁg '

24 semanas |Vai de encontro a| Vaide encontro 966 + 314 pM
especificacao a especificagéo |7,37 10,09 14,21% | (4 réplicas)
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Tabela 17: Estabilidade de Formulagdo de IL-13R-Ig a 40°C

Aparéncia (antes ‘de Aparéncia  (a- | pH Conc. de| % ICso
reconstituicdo) pés reconstitui- proteina | HMW
¢d0)

Especifi- | Torta branca, essenci- | Solugdo,  es-

cagao almente isenta de | sencialmente 6,9-7,9 | Reportar | < 10% ,
| matéria em particulas | isenta de maté- resulta- |HWM | <2200 pM
|francamente  visivel, | ria em particu- dos (al
Umida e defeitos no|las francamente vo: 10
recipiente/vedacio visivel mg/ml)
Inicial Vai de enconfro a|Vaide encontro|7,37 10,58 4,76% | 411 pM
especificacio a especificacdo | |

4 sema-|Vai de encontro a|Vaide encontro|7,36 10,81 6,02% |ND

nas especificacio a especificagdo

7 sema-|Vai de encontro -&(Vai de encontro|7,40 10,24 4,88% | ND

nas especificacdo a especificacdo

12 sema-|Vai de encontro a| Vai de encontro | 7,39 9,60 3,65% |469 pM

nas especificacdo a especificacédo

24 sema-|Vai de encontro a|Vaide encontro 823 i7299 pM
nas | especificagdo aespecificacdo (7,4  [1044  [4,85% | (10 réplicas)

As modalidades dentro do relatério descritivo proporcionam uma
ilustragéo de modalidades da inveng&o e ndo deverdo ser construidas como
limitando o escopo da invengédo. aqueles versados na técnica reconhecerdo
prontamente que muitas outras modalidades s&o abrangidas pela invéngéo.
Todas as publicagbes e patentes citadas no presente relatério descritivo sdo
incorporadas por referéncia em sua totalidade. Até o ponto em que o materi-
al incorporado por referéncia contradiz ou é inconsistente com o presente
relatdrio descritivo, o relatério prevalecera sobre qualquer um de tais materi-
ais. A citagao de quaisquer referéncias aqui ndo é uma admissao de que tais
referéncias sao a técnica anterior a presente invengdo. A menos que de ou-
tro modo estabelecido, todos os percentuais se referem & quantidades em -
peso/peso. '
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REIVINDICACOES
1. Composigao farmacéutica compreendendo:
a) uma proteina de fusédo de Ig tendo um pl de menos de 6,
b) glicina,
¢) um dissacarideo,
d) um tensoativo e
€) um tampao; |
em que a composi¢ao contém 0,5 a 5% de glicina, 0,5 a 5% de
dissacarideo e 0,001 a 0,5% de tensoativo.
| 2. Composicao de acordo com a reivindicacéo 1, ainda compre-
endendo NaCl em uma concentragao de NaCl de 1-200 mM.
3. Composigéo de acordo com a reivindicagao 1 ou a reivindica-
¢ao 2, em que a concentragao de fusao de Ig na composicao é 0,025 a 60
mg/ml. B _
4. Composigao de acordo com qualquer uma das reivindicagées
1 a 3, em que a proteina de fusao de IL-13R-Ig tem um pl de menos de 4.
5. Composicao de acordo com qualquer uma das reivindicagoes
1 a 4, em que a proteina de fuséo de Ig compreende uma porgao de ndo-lg a
qual é derivada de um receptor. _
6. Composigcéo de acordo com qualquer uma das reivindicagoes
1 a5 ‘em que a proteina de fuséo de Ig compreende uma porgdo de nao-Ig
que é sulfatada, fosforilada ou glicosilada.
. 7. Composigédo de acordo com a reivindicagéo 6, em que a por-
¢ao de nao-lg glicosilada é sialilada ou fucosilada.
| 8. Composigao de acordo com qualquer uma das reivindicagées
1 a7, em que a proteina de ‘fuséo de Ig é IL- 13R-Ig ou IL-21R-Ig.
9. Composigao de acordo com qualquer uma das reivindicagbes
1 a7, em que a proteina de fusao de Ig € PSGL- Ig ou GP1b-Ig.
10. Composicdo de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢des 1 a9, em que o dissacarideo é sacarose ou trealose.
11. Composi¢ao de acordo com qualquer uma das _reivindica-

¢bes 1 a 10, em que o tensoativo é polissorbato.
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12. Composi¢éo de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢coes 1 a 11, em que a concentracédo de tampao na composi¢cdo é 5 a 30
mM. ‘

13. Composigéo de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢bes 1 a 12, em que o tampao é um tampao de histidina, um tampao de tris
ou um tampéo de fosfato. | |

14. Composigao de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢des 1.a 13, em que a composi¢cao nao contém NacCl. |

15. Composi¢édo de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢oes 1 a 14, em que a.composigao foi liofilizada.

16. Composicdo de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢oes 1 a 15, em que a composigdo é estavel a —80°C a +40°C durante pelo
menos uma semana. _

17. Composi¢ao de acordo com a reivindicagdo 15, em que a
composigao foi reconstituida. |

18. Composigédo farmacéutica compreendendo:

a) uma proteina de fusdo de Ig tendo um pl de menos de 6,

b) manitol, |

¢) um dissacarideo,

d) um tensoativo,

e)um tarhpéo

e em que a composicdo contém 0,5 a 5% de manitol, 0,5 a 5%
de dissacarideo, 0,001 a 0,5% de tensoativo e menos de 35 mM de NaCl.

19. Composigao dé acordo com a reivindicacdo 18, em que a
concentragao da fusdo de Ig € 0,025 a 60 mg/ml.

20. Composigdo de acordo com a reivindicagdo 18 ou a reivindi-
cagao 19, em que a proteina de fusdo de Ig tem um pl de menos de 4.

21. Composigdo de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢oes 18 a 20, em que a proteina de fusédo de Ig compreende uma porgéo de
nao-lg a qual é derivada de um receptor. ,

22. Composicdo de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢Oes 18 a 21, em que a proteina de fuséo de Ig compreende uma porgao de



10

15

20

25

30

nao-lg que é sulfatada, fosforilada ou glicosilada.

23. Composi¢ao de acordo com a reivindicagdo 22, em que a
porgao de nao-lg glicosilada ¢ sialilada ou fucosilada.

24. Composigdo de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢des 18 a 23, em que a proteina de fusdo Ig é IL- 13R-Ig ou IL-21R-Ig.

25. Composi¢do de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢cOes 18 a 23, em que a proteina de fusdao de Ig é PSGLflg ou GP1b-Ig.

26. Composicao de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢Oes 18 a 25, em que o dissacarideo é sacarose ou trealose.

27. Composi¢do de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢Oes 18 a 26, em que 0 tensoat'ivo é polissorbato.

28. Composi¢cdo de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢cbes 18 a 27, em que a concentracdo de tampéo na composigdo é 5 a 30
mM. | |

29. Composigdo de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢coes 18 a 28, em que o tampé&o é um tampao de histidina, um tampéo de tris
ou um tampao de fosfato. - | |

30. Composigdo de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢Oes 18 a 29, em que a composi¢do nao contém NaCl. _

31. Composi¢cao de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢Oes 18 a 30, em que a composigéo foi liofilizada.A o

32. Composigcdo de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢Oes 18 a 31, em que a composigado € estavel a —-80°C a +40°C durante pelo
menos 1 senﬁana. ' _

| 33. Composigcdo de acordo com a reivindicagdo 31, em que a

composigao foi reconstituidé. '

34. Composicdo farmacéutica consistindo essencialmente em
0,025 a 60 mg/ml de proteina de fusdo de Ig &cida, de 1 a 4% de glicina, de
0,5 a 2% de dissacarideo, de 0,005 a 0,2% de tensoatiyo, de 1 a 40 mM de
tampéo e opcionalmente de 1-200 mM de NaCl. |

35. Composi¢do farmacéutica consistindo essencialmente em
0,025 a 60 mg/ml de outra proteina de fuséo de Ig acida que nao PSGL-Ig
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ou IL-13R-Ig, de 1 a 4% de manitol, de 0,5 a 2% de dissacarideo, de»0,005 a
0,2% de tensoativo, de 1 a 40 mM de tampao e opcionalmente de 1-200 mM
de NaCl.

36. Composi¢dao farmacéutica consistindo essencialmente em
0,025 a 60 mg/mi de proteina de fuséo de Ig &cida, de 1 a 4% de manitol, de
0,5 a 2% de dissacarideo, de 0,005 a 0,2% de tensoativo e de 1 a 40 mM de
tampao.

37. Composigdo de acordo com qualquer uma das reivindica-
cdes 1, 18 e 34 a 36, em que a composigao foi liofilizada através de um pro-
cesso que inclui uma etapa de anelamento. |

38. Método de fabricagdo da composi¢cdo como definida na rei-
vindicagdo 37, no qual a etapa de anelamento promove cristalizacao do a-
gente de composigao de volume mantendo a composi¢gdo em uma tempera-
tura acima da temperatura de congelamento final durante um periodo de
tempo definido. .

39. Método de fabricagdo da composicdo de acordo com a rei-
vindicagao 38, compreendendo: '

a) congelamento da composi¢éo para abaixo de -40°C;

b) elevagao da temperatura da composi¢ao para uma temperatu-
ra escolhida da faixa de -5°C a -40°C durante um periodo de tempo suficien-
te para promover cristalizagao de gﬁcina ou manitol na composig¢ao;

c) diminuigdo da temperatura da composi¢do para abaixo de
-35°C; _

d) estabelecimento de um vacuo; e

e) secagem da composicdo em uma temperatura escolhida da
faixa de —20°C a +30°C.
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RESUMO
Patente de Inven¢do: "FORMULAGOES DE PROTEINA DE FUSAO DE
IMUNOGLOBULINA".

A presente invengdo refere-se a composigées de proteinas de
fusdo de lg, especialmente composi¢des incluindo uma proteina de fusao de
Ig, um agente de composigdo de volume, um dissacarideo, um tensoativo e
um tampdo. Em um aspecto, essas composi¢des sao estaveis sob armaze-
namento a longo prazo ou pelo menos um ciclo de congelamen-
to/descongelamento. A invéngéo também refere-se a métodos de prepara-
¢do das composigdes de proteina de fusdo de Ig. Em um aspecto, as com-
posigoes da invengao sao Iiofiliiadés. Em um outro aspecto, as composi¢des
s3o liofilizadas através de um processo que inclui uma etapa de anelamento.
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