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DESCRIPCION
Titulo de la invencion
Formulacién liquida estable de etanercept
Campo técnico

La presente invencién se refiere a una formulacion liquida de etanercept
(proteina de fusion sTNFR:Fc recombinante p75) y mas particularmente a una
formulaciéon quimica que comprende uno o mas estabilizantes seleccionados del
grupo que consiste en metionina, lisina, histidina y sales farmacéuticamente
aceptables de las mismas en una cantidad suficiente para reducir subproductos de
etanercept durante el almacenamiento.

Técnica anterior

El etanercept es un modulador biolégico de la inflamacién que funciona
como inhibidor competitivo de TNF-a, que se une al receptor de TNF-a de la
superficie celular, para inhibir respuestas inmunitarias mediadas por TNF-a. El
etanercept es una macromolécula con un peso molecular de aproximadamente
150 kDa, y es un homodimero de dos proteinas de fusién Fc unidas mediante un
enlace disulfuro, consistiendo cada proteina de fusién Fc en un receptor de TNF
p75 soluble humano acoplado a la porciéon Fc de la inmunoglobulina humana G
subclase 1 (Goldenberg, Clinical Therapeutics, 21(1): 75-87, 1999; Moreland y
col., Ann. Intern. Med., 130(6): 478-486, 1999).

Esta proteina de fusion prototipica se sintetizd6 en primer lugar en los
primeros afios de la década de 1990 por parte de Bruce A. Beutler en el Centro
Médico de la Universidad del Suroeste de Texas, Estados Unidos, y se
comercializd por Amgen, con la denominacion comercial de Enbrel, in 2002. El

etanercept es un inhibidor de TNF-a que se usa para tratar artritis reumatoide,
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psoriasis y espondilitis anquilosante y se encuentra sometido a ensayos clinicos
para el tratamiento de vasculitis, enfermedad de Alzheimer y enfermedad de
Crohn.

Como los farmacos de proteinas, los farmacos de anticuerpos tienen una
semivida corta y puede causarse faciimente su desnaturalizacién quimica y fisica
mediante temperatura desfavorable, estrés por cizallamiento, vibracion,
congelacion-descongelacion, exposicion a UV, cambio excesivo del pH,
disolventes organicos y contaminacion microbiana. La desnaturalizacion quimica
incluye disociacion de dimeros, oxidacion, desaminacion, isomerizacion y
polimerizacion, que estan influenciadas por los aminoacidos que constituyen el
anticuerpo y por condiciones del disclvente que contiene el anticuerpo (sal, pH y
temperatura). La desnturalizacion quimica incluye pérdida de estructura terciaria,
agregacion covalente/no covalente y adhesién de mondmeros, que estan
influenciadas por parches hidréfobos en fa superficie de la proteina cambiados por
entornos circundantes que contienen anticuerpo, tales como disolventes,
estructuras de proteinas complejas tales como distribucion de carga y estabilidad
termica. La desnaturalizacion fisica o quimica de un anticuerpo causa una pérdida
de su actividad fisiologica. Debido a que la desnaturalizacion es un proceso
irreversible, los anticuerpos, una vez desnaturalizados, no pueden recuperar sus
propiedades nativas del estado inicial, lo que causa una reduccién de sus eficacias
terapéuticas. Se ha sugerido también que la agregaciéon de monémeros provoca
respuestas inmunitarias. De este modo, se han realizado muchos estudios sobre
formulaciones de anticuerpos que contenian una cantidad fisiolégicamente eficaz
sin agregados (Ishikawa y col., Biol. Pharm. Bull., 33(8): 1413-1417, 2010; Levin y

col., The Development of Therapeutic Monoclonal Antibody Products, editores.
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Boston (MA): BioProcess Technology Consultants, Inc, capitulo 9).

Existen muchos procedimientos disponibles para evitar la desnaturalizacién
de proteinas en formulaciones liquidas. En algunos farmacos de proteinas, los
problemas de estabilidad se abordan mediante la liofilizacion. Por ejemplo, la
patente de Estados Unidos N° 7.592.004 divulga una formulacién liofilizada de
daclizumab que se estabiliza usando 5 a 25 mM de una solucién tampén de
histidina (pH de 5,5 a 6,5), el 0,005 al 0,03 % de un tensioactivo no idnico,
polisorbato y 100 a 300 mM de un aztcar no reductor, sacarosa. La publicacién de
patente de Estados Unidos N° 2010-0158925 divulga una formulacién liofilizada de
cetuximab que se estabiliza usando una solucién tampén de histidina y acido
lactobidnico. No obstante, el procedimiento de liofilizacion genera estreses por
congelacién y por secado tales como formacién de cristales de hielo, cambios en
el pH y concentracién alta de soluto y estos estreses pueden causar la
desnaturalizacion del anticuerpo. Ademas, debido a que se necesita un liofilizador
de capacidad elevada para el procedimiento de liofilizacion durante la produccion,
los costes de produccién aumentan durante una produccién a gran escala.
Disolver el producto liofilizado en medio acuoso estéril para su reconstitucion
antes de su uso también representa un inconveniente.

Como alternativa para solucionar estas limitaciones, se afiade un
estabilizante a formulaciones liquidas para mejorar la estabilidad del anticuerpo.
Son conocidos como estabilizantes para proteinas, incluidos anticuerpos, los
tensioactivos, albuminas de suero, polisacaridos, aminoacidos, polimeros, sales o
similares (Wang, int. J. Pharm., 185: 129-188, 1999; Wang y col., J. Pharm. Sci.,
96(1): 1-26, 2007). |

La publicacién de patente de Estados Unidos N° 2011-0070231 divulga una



10

15

20

25

composicion liquida estable de anticuerpo IgG, en la que la formulacion liquida
farmacéutica estable incluye 50 mg/ml o mas de daclizumab en 20 a 60 mM de
una solucion de tampédn de succinato (pH de 5,5 a 6,5), del 0,02 al 0,04 % de
polisort;ato y 75 a 150 mM de cloruro de sodio.

La publicacion de patente de Estados Unidos N° 2011-0020328 divuiga una
cantidad terapéuticamente eficaz de formulacién de anticuerpo anti-CD20, en la
que la composicion farmacéuticamente estable incluye 10 a 100 mM de acetato de
sodio, 25 a 100 mM de cloruro de sodio, del 0,5 al 5 % de base libre de arginina,
0,02 al 0,2 mM de EDTA y del 0,01 al 0,2 % de polisorbato 80, y su pH es de 5,0 a
7,0.

La patente de Estados Unidos N° 7.785.592 divulga una formulacion
estable, en la que se estabilizan 75 mg/ml o mas de palivizumab usando una
solucién tampon de histidina y glicina sin sales idnicas y un tensioactivo y su
estabilidad se mantiene a 2 a 8 °C durante al menos 15 meses.

La patente de Estados Unidos N° 6.991.790 divulga una formulacidn
farmacéutica acuosa estable que incluye una cantidad terapéuticamente eficaz de
un anticuerpo, una solucion de tampén de acetato de un pH de aproximadamente
4,8 a 5,5, un tensioactivo y un poliol sin un agente isotdnico tal como cloruro de
sodio.

La patente de Estados Unidos N° 7.648.702 divulga una formulacién liquida
en la que una proteina de fusiéon del receptor p75 del factor de necrosis tumoral
humano unida a la porcién Fc de la inmunoglobulina G1 (IgG1) humana se
estabiliza usando una concentracion de aproximadamente 10 a 200 mM de L-
arginina como agente de prevencion de la agregacion. Esta patente es la Unica

técnica de uso de etanercept como ingrediente activo.
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Para preparar formulaciones estables, no obstante, deberian usarse
estabilizantes apropiados considerando las propiedades fisicoquimicas de cada
ingrediente activo. Cuando los estabilizantes se usan en combinacion, la
competencia entre los mismos y los efectos adversos pueden provocar efectos no
deseados. Ademas, las concentraciones de anticuerpos deberian encontrarse
dentro del intervalo adecuado para la estabilizacion, y sus concentraciones son
relativamente mas aitas que las de farmacos de proteinas. Asi, se requiere mucho
esfuerzo y precaucion para estabilizar anticuerpos en soluciones (Shire y col., J.
Pharm. Sci., 93(6): 1390-1402, 2004).

Existen unos pocos estudios sobre las formulaciones liquidas estables de
etanercept, y el uUnico procedimiento para estabilizar etanercept del que son
conscientes los inventores es el uso de L-arginina en la formulacién liquida. Por lo
tanto, existe la necesidad urgente de desarrollar una formulacion liquida nueva
que sea capaz de mantener de forma estable la actividad de etanercept durante
un periodo largo y que sea mas eficaz la estabilizacién de etanercept que la
formulacién conocida que contiene L-arginina.

Divulgacion
Problema técnico

Los presentes inventores han realizado muchos esfuerzos para desarrollar
un procedimiento para preparar una formulacion liquida capaz de mantener de
forma estable la actividad de etanercept. Como resultado, encontraron que uno o
mas estabilizantes seleccionados del grupo que consiste en metionina, lisina e
histidina muestran efectos significativos en la estabilizacién de etanercept en una
solucién, completando, de este modo, la presente invencion.

Solucion técnica
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Un objeto de la presente invencion es proporcionar una formulacion acuosa
que comprende estabilizantes para reducir la formacién de subproductos de
etanercept durante el almacenamiento en solucidon y mantener su actividad
durante un periodo de tiempo largo.

Efectos ventajosos

La formulaciéon liquida segin la presente invencién puede prevenir
eficazmente la formacion de subproductos de etanercept y mantener de forma
estable su eficacia farmacéutica durante un almacenamiento a largo plazo. Por lo
tanto, no se requiere un procedimiento de reconstitucion antes de la
administracion y la formulacion estérii puede administrarse a pacientes
asegurando la seguridad del paciente. De este modo, se espera aplicar a los
sectores con necesidad de tratamiento de etanercept.

Mejor modo

En un aspecto para lograr el objeto anterior, la presente invencién
proporciona una formulaciéon liquida que comprende uno o mas estabilizantes
seleccionados del grupo que consiste en metionina, lisina, histidina y sales
farmacéuticarente aceptables de las mismas.

La formulacién de la presente invenciéon puede ser una formulacién liquida
de etanercept que comprende etanercept y uno o mas estabilizantes
seleccionados del grupo que consiste en metionina, lisina, histidina y sales
farmacéuticamente aceptables de las mismas.

La formulaciébn muestra una estabilidad en almacenamiento mejorada
reduciendo los subproductos de etanercept que se producen debido a su
desnaturalizacién durante el alrnacenamiento.

Como estabilizante, pueden estar presentes en la formulacién metionina,
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lisina, histidina o sales farmacéuticamente aceptables de las mismas en una
cantidad de 0,1 a 250 mM.

El etanercept puede estar presente en la formulacion en una cantidad de 1
a 100 mg/m.

La formulacion puede incluir también uno o mas materiales seleccionados
del grupo que consiste en un tampén, un agente isotonico, un excipiente y un
conservante.

El tampén puede seleccionarse del grupo que consiste en citrato, fosfato,
succinato, tartrato, fumarato, gluconato, oxalato, Iactatb, acetato, histidina y Tris, y
puede estar presente en uha cantidad de 0,1 a 100 mM.

El agente isotonico puede seleccionarse del grupo que consiste en cloruro
de sodio, cloruro de potasio, acido bérico, borato de sodio, manitol, glicerina,
propilenglicol, polietilenglicol, maltosa, sacarosa, eritritol, arabitol, xilitol, sorbitol y
glucosa y puede estar presente en una cantidad de 1 a 1000 mM.

La formulaciéon de etanercept segun la presente invencion puede ser una
formulacion liquida que comprende 1 a 100 mg/ml de etanercept, 0,1 a 250 mM de
metionina o sales farmacéuticamente aceptables de la misma, 0,1 a 100 mM de
tampoén de fosfatos y 1 a 1000 mM de cloruro de sodio.

La formulacién de etanercept segun la presente invenciéon puede ser una
formulacién liquida que comprende 1 a 100 mg/ml de etanercept, 0,1 a 250 mM de
lisina o sales farmacéuticamente aceptables de la misma, de 0,1 a 100 mM
tampodn de fosfatos y 1 a 1000 mM de cloruro de sodio.

La formulacién de etanercept segun la presente invencion pUede ser una
formulacion liquida que comprende 1 a 100 mg/ml de etanercept, 0,1 a 250 mM de

histidina o sales farmacéuticamente aceptables de la misma, 0,1 a 100 mM de
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tampédn de fosfatos y 1. a 1000 mM de cloruro de sodio.

La formulacién de etanercept segin la presente invencion puede ser una
formulacion liquida que comprende 1 a 100 mg/ml de etanercept, 0,1 a 250 mM de
histidina o sales farmacéuticamente aceptables de la misma, 0,1 a 250 mM de
lisina o sales farmacéuticamente aceptables de la misma, 0,1 a 100 mM de
tampodn de fosfatos y 1 a 1000 mM de cloruro de sodio.

La formulacion de etanercept segun la presente invencion puede ser una
formulacion liquida que comprende 1 a 100 mg/ml de etanercept, 0,1 a 250 mM de
histidina o sales farmacéuticamente aceptables de la misma, 0,1 a 250 mM de
metionina o sales farmacéuticamente aceptables de la misma, 0,1 a 100 mM de
tampodn de fosfatos y 1 a 1000 mivi de cloruro de sodio.

La formulacion de etanercept segun la presente invencion puede ser una
formulacion liquida que comprende 1 a 100 mg/ml de etanercept, 0,1 a 250 mM de
metionina o sales farmacéuticamente aceptables de la misma, 0,1 a 250 mM de
lisina o sales farmacéuticarnente aceptables de la misma, 0,1 a 100 mM de
tampon de fosfatos y 1 @ 1000 mivi de cloruro de sodio.

A continuacion, la presente invencién se describira en detalle.

La presente invencion ha demostrado por primera vez que la metionina, la
lisina, la histidina y las sales farmacéuticamente aceptables de las mismas tienen
los efectos de reducir la formacién de subproductos de étanercept en solucion y
mantener de forma estable su actividad durante un almacenamiento a largo plazo
y, asi, sugiere un uso novedoso de las mismas como estabilizantes de una
cantidad farmacéuticamente eficaz de etanercept.

Para preparar formulaciones estables, deberian usarse estabilizantes

apropiados considerando las propiedades fisicoquimicas de cada ingrediente
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activo. En funcién de la diferencia de tipos, concentracion y combinaciones de
materiales incluidos en una formulacion, la competencia entre los materiales
presentes en la formulacién puede provocar efectos no deseados. Por lo tanto, es
dificil preparar una formulacion especifica de un farmaco estable.

A la luz de los antecedentes anteriores, los inventores de la presente
invencion han hallado que la formulacion liquida que comprende uno o mas
estabilizantes seleccionados del grupo que consiste en metionina, lisina e histidina
y sales farmacéuticamente aceptables de las mismas aumenta la estabilidad en
almacenamiento de etanercept en comparacién con la formulacién que no tiene
estabilizantes, reduciendo los subproductos de etanercept en solucion durante el
almacenamiento.

Especificamente, en una realizacion de la presente invencién, para
investigar el estabilizante 6ptimo para la preparacion de la formulacién liquida
estable de etanercept, se afiaden una variedad de aminoacidos, tensioactivos y
polimeros para examinar sus efectos de estabilizacion. Como resultado, se hallé
que la lisina, la histidina, la metionina o las combinaciones de las mismas
muestran efectos significativos en la estabilizacion de etanercept previniendo su
desnaturalizacion durante el almacenamiento en solucion a temperatura alta.

Ademas, se halld que la formulacion segun la presente invencion mostraba
efectos estabilizantes del etanercept que eran equivalentes o superiores a los de
la formulacién que comprende L-arginina, que es la formulacion estable conocida
de etanercept (patente de Estados Unidos N° 7.648.702). En particular, se
encontré que la metionina mostraba un efecto muy excelente de estabilizacion de
etanercept, mejor que la L-arginina.

Especificamente, los subproductos de etanercept formados durante el
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almacenamiento se examinaron por HPLC de exclusion por tamafio (SE-HPLC).
Como resultado, en comparacién con la cantidad total de impurezas de la
formulacion de etanercept que se prepar6 usando L-arginina como estabilizante en
la patente de Estados Unidos N° 7.648.702, la formulacién preparada usando
lisina como estabilizante mostré una cantidad similar de impurezas y la
formulacién preparada usando histidina o metionina como estabilizante mostré una
cantidad inferior de impurezas (véase la Tabla 2). El analisis por HPLC de
interaccién hidrofoba (HI-HPLC) también mostré resultados similares. Estos
resultados indican que la histidina, la lisina y la metionina previenen la
desnaturalizacion de etanercept inhibiendo la formacién de subproductos del
mismo (véase la Tabla 3).

Por lo tanto, la formulacion liquida segun la presente invencién puede
mantener de forma estable la eficacia farmacéutica de etanercept durante un
periodo de tiempo largo reduciendo eficazmente la formacion de subproductos de
etanercept.

Como se usa en el presente documento, el férmino "etanercept (proteina de
fusién sTNFR:Fc recombinante p75)" se refiere a una proteina que es una forma
homodimera de dos proteinas de fusion Fc unidas mediante enlaces disulfuro,
consistiendo cada proteina de fusion Fc en un receptor del FNT (factor de necrosis
tumoral) de 75 kilodalton (p75) soluble humano acoplado a la porcion Fc de la
IgG1 humana.

Especificamente, etanercept es una forma homodimera de dos proteinas de
fusion Fc unidas mediante 3 eniaces disulfuro, consistiendo cada proteina de
fusion Fc en una porcion de unién a ligando extracelular del receptor p75 del FNT

soluble humano unida a la porcion Fc de la IgG1 humana. El componente Fc de
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etanercept contiene el dominio CH2, el dominio CH3 y la regién bisagra, pero no el
dominio CH1 de la IgG1. El etanercept puede tener un peso molecular de
aproximadamente 150 kilodaltons (kDa). Este etanercept puede comercializarse
actualmente con la denominacién comercial ENBREL® (Amgen Inc., Thousand
Oaks, CA.), y tiene el numero CAS 185243-69-0.

El etanercept puede producirse mediante tecnologia de ADN recombinante,
pero no esta limitado a la misma.

El etanercept de la presente invencién es un modulador de la inflamacién
biolégico que funciona como inhibidor competitivo de TNF-a, que se une a la
superficie celular del receptor de TNF-a, para inhibir respuestas inmunitarias
mediadas por el TNF-a y se usa para tratar artritis reumatoide, psoriasis y
espondilitis anquilosante, y esta siendo sometido a ensayos clinicos para el
tratamiento de vasculitis, enfermedad de Alzheimer y enfermedad de Crohn.

En la formulacién liquida segin la presente invencion, el etanercept esta
contenido en wuna cantidad terapéuticamente eficaz. Preferentemente, el
etanercept esta presente en una cantidad de 1 a 100 mg/ml.

Tal como se usa en el presente documento, la expresién “formulacién
liquida estabilizada” o "formulacion liquida estable" se refiere a una formulacién
que mantiene la identidad fisica y quimica y la integridad del ingrediente activo
terapéutico, etanercept, durante el almacenamiento en solucion. Puede realizarse
una medicion analitica de la estabilidad de etanercept mediante ensayos de
estabilidad de proteinas arnpliamente conocidos en la técnica. La estabilidad
puede medirse a una temperatura predeterminada durante un periodo de tiempo
predeterminado. Para un ensayo rapido, la formulacion puede almacenarse a una

temperatura mas aita o “elevada”, por ejemplo, 40 °C durante 2 semanas a un mes
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o durante mas tiempo, y medirse su estabilidad en funcion del tiempo para este
periodo.

Como se usa en el presente documento, el término “estabilizante” se refiere
a un producto quimico especifico que interactia con una molécula biologica y/o un
excipiente farmacéutico general en una formulacién para mejorar su estabilidad.
Generalmente, el estabilizante protege proteinas del estrés inducido en la
superficie de contacto aire/solucién y el estrés inducido en la solucién/superficie
que causan agregacion de proteinas. En‘la presente invencion, el estabilizante es
un componente que reduce la formacién de subproductos de etanercept durante el
almacenamiento en soluciéon para mantener su actividad durante un periodo de
tiempo largo, y es preferentemente uno o mas de las sustancias del grupo que
consiste en metionina, lisina, histidina y sales farmacéuticamente aceptables de
las mismas. |

Como para los aminoacidos, se incluyen en el ambito de la invencién tanto
las formas L como las formas D. No solo los aminoacidos mismos tales como
metionina, lisina e histidina, sino también analogos, solvatos, hidratos y
estereoisomeros y las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos estan
dentro del ambito de la presente invencion mientras muestren sustancialmente el
mismo efecto.

Como se wusa en el presente documento, la expresién “sales
farmacéuticamente aceptables” se refiere a compuestos que se preparan en forma
de sales de los aminoacidos, tales como metionina, lisina e histidina, dentro del
intervalo que mantiene sus funciones como estabilizantes de la presente
invencion. Especificamente, puede formar una sal por adicién de acidos y, por

ejemplo, puede formar una sal con un &cido inorganico (por ejemplo, acido
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clorhidrico, acido bromhidrico, acido fosférico, acido nitrico, acido sulfdrico, etc.),
acido carboxilico organico (por ejemplo, acido acético, acido haloacético tal como
acido ftrifluoroacético, acido propiénico, acido maleico, acido succinico, acido
malico, acido citrico, acido tartarico, acido salicilico), acido de azlcar (acido
glucurénico, acido galacturénico, acido glucénico, acido ascorbico), polisacarido
acido (por ejemplo, acido hialurénico, sulfato de condroitina, acido de arginina),
acido sulfénico organico, incluido el éster de azucar de acido sulfénico tal como
sulfato de condroitina (por ejemplo, acido metanosulfénico, éacido p-
toluenosulfénico).

Como se usa en el presente docurnento, el término “analogos” se refiere a
compuestos que muestran las rmismas funciones que los aminoacidos, tales como
metionina, lisina e histidina, que se usan como estabilizantes de la presente
invencion. En la presente invencion, los aminoacidos tales como metionina, lisina
e histidina incluyen los analogos de los mismos. En la presente invencién, los
ejemplos de los andlogos pueden incluir analogos de metionina, a saber,
selenometionina, acido hidroximetilbutanoico, etionina y trifluorometionina, pero no
estan limitados a los mismos.

Como se usa en el presente documento, el término “subproductos” se
refiere a los productos no deseados que reducen la proporcion del ingrediente
terapéuticamente activo, etanercept, en la formulacién. Los subproductos tipicos
incluyen "productos de peso molecular bajo" resultantes de la desnaturalizacion de
etanercept por desaminacion o hidrolisis, "productos de peso molecular alto" tales
como oligémeros y agregados o mezclas de los mismos.

Como se usa en el presente documento, la expresion “productos de peso

molecular alto” incluye, etanercept, fragmentos que se han agregado
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subsiguientemente mediante desnaturalizacion (por ejemplo, producidos mediante
degradacion de polipéptidos debido a desaminacion o hidrolisis) o mezclas de los
mismos. Normalmente, los productos de peso molecular alto son complejos que
tienen pesos moleculares mas altos que el monémero terapéutico etanercept, y
pueden tener un peso molecular superior a aproximadamente 150 kDa.

Como se usa en el presente documento, la expresion "productos de peso
molecular bajo" incluye, por ejemplo, polipéptidos terapéuticos producidos por
desaminacion o hidrdlisis, es decir, fragmentos de etanercept. Normalmente, los
productos de peso molecular bajo son complejos que tienen pesos moleculares
mas bajos que el mondmero terapéutico etanercept, y pueden tener un peso
molecular inferior a aproximadamente 150 kDa.

La formulacion liquida de la presente invencion incluye etanercept y uno o
mas estabilizantes seleccionados del grupo que consiste en metionina, lisina,
histidina y sales farmacéuticamente aceptables de las mismas. Especificamente,
la formulacion liquida comprende metionina, lisina o histidina como estabilizante, o
dos estabilizantes tales como metionina y lisina, metionina e histidina, o lisina e
histidina, o tres estabilizantes tales cormo metionina, lisina e histidina. En las
formulaciones anteriores que comprenden combinaciones de los aminoacidos,
pueden anadirse posteriormente las sales farmacéuticamente aceptables de
metionina, lisina, histidina, o la metionina, la lisina y la histidina pueden ser las
formas modificada de las sales farmacéuticamente aceptables, respectivamente.
La formulacion liquida comprende preferentemente metionina, lisina, histidina,
metionina y lisina, metionina e histidina, o lisina e histidina, y mas preferentemente
metionina como estabilizante.

La metionina e@s un aminoacido esencial y tiene la férmula quimica
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CsH11NO2S y un peso molecular de 149,21. La metionina es un aminoacido no
polar y contiene un grupo tioéter (-S-CH;) en su cadena lateral. Tiene un valor de
pK; de 2,28, un valor de pK, de 9,21 y un valor del punto isoeléctrico (Pl) de 5,74.
La metionina previene la oxidaciéon de anticuerpos en formulaciones liquidas para
estabilizar anticuerpos compitiendo con los residuos de metionina de los
anticuerpos por la reaccion con los radicales de hidroxilo libres (Lam y col., J.
Pharm. Sci., 86(11): 1250-1255, 1997; Wang, Int. J. Pharm., 185: 129-188, 1999).

La lisina es un aminoacido esencial y tiene la formula quimica CgH14N2O; y
un peso molecular de 146,19. La lisina es un aminoacido basico y tiene un valor
de pK; de 2,18, un valor de pK;, de 8,95, un valor de pKsde 10,53 y un valor de P!l
de 9,74.

La histidina es un aminoacido esencial con un grupo funcional de imidazol
que tiene carga positiva en su cadena lateral y tiene una formula quimica de
CeHgN3O, y un peso molecular de 155,15. La histidina es un aminoacido basico y
tiene un valor de pK; de 1,82, un valor de pK,de 9,17, un valor de pK; de 6,0 y un
valor del Pl de 7,59. |

Por el contrario, la L-arginina contenida en la formulaciéon disponible
comercialmente conocida de etanercept es un aminoacido esencial y tiene la
formula quimica CgH1sN4O; y un peso molecular de 174,2. La arginina es un
aminoacido basico y tiene un valor de pK; de 2,17, un valor de pK; de 9,04, un
valor de pK; de 12,48 y un valor de Pl de 10,76. Es decir, la metionina, la lisina y la
histidina usadas como estabilizante en la presente invencién son totalmente
diferentes de la arginina como estabilizante conocido para etanercept en
construccion, formula quimica, propiedades fisicoquimicos y tendencia a la

lonizacion. La presente invencion ha demostrado por primera vez que los
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aminoacidos tales como la metionina, la lisina y la histidina son los estabilizantes
apropiados para el etanercept.

El contenido del estabilizante en la formulacién liquida de la presente
invencion es 0,1 a 250 mM, preferentemente 1 a 100 mM y mas preferentemente 5
a 50 mM.

La forrﬁulacic’)n liquida de la presente invencion puede incluir también
cualquier material que estan contenido generalmente en formulaciones de
farmacos de proteinas o farmacos de anticuerpos para aumentar la estabilidad del
etanercept segun uno o mas estabilizantes seleccionados del grupo que consiste
en metionina, lisina, histidina y sales farmacéuticamente aceptables de las
mismas, excepto las que deterioran fa funcion de la presente invencién. Por
ejemplo, puede afadirse a fa formulacion liquida de la presente invencion L-
arginina conocida como estabilizante para el etanercept.

La formulacion liquida segun la presente invencion puede incluir también un
tampon ademas del estabilizante. Tal como se usa en el presente documento, el
término “tampén” se refiere al componente que mejora la isotonicidad y la
estabilidad quimica de ia formulacién y funciona manteniendo un pH
fisiologicamente adecuado. El tampdn evita un cambio rapido del pH de la
formulaciéon liquida manteniendo un pH de la solucién que produzca la
estabilizacion de etanercept. Los ejemplos preferentes del tampon incluyen citrato,
fosfato, succinato, tartrato, fumarato, gluconato, oxalato, lactato, acetato, histidina
y Tris, pero no estan limitados a los mismos. En la realizacién especifica, el
tampon es un tampdn de fosfato. El tampdn puede usarse bien solo o bien en
combinacién de dos 0 mas de los mismos.

En las diversas realizaciones de la presente invencién, la formulacion
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deberia tener un pH de aproximadamente 5 a 7,5 o un pH de aproximadamente
58 a 6,8. En la realizacion especifica, la formulacion fiene un pH de
aproximadamente 6,0 a 6,6. También se pretende que los intervalos desde un
valor intermedio a los niveles de pH mencionados anteriormente, por ejemplo,
aproximadamente un pH de 5,2 a aproximadamente un pH de 6,4 (por ejemplo, un
pH de 6,2) sean parte de la invencion. Por ejemplo, se pretende que estén
incluidos intervalos de valores que usan una combinacion de cualquiera de los
valores mencionados anteriormente como limites inferior y/o superior. Si es
necesario, el pH puede ajustarse mediante técnicas conocidas en la técnica. Por
ejemplo, el pH puede ajustarse a cualquier intervalo deseado mediante la adicién
de HCI o mediante la adicidn de histidina, si es necesario.

En ofra realizacion, el tampon esta presente a una concentraciéon de 0,1 a
100 mM, preferentemente 1 a 50 mM y mas preferentemente 5 a 25 mM. Los
intervalos para un vaior intermedio a las concentraciones mencionadas
anteriormente también se pretende que sean parte de la presente invenciéon. Por
ejemplo, se pretende que estén incluidos intervalos de concentraciones que usan
una combinacién de cualquiera de las concentraciones mencionadas
anteriormente como limites inferior y/o superior. En la realizacion especifica, el
tampon deberia estar presente en una cantidad suficiente para mantener un pH
fisioldgicamente suficiente.

La formulacion liquida segun la presente invencion puede incluir también un
agente isotonico ademas del estabilizante. Tal como se usa en el presente
documento, la expresion “agente isotdnico” se refiere a un componente que
funciona manteniendo parcialmente la isotonicidad de la formulacion y el nivel de

proteinas, y mantiene parcialmente el nivel, la relacién o la proporcion del
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polipéptido terapéuticamente activo presente en la formulacion. E! agente isoténico
posee la misma presion osmoética que el plasma sanguineo y, por lo tanto, puede
infundirse por via intravenosa a un sujeto sin cambiar la presién osmética del
plasma sanguineo del sujeto. De hecho, en una realizacién seguin la presente
invencién, el agente isoténico esta presente en una cantidad suficiente para
proporcionar la formulacién adecuada para la infusion por via intravenosa. A
menudo, el agente isotonico sirve también como agente voluminizado.r. Como tal,
el agente isotdnico puede permitir que la proteina supere diversos estreses. tales
como congelacion y cizallamiénto.

El agente isotonico sirve para mantener la presion osmoética adecuada en el
organismo, cuando se administra al organismo etanercept en solucion. Los
ejemplos de agente isoténico pueden incluir los cominmente usados cloruro de
sodio, cloruro de potasio, acido bérico, borato de sodio, manitol, glicerina,
propilenglicol, polietilenglicol, maltosa, sacarosa, eritritol, arabitol, xilitol, sorbitol y
glucosa, pero no estan limitados a los mismos. En la realizacion especifica, el
agente isotonico es NaCl. Estos agentes isotonicos pueden usarse bien solos o
bien en combinacion de dos o mas de los mismos.

En ofra realizacion mas, el agente isotonico (por ejemplo, NaCl) estan
presente en una concentracion de 1 a 1000 mM, preferentemente 10 a 500 mM y
mas preferentemente 50 a 250 mM. Los intervalos desde un valor intermedio a las
concentraciones mencionadas anteriormente también se pretende que sean parte
de la presente invencion. Por ejemplo, se pretende que estén incluidos intervalos
de concentraciones que usen una combinacion de cualquiera de las
concentraciones mencionadas anteriormente como limites inferior y/o superior. El

agente isotonico deberia estar presente en una cantidad suficiente para mantener
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la 6smosis de la formulacién.

La formulacion liquida segun la presente invencion puede incluir también un
excipiente farmacéuticamente aceptable y los ejemplos del excipiente pueden
incluir azlcares y polioles, tensioactivos, polimeros o similares. Los ejemplos de
los azlcares y polioles pueden incluir sacarosa, trehalosa, lactosa, maltosa,
galactosa, manitol, sorbitol, glicerina, los ejemplos de los tensioactivos pueden
incluir tensioactivos no i6nicos tales como polisorbato 20, polisorbato 80 vy
poloxameros y los ejempios de los polimeros pueden incluir dextrano,
polietilenglicol, carboximetilcelulosa, acido hialurénico y ciclodextrina.

La formulacion liquida segun la presente invencion puede incluir también un
conservante. Conservante significa un producto quimico que se afiade a
formulaciones farmacéuticas como agente antimicrobiano. Los ejemplos del
conservante pueden incluir cloruro de benzalconio, bencetonio, clorhexidina, fenol,
m-cresol, alcohol bencilico, metilparabeno, propilparabeno, clorobutanol, o-cresol,
p-cresol, cloro-cresol, nitrato feniimercdrico, timerosal y acido benzoico, pero no
estan limitados a los mismos. L.os conservantes pueden usarse bien solos o bien
en combinacion de dos o mas de los mismos.

En la realizacién especifica, la formulacion de la presente invencidon es una
formulacion liquida estable que comprende 1 a 100 mg/m! de etanercept, 0,1 a
250 mM de metionina o sales farmacéuticamente aceptables de la misma, 0,1 a
100 mM de tampon de fosfatos y 1 a 1000 mM de cloruro de sodio. Mas
especificamente, la formulacion de la presente invencion es una formulacion
liquida estable que comprende 1 a 100 mg/ml de etanercept, 0,1 a 100 mM de
metionina o sales farmacéuticamente aceptables de la misma, 0,1 a 50 mM de

tampon de fosfatos y 1 a 500 mM de cloruro de sodio a pH de 6,0 a 6,6.



10

15

20

25

20

En la realizacion especifica, la formulacion de la presente invencién es una
formulacién liquida estable que comprende 1 a 100 mg/ml de etanercept, 0,1 a
250 mM de histidina o sales farmacéuticamente aceptables de la misma, 0,1 a 100
mM de tampén de fosfatos y 1 a 1000 mM de cloruro de sodio. Mas
especificamente, la formulacién de la presente invencién es una formulacion
liquida estable que comprende 1 a 100 mg/ml de etanercept, 0,1 a 100 mM de
histidina o sales farmacéuticamente aceptables de la misma, 0,1 a 50 mM de
tampodn de fosfatos y 1 a 500 mM de cloruro de sodio a pH de 6,0 a 6,6.

En la realizacion especifica, la formulacion de la presente invencion es una
formulacion liquida estable que comprende 1 a 100 mg/mi de etanercept, 0,1 a
250 mM de lisina o sales farmacéuticamente aceptables de la misma, 0,1 a 100
mM de tampoén de fosfatos y 1 a 1000 mM de cloruro de sodio. Mas
especificamente, la formulacion de la presente invencién es una formulacion
liquida estable que comprende 1 a 100 mg/ml de etanercept, 0,1 a 100 mM de
lisina o sales farmacéuticamente aceptables de la misma, 0,1 a 50 mM de tampén
de fosfatos y 1 a 500 mM de cloruro de sodio a pH de 6,0 a 6,6.

En la realizacion especifica, la formulacion de la presente invencion es una
formulacion liquida estable que comprende 1 a 100 mg/ml de etanercept, 0,1 a
250 mM de histidina o salés farmacéuticamente aceptables de la misma, 0,1 a 250
mM de lisina o sales farmacéuticamente aceptables de la misma, 0,1 a 100 mM de
tampon de fosfatos y 1 a 1000 mM de cloruro de sodio. Mas especificamente, la
formulacion de la presente invencion es una formulacion liquida estable que
comprende 1 a 100 mg/ml de etanercept, 1 a 50 mM de histidina o sales
farmacéuticamente aceptables de la h’lisma, 1 a 100 mM de lisina o sales

farmacéuticamente aceptables de la misma, 0,1 a 50 mM de tampén de fosfatos y
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1 a 500 mM de cloruro de sodio a pH de 6,0 a 6,6.

En la realizacion especifica, la formulacion de la presente invencion es una
formulacion liquida estable que comprende 1 a 100 mg/ml de etanercept, 0,1 a
250 mM de histidina o sales farmacéuticamente aceptables de la misma, 0,1 a 250
mM de metionina o sales farmacéuticamente aceptables de la misma, 0,1 a 100
mM de tampén de fosfatos y 1 a 1000 mM de cloruro de sodio. Mas
especificamente, la formulacién de la presente invencién es una formulacion
liquida estable que comprende 1 a 100 mg/ml de etanercept, 1 a 50 mM de
histidina o sales farmacéuticamente aceptables de la misma, 1 a 100 mM de
metionina o sales farmacéuticamente aceptables de la misma, 0,1 a 50 mM de
tampon de fosfatos y 1 a 500 mM de cloruro de sodio a pH de 6,0 a 6,6.

En la realizacion especifica, la formulacién de la presente invencién es una
formulacion liquida estable que comprende 1 a 100 mg/ml de etanercept, 0,1 a
250 mM de metionina o sales farmacéuticamente aceptables de la misma, 0,1 a
250 mM de lisina o sales farmacéuticamente aceptables de la misma, 0,1 a 100
mM de tampén de fosfatos y 1 a 1000 mM de cloruro de sodio. Mas
especificamente, la formulacion de la presente invencion es una formulacion
liquida estable que comprende 1 a 100 mg/ml de etanercept, 1 a 50 mM de
metionina o sales farmacéuticamente aceptables de la misma, 1 a 50 mM de lisina
o sales farmacéuticamente aceptables de la misma, 0,1 a 50 mM de tampén de
fosfatos y 1 a 500 mM de cloruro de sodio a pH de 6,0 a 6,6.

La formulacion de la presente invencion puede usarse para el tratamiento
de un enfermedad en la que etanercept sea terapéuticamente eficaz. El etanercept
es un modulador de la inflamacién biologico que inhibe respuestas mediadas por

TNF-a y la formulacion de la presente invencion se usa para tratar artritis
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reumatoide, psoriasis, espondilitis anquilosante, vasculitis, enfermedad de
Alzheimer o enfermedad de Crohn, sin estar limitada a las mismas. La formulacion
de la presente invencion puede administrarse por via oral o parenteral, es decir,
por via subcutanea, intramuscular, intraperitoneal, intraabdominal, transdérmica
y/o intravenosa, pero no esta limitada a las mismas.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un procedimiento para
aumentar la estabilidad de etanercept usando una formulacién liquida que
comprende uno o mas estabilizantes seleccionados del grupo que consiste en
metionina, lisina, histidina y sales farmacéuticarnente aceptables de las mismas.

La formulacion liquida puede aumentar la estabilidad en almacenamiento de
etanercept reduciendo los subproductos de etanercept que se producen debido a
la desnaturalizacion durante el almacenamiento.

Modo de la invencién -

A continuacioén, la presente invencién se describira con mas detalle con
referencia a los Ejemplos. No obstante, estos Ejemplos se presentan solo con
fines ilustrativos y no se pretende que la invencion esté limitada por estos
Ejemplos.
<Ejemplo 1> Ensayo de estabilidad de una formulacién acuosa de etanercept
segun ia adicion de estabilizante

Para investigar el estabilizante Optimo para la preparacion de la formulacién
acuosa estable de etanercept, se aiiadié histidina como estabilizante a una
solucion de fosfato 5 mM a la que se afiadio etanercept a una concentracion de 50
mg/ml, y se afiadid cloruro de sodio a la misma como agente isoténico para
preparar la Formulacién 1.

Ademas, se afadié etanercept a una solucion de fosfato 10 mM a una



10

23

concentracion de 50 mg/ml, y se afiadié cloruro de sodio a la misma como agente
isoténico. Después, se afnadié en cada caso un compuesto de entre lisina,
arginina, metionina, glicina, polisorbato 20, polisorbato 80, poloxamero 188,
propilenglicol, sulfato de protamina, sacarosa y guanidina-HC| para preparar las
Formulaciones 2 a 12.

Finalmente se afiadié cloruro de sodio como agente isotdénico a una
solucion de fosfato 10 mM a la que se afiadié etanercept a una concentracion de
50 mg/ml para preparar una formulacion exenta de estabilizante. Las
composiciones de estabilizante de las formulaciones se muestran en la Tabla 1
siguiente. Se dispusieron 0,5 mi de la formulacion preparada en cada jeringa de

vidrio de 1,0 ml, se sellaron y se almacenarcn a 50 °C.

Tabla 1

Composicién del estabilizante
Formulacion 1 i Histidina 10 mM
Formulacion 2 Lisina 25 mM
Formulacién 3 ~ |Arginina 25 mM
Formulacion 4 " |Metionina 25 mM
Formulacion 5 ~ Glicinaal 1 %
Formulacion 6 B Tween 20 al 0,1 %
Formulacion 7 Tween 80 al 0,1 %
Formulacion 8 ~ F68al0,1%
Formuiacion 9 Propilenglicol al 0,1 %
Formulacién 10 Sulfato de protamina al 0,03 %
Formulacion 11 Sacarosa al 2 %
Formulacion 12 Guanidina-HCl al 0,2 %

2§
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formulacién exenta de estabilizante -

A los 7 dias después del almacenamiento a 50 °C, se analizaron las
Formulaciones 1 a 12 y la formulacion exenta de estabilizante de la Tabla 1 por
SE-HPLC para examinar los tipos de productos de peso molecular bajo y de
productos de peso molecular alto tales como oligémeros y agregados resultantes
de la desnaturalizacion de etanercept y la cantidad total de estos productos se
representd como Impurezas totales. Ademas, se examinaron cambios
estructurales de etanercept por HI-HPLC En la HI-HPLC, se separaron las
sustancias relacionadas con etanercept en 4 picos, incluidos pico previo, pico 1,
pico 2 y pico 3. El pico previo y el pico 1 representan productos de bajo peso
molecular, el pico 2 representa el etanercept y el pico 3 representa dimeros con
agregacion o actividad baja. Por lo tanto, la cantidad total del pico previo, el pico 1
y el pico 3 se representd como Impurezas totales. Los resultados se muestran en

las Tablas 2 y 3, respectivamente.

Tabla 2
Impurezas totales por SE-HPLC (%)

Dia 0 Dia 7
Formulacion 1 4.6 22,2
Formulacion 2 4.7 24,8
Formulacion 3 4.6 24,2
Formulacién 4 46 20,8
Formulacién 5 4.6 28,5
Formulacién 6 h 4,7 29,4
Formulacion 7 46 29,0
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Formulaciéon 8 46 28,8
Formulacion 9 47 27,8
Formulacion 10 46 29,4
Formulaciéon 11 48 28,4
Formulacién 12 4,7 27,5
formulacion exenta de 4,7 30,2
estabilizante

Tabla 3

Impurezas totales por HI-HPLC (%)

Dia 0 Dia 7
Formulacion 1 147 33,7
Formulacion 2 14,6 349
Formulaciéon 3 15,0 34,3
Formulacion 4 15,2 30,3
Formulacion 5 14,8 36,6
Formuiacién 6 15,2 35,5
Formulacion 7 15,2 36,2
Formulacion 8 15,4 35,6
Formulacion 9 15,2 35,1
Formulaciéon 10 15,0 36,9
Formulacién 11 14,9 35,1
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Formulacion 12 15,1 34,8

formulacion exenta de 14,4 41,9

estabilizante

Como muestran los resultados por SE-HPLC de la Tabla 2, cuando se
almacené a 50 °C durante 7 dias, la Formulacion 1, que contenia histidina como
estabilizante, mostr6 unas impurezas totales del 22,2 %, la Formulacion 2, que
contenia lisina como estabilizante, mostré unas impurezas totales del 24,8 %, la
Formulacion 3, que contenia arginina como estabilizante, mostré unas impurezas
totales del 24,2 %, la Formulacion 4, que contenia metionina como estabilizante
,mostré unas impurezas totales del 20,8 %. Todas ellas mostraron unas Impurezas
totales significativamente bajas, en comparacion con la formulacion exenta de
estabilizante, que mostrd unas Impurezas totales del 30,2 %. Cuando estas
formulaciones se compararon con la Formulacién 3, que usa L-arginina como
estabilizante, (patente de Estados Unidos N°® 7.648.702), la Formulacion 2, que
contenia lisina, mostré unas impurezas totales similares del 24,8 % vy la
Formulacion 1, que contenia histidina, y la Formulacion 4, que contenia metionina,
mostraron unas Impurezas fotales reducidas del 222 % y del 20,8 %,
respectivamente.

Los resultados de la HI-HPLC de la Tabla 3 son similares a los resultados
de la SE-HPLC. La formulacion exenta de estabilizante mostré unas Impurezas
totales del 41,9 %. Por el contrario, cada urna de las Formulaciones 1,2,3y4
mostraron unas Impurezas totales del 33,7 %, 34,9 %, 34,3 .% y 30,3 %
respectivamente, lo que indica que la histidina, la lisina, la L-arginina y la

metionina afadidas a cada formulacién tienen efectos de prevencion de la
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desnaturalizacién de etanercept. En particular, la Formulacion 4, que contiene
metionina,s mostr6 las Impurezas totales mas reducidas, lo que indica que la
metionina es la mas eficaz en la estabilizacion del etanercept.

En consecuencia, la presente invencion demostro que la lisina, la histidina y
la metionina tienen efectos de estabilizacion de etanercept que previenen su
desnaturalizacién, que son equivalentes o superiores a los de la L-arginina y, en
particular, la metionina es mas eficaz en la estabilizacién de etanercept que la L-
arginina.

<Ejemplo 2> Ensayo de estabilidad de una formulacion acuosa de
etanercept segtin la concentracion de metionina

Para investigar la concentracion 6ptima de metionina para la estabilizacion
de etanercept, se afiadio cloruro de sodio 120 mM a soluciones de fosfato 10 mM,
y se ainadié a cada una de las mismas metionina 25 mM y 12,5 mM, después de lo
cual se afiadio etanercept a una concentracion de 50 mg/ml para preparar las
Formulaciones 13 y 14, respectivamente. Segun la preparacion de una
formulacion acuosa de etanercept disponible comercialmente, se afiadio L-arginina
25 mM a una solucion de cloruro de sodio 100 mM y sacarosa al 1 % en fosfato 10
mM, y se afnadié etanercept a una concentracién de 50 mg/ml para preparar el
control. Se dispusieron en cada jeringa de vidrio 0,5 ml de la formulacién de 1,0
ml, se sellaron y se almacenaron a 40 °C, 25 °C y 4 °C. Las composiciones de las
formulaciones acuosas preparadas se muestran en la Tabla 4 siguiente.

Tabla 4

Cornposicion

mM, metionina 25 mM (pH 6,3)

Formulacion 13 50 mg/ml de etanercept, solucién de fosfato 10 mM, NaCl 120
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Formulacién 14

50 mg/ml de etanercept, solucion de fosfato 10 mM, NaCl 120

mM, metionina 12,5 mM (pH 6,3)

Control

50 mg/ml de etanercept, solucion de fosfato 25 mM, NaCl 100

mM, sacarosa al 1 %, L-arginina 25 mM (pH 6,3)

Después la Formulacion 13, la Formulacion 14 y el control se almacenaron

a 40 °C durante 1y 3 semanas, y a 25 °C y a 4 °C durante 4 y 8 semanas cada

una, se midieron sus Impurezas totales mediante SE-HPLC y HI-HPLC, como en

el Ejemplo 1. Los resultados se muestran en las Tablas 5 y 6, respectivamente.
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Tabla 5
Impurezas {otales por SE-HPLC (%)
40 °C 25°C 4°C
0 1 3 0 4 8 0 4 8
semanas | semana | semanas |semanas; semanas | semanas | semanas | semanas | semanas

Formulacion .

5,5 11,5 20,5 55 14,8 18,8 55 8,8 10,2
13
Formulacion

55 12,5 22,0 55 16,0 19,9 55 8,9 10,5
14
Control 55 13,4 233 55 16,2 20,4 55 8,8 10,3
Tabla 6

Impurezas totales por HI-HPLC (%)
40 °C 25°C 4°C
0 1 3 0 4 8 0 4 8
semanas [semanal semanas | semanas | semanas | semanas | semanas | semanas | semanas

Formulacion

10,0 15,9 216 10,0 15,3 18,5 10,0 11,0 11,9
13
Formulacion

99 17,0 23,3 2,9 18,7 19,8 9,9 11,3 11,6
14 '
Control 10,2 18,0 255 10,2 17,4 20,6 10,2 10,0 11,9

Como se muestra en los resultados de las Tablas 5y 6, la Formulacién 13 y
la Formulacién 14, que contienen metionina como estabilizante, mostraron una
produccion de impurezas baja en todas las condiciones de almacenamiento de 40
°C, 25 °C y4 °C, en comparacion con el grupo de control preparado seguin el
procedimiento de preparacion de una formulaciéon acuosa de etanercept disponible
comercialmente. Especificamente, los resultados de la SE-HPLC y la HI-HPLC
mostraron que la Formulacién 13, que contenia metionina 25 mM, y la

Formulacion 14, que contenia metionina 12,5 mM, mostraron una produccién de
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impurezas mas reducida a 40 °C y 3 semanas y a 25 °C y 8 semanas, y una
produccién de impureza similar a 4 °C y 8 semanas, en comparacion con el
control. Estos resultados indican que la formulacién que contiene metionina de la
presente invencion es una formulacion mas estable para mantener la actividad de
etanercept durante un periodo de tiempo largo que la formulacién disponible
comercialmente.

En conclusion, la presente invencién demostrd que la formulacion acuosa
de etanercept que contenia metionina previene la desnaturalizaciéon de etanercept
para mantener su actividad durante un periodo de tiempo largo, y la metionina es
muy eficaz como estabilizante en la formulacién acuosa de etanercept.
<Ejemplo 3> Ensayo de estabilidad de la formulacién acuosa de etanercept
que comprende histidina y lisina, o histidina y metioni.na

Se afiadieron histidina 5 mM y lisina 25 mM como estabilizante a una
solucion de fosfato 10 mM a la que se afiadio etanercept a una concentracion de
50 mg/ml y se afadié cloruro de sodio a la misma como agente isotonico para
preparar la Formulacion 15.

Ademas, se afadieron histidina 5 mM y metionina 25 mM como
estabilizante a una solucion de fosfato 10 mM a la que se anadid etanercept a una
concentracion de 50 mg/ml y se afiadié cloruro de sodio a la misma como agente
isotonico para preparar fa Formulacion 16.

Finalmente, se afadidé cloruro de sodio como agente isoténico a una
solucion de fosfato 10 miM a la que se afadié etanercept a una concentracion de
50 mg/ml para preparar una formulacion exenta de estabilizante.

Se dispusieron 0,5 ml de la formulacion preparada en cada jeringa de vidrio

de 1,0 ml, se sellaron y se almacenaron a 50 °C.
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Las composiciones con estabilizante de las formulaciones se muestran en

la Tabla 7 siguiente.

Tabla 7

Composicion con estabilizante
Formulacion 15 Histidina 5 mM + Lisina 25 mM
Formulacion 16 Histidina 5 mM + Metionina 25 mM
formulacion exenta de estabilizante |-

5 A los 7 dias después del almacenamiento a 50 °C, las Formulaciones 15, 16
y la formulacién exenta de estabilizante de la Tabla 7 se analizaron por SE-HPLC
como en el Ejemplo 1 para medir sus Impurezas totales. Los resultados se

muestran en la Tabla 8.

Tabla 8
Impurezas totales por SE-HPLC (%)
dia 0 7 dias
Formulacion 15 47 21,5
Formulaciéon 16 47 20,9
formulacion exenta de estabilizante 4.7 30,2

10
Como se muestra en los resultados de SE-HPLC de la Tabla 8, cuando se
almacenan a 50 °C durante 7 dias, la Formulacion 16, que contiene histidina como
estabilizante, mostré unas impurezas totales del 21,5 % y mostré unas Impurezas
totales significativamente bajas en comparacién con la formulacién exenta de
15 estabilizante que mostrd unas Impurezas totales del 30,2 %. Y la Formulacién 16

mostré unas Impurezas totales sigrificativamente bajas en comparacion con la

Y%
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Formulacion 1, que contenia histidina 10 mM, que mostré unas Impurezas totales
del 22,2 % y la Formulacion 2, que contenia lisina 25 mM, que mostré unas
Impurezas totales del 24,8 %.

Es decir, la presente invencion demostré que la formulacion que
comprendia histidina y lisina tiene efectos significativamente excelentes de
prevencion de la desnaturalizacion de etanercept reduciendo la cantidad de

impurezas totales durante el almacenamiento, en comparacién con la formulacién

exenta de estabilizante y cada formulacion que comprendia histidina, lisina y

metionina, respectivamente.

Ademas, tal como se muestra en los resultados de SE-HPLC de la Tabla 8,
cuando se almacenan a 50 °C durante 7 dias, la Formulacion 16, que contiene
histidina como estabilizante, mostré unas impurezas totales del 20,9 % que es un
nivel significativamente bajo en comparacion con la formulacidon exenta de
estabilizante que mostré unas Impurezas totales del 30,2 %. En particular, la
Formulacion 16 mostré unas Impurezas totales bajas en comparacién con la
Formulacién 15, que contenia histidina y lisina como estabilizante.

Es decir, la presente invencién demostré que la formulacion que
comprendia histidina y metionina tiene efectos significativos en la prevencion de la
desnaturalizacion de etanercept reduciendo la cantidad de las Impurezas totales
durante el almacenamiento, en comparacién con la formulacidon exenta de
estabilizante.
<Ejemplo 4> Ensayo de estabilidad de una formulacion acuosa de etanercept
que comprende metionina y lisina

Se afiadieron metionina 12,5 mM vy lisina 12,5 mM como estabilizante a una

solucién de fosfato 10 mM a la que se afiadié etanercept a una concentracion de
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50 mg/ml y se afiadi6 cloruro de sodio a la misma como agente isotdnico para
preparar la Formulacién 17.

Ademas, se afadié cloruro de sodio como agente isoténico a una solucion
de fosfato 10 mM a Ia gue se afadio etanercept a una concentracién de 50 mg/mi
para preparar una formulacion exenta de estabilizante.

Se dispusieron 0,5 ml de la formulacién preparada en cada jeringa de vidrio
de 1,0 ml, se sellaron y se almacenaron a 50 °C. Las composiciones con
estabilizante de las formulaciones se muestran en la Tabla 9 siguiente.

Tabla 9

Composicién con estabilizante

Formulacion 17 Metionina 12,5 mM + Lisina 12,5

mM

formulacion exenta de estabilizante -

A los 7 dias después del almacenamiento a 50 °C, la Formulacién 17 y la
formulacion exenta de estabilizante de la Tabla 9 se analizaron por SE-HPLC
como en el Ejemplo 1 para medir sus Impurezas totales. Los resultados se

muestran en la tabla 10.

Tabla 10
Impurezas totales por SE-HPLC (%)
dia 0 7 dias
Formulacion 17 5,2 27,0
formulacion exenta de estabilizante 5,2 32,8

Como se muestra en los resultados de SE-HPLC de la Tabla 10, cuando se

35
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almacenan a 50 °C durante 7 dias, la Formulacion 17, que contenia metionina y
lisina como estabilizante, mostrd unas impurezas totales del 27 %, que es un nivel
significativamente bajo en comparacion con la formulacion exenta de estabilizante
que mostrd unas Impurezas totales del 32,8 %.

Es decir, la presente invencion demostro que la formulacion que
comprendia metionina y lisina tiene efectos significativos en la estabilizacion de
etanercept reduciendo la cantidad de las Impurezas totales, en comparacién con la

formulacion exenta de estabilizante.
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REIVINDICACIONES
[Reivindicacion 1]
Una formulacién liquida de etanercept que comprende etanercept y uno o mas
estabilizantes seleccionados del grupo que consiste en metionina, lisina, histidina

y sales farmacéuticamente aceptables de las mismas.

[Reivindicacion 2]
La formulacion liquida segun la reivindicacién 1, en la que el estabilizante es

metionina y/o sales farmacéuticamente aceptables de la misma.

[Reivindicacion 3]
La formulacion liquida segun la reivindicacion 1, en la que el estabilizante esta

presente en una cantidad de 0,1 a 250 miM.

[Reivindicacion 4]
La formulacion liquida segun la reivindicacion 1, en la que el etanercept esta

presente en una cantidad de 1 a 100 mg/ml.

[Reivindicacion 5]

La formulacion liquida segun la reivindicacion 1, que tiene una estabilidad
aumentada de aimacenamiento de etanercept, en comparacion con la formulacion
que no tiene estabilizantes, reduciendo los subproductos de etanercept que se

producen debido a la desnaturalizacion durante el almacenamiento.

[Reivindicacion 6]



10

15

20

25

36

La formulacién liquida segun la reivindicaciéon 1, que ademas comprende uno o
mas materiales seleccionados del grupo que consiste en un tampoén, un agente

isotonico, un excipiente o un conservante.

[Reivindicacion 7]
La formulacion liquida segln la reivindicacion 6, en la que el tampén esta
seleccionado del grupo que consiste en citrato, fosfato, succinato, tartrato,

fumarato, gluconato, oxalato,lactato,acetato, histidina y Tris.

[Reivindicacion 8]
La formulacién liquida segtn la reivindicacion 6, en la que el tampon esta presente

en una cantidad de 0,1 a 100 mM.

[Reivindicacion 9]

La formulacién liquida segun la reivindicacion 6, en la que el agente isotonico esta
seleccionado del grupo que consiste en cloruro de sodio, cloruro de potasio, acido
bérico, borato de sodio, manitol, glicerina, propilenglicol, polietilenglicol, maltosa,

sacarosa, eritritol, arabitol, xilitol, sorbitol y glucosa.

[Reivindicacion 10]
La formulacion liquida segun la reivindicacion 6, en ia que el agente isotonico esta

presente en una cantidad de 1 a 1000 mM.

[Reivindicacién 11]

La formulacion liquida segun la reivindicacion 1, que comprende 1 a 100 mg/ml de

<5
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etanercept, 0,1 a 250 mM de metionina o sales farmacéuticamente aceptables de

la misma, 0,1 a 100 mM de tampén de fosfatos y 1 a 1000 mM de cloruro de sodio.

[Reivindicacion 12]
La formulacion liquida segun la reivindicacion 1, que comprende 1 a 100 mg/ml de
etanercept, 0,1 a 250 mM de lisina o sales farmacéuticamente aceptables de la

misma, 0,1 a 100 mM de tampon de fosfatos y 1 a 1000 mM de cloruro de sodio.

[Reivindicacion 13]
La formulacién liquida segun la reivindicacion 1, que comprende 1 a 100 mg/mi de
etanercept, 0,1 a 250 mM de histidina o sales farmacéuticamente aceptables de la

misma, 0,1 a 100 mM de tampdén de fosfatos y 1 a 1000 mM de cloruro de sodio.

[Reivindicacion 14]

La formulacion liquida segun la reivindicacion 1, que comprende 1 a 100 mg/ml de
etanercept, 0,1 a 250 mM de histidina o sales farmacéuticamente aceptables de la
misma, 0,1 a 250 mM de lisina o sales farmacéuticamente aceptables de la

misma, 0,1 a 100 mM de tampon de fosfatos y 1 a 1000 mM de cloruro de sodio.

[Reivindicacion 15]

La formulacion liquida segun la reivindicacion 1, que comprende 1 a 100 mg/ml de
etanercept, 0,1 a 250 mM de histidina o sales farmacéuticamente aceptables de la
misma, 0,1 a 250 mM de metionina o sales farmacéuticamente aceptables de la

misma, 0,1 a 100 mM de tampén de fosfatos y 1 a 1000 mM de cloruro de sodio.
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[Reivindicacion 16]

La formulacién liquida segun la reivindicacion 1, que comprende 1 a 100 mg/ml de
etanercept, 0,1 a 250 mM de metionina o sales farmacéuticamente aceptables de
la misma, 0,1 a 250 mM de lisina o sales farmacéuticamente aceptables de la

misma, 0,1 a 100 mM de tampon de fosfatos y 1 a 1000 mM de cloruro de sodio.
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RESUMEN
La presente invencién se refiere a una formulacion liquida estable de etanercept
(proteina de fusidon sTNFR:Fc p75 recombinante) y mas particularmente a una
formulacién liquida que comprende uno o mas estabilizantes seleccionados del
grupo que consiste en metionina, lisina, histidina y sales farmacéuticamente
aceptables de las mismas en una cantidad suficiente para reducir la formacién de
subproductos de etanercept durante el almacenamiento. La formulacién liquida
segun la presente invencion reduce eficazmente la produccion de subproductos de
etanercept y mantiene de forma estable su eficacia farmacéutica durante un
almacenamiento a largo plazo. Por lo tanto, no se requiere un procedimiento de
reconstitucion antes de su administracion y la formulacion estéril puede
administrarse a paéientes para garantizar la seguridad del paciente. Asi, puede

aplicarse a sectores con necesidad de tratamiento con etanercept.



WIPO

WORLD
INTELLECTUAL PROPERTY
ORCGANIZATION

DOCUMENT MADE AVAILABLE UNDER THE
PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

International application number: PCT/KR2012/004369
International filing date: 01 June 2012 (01.06.2012)
Document type: Certified copy of priority document
Document details: Country/Office: KR

Number: 10-2011-0053890

Filing date: 03 June 2011 (03.06.2011)
Date of receipt at the International Bureau: 08 June 2012 (08.06.2012)

Remark: Priority document submitted or transmitted to the International Bureau in compliance with Rule
17.1(a),(b) or (b-bis)

24, chemin des Colombettes
12711 Geneva 20, Switzerland

WWW. Wipo.int



. This is to certify that the following application annexed hereto

is a true copy from the records of the Korean Intellectual

Property Office

= &
Application Number

o 5

g ¥ @ g 2
Filling Date
= & ol

. Applicant(s)

]

10-2011-0053390

2011 06 03

JUM 03, 2011

=22 Ab

S Al d 3 ks

/

LG Life Sciences Ltd.

012

9

COMMISSIONER|G

06 &

=

=50

(62}

e




(M=7E]
(ER)FE]
(E&92]
(23]
[ER03DE]
[CHelel]
[dE]
[CicielRE]
[ZELEEYS
(23

nT
1]%]
>~

ue

0g

lo |o

02 H
[HO
02
(02al

M0
02
0

0x
02

0x
02
1o
0L
MO
:

P

[=EISEHS]
[REHS]
[=2]
[=F]
(22X
[£€]
[dZ2 A2EDI]

—

WM o W
l_.>-;

Ja

i
on
JR
[
E&

r

—

el
rZ
loi

—

Bt

2011-06-03
KL 34T

SHEE
FABIA UK MG

1-2002-030835-0

=0

9-1999-000420-6
2008-070841-7

ONEIHEES otF sl 29 Y3

[Poss

Etanercept Stable Agueous Formulation

\
i

1

9kis 4

e

Ie
(4

CHOI, Suk Young

J

740128~ 2XXXXXX
305-745
&SN R 2ATE ASOF D20 5058 10058

KR

e

KO, Youn Kyung
B30629-2XX)XXX
305751

HEZARA 7d7 S35 SZB0HIE 3168 10052

KR




2011-06-03
(22X
(28] AT
(882 2424)|] S0, Jin Eon
[FREEHF] 720626~ TXXXXXX
[REHS] 305-772
[F=4] HEZHA AT UEE SHH02 2CHK] 2095 19013
[=&E] KR
B [FX] ?l2 20l SO MESSLICH
tHeler 01 (H® F= ol)
[==+8]
(22 2] 0 o 38,000 &
Drasa 2] 26 o 0 &
[RUAFEZ] o A 0 &
[AAMEFZ] 0 2 0o &

@ (2] 38.000 &

7y



2011-06-03
QHE D
(g e] )
o uhuf A2 o] qlabegl f-ol el tanercept Stable Aqueous Formulation}
[7]%0F]
<I> W S ol AN (Branercept . recombinant  p75  sTNFR:Fe  fusion

@ Vol W GOl Al s osAl wit A A el ol
VAR bk @A S Aol #itd kel vl o, o], §aEg W
ol8] FAMAlR ool Sii oY MWL dhl ol4he] ebAeAE Eakal

f-a Awlo)| ol 7 ol

] 7 7] %
2 ol bl A= Aol 4] TNF-a @ATECINF- @ receptor) @] A13E 3E 3} TNF-
. a7} Agtals AL WAoo #Eale], N-a ¢} ¥AE Heu-o oy a)=
Aoy ki Amar# o5 2 HA(biological inflammation modulator)o]vk. ol g}
UAESE 842 p75 TN 2yl 97 AzxdE Wagsid HpZigs
(subclass) 1¢] Fe7} Aghel Fe G5 shold 2471 oj@s)l A% (Disullide bond)L.
2 oAy walol@ A (Homodimer) 2] )it zton)  Axeko] 150 kDaol] o]&i= 7|
tl - 2Fel el (Goldenberg, Clinical Therapeuatics. 21(1): 75-87, 1999: Moreland et

al., Ann. Intern. Med.. 15006G) 0 ATR=-1836. 1999).

4G



<>

2011-06-03
olefgl -5t vkl zlalaol wlis 190051 Zgbel]l e} et AlS-

222w vle] A A (University of Texas Southwestern Medical Center)®] B35

A S (Bruce A, Beutler) Goll el =] O gbal 590 an, 2002410 b4l (Amgen) A}
of oa)] A A(Enbrel)ole)iz HFH o ZAFGUL, ol =L INF-a A 8l A)

_l_;l_ _,'I:iu-]']']vEl A~ 3‘11 '? ] rﬂ ) '{'! a:‘i ) ,:!. 'i,]l {'! ] 2= {'_,'!| \1{;_ f.}” }\]_ -r'l-?- _] = (.‘] () “_] & .] ;] ﬂ‘] {:’_!__/f-_ f_‘-;l

ojulyg W el Aals) glal 4k 217 Al Gl ),

ANMA O, A ool imA oopEu) wpAslA R faAie] b

1 _{}l-yl
7 A grom HuatA] ok L0 Ayl S¥(Shear stress). HW . W%

=

(Freeze-thawing), UV %%, ] %igl pll Mo, +F

718 B o]AEd 9E 29 F

of o8] glakz Bl EE o WAlel fA oy, glulbd] WA oz o]t 9
g,  Atsl,  wrolumgl(Deamidation). ol wl(Isomerization) % vlekA] s}
(Polymerization) wo] 3wy, o]i50 alAlo) ojuly-A A7) &) S g

ol AU, phl W LN)el Qe Mtk SoY WaloRE 34 Pxe &

(12

Aol Fa/uand ¥ wE Gol agsa, oEe 49 $3 2L g

A marsba ol F ghgel oal ekl Wi A el Qi A4 4

P.|‘.-

i-(Hydrophobic patchs). 218} W8 (Charge distribution) ) & wlula o] izl

Freh Aol e sk arle el i geE wAe AR &

[ R T

e 24AA7Ie, olulg WAl nzreHo) ] wiitel, Axk MA¥E A= o

L]

EAL A9 3)|EF 4 flo] Hiah4 #5o] "ol A Eu), W3

O

Foekgale) g

28-4

47



<b>

2011-06-03
Boge glAe Welkg o olo 71tk W)l fad Al H A 9o oleek ¢

O
& ZEakA g, A G 7 | Aol gk Q) Bo]l A E
A (Ishikava et al.. Biol. Fharm. Bull.. 23(8): 14131417, 2010: Levin et
al., The Development of Therapeutic Monoclonal Antibody Products, editors.
Boston (MA): BioProcess Technology Consultants, Inc. Chapter 9).
o ol whula WAl vo) glale] o)e sl el Qe e) g, o
F odild ok F2 Azxmoesi obdA WAlE sAdsa vl AR, )=t
SEES] A7.502,004 0] A) 5 vkER] SN (dael izumah) S pll 5.5 WA 6.52] 5

2] 25 mMe] F) <l LNt 0,005 A 0,086 vo]e-Al Ale ek Al Aol Heae

WOl 100 WA 300 mie] Al whel Ao sw gbdslale] HA Az

L]

AYPE 7lesta Jov, ma Y5 A 2010-0158925F. 0| A = A 5 Al
(cetuximab)-& & A~E|wl gholy) 2REn] LAk lactobionic acid)i <M §l&lo] W
4 Axe AYE 71eskn Qul, e 5 A1 33 F AE 2139 A,
pHe] ¥s W 849 ¥5 F3 118 HA W Ax ARy B4slr] v @

Aol WAL ullah 4ol A el 3l 7120) Eko) 9o) algel %

A Ax7]E ARalokt a4 alaksie] R dawl vigle] ook, B, §2

HZFE ) F=o- A]-.f.i,-)k]n” Ul A] F=A) 4 A00)] moloe) &)3- -“..!_-':‘!'!('a] f_'g}‘L‘]-_

ojo} & whAlL: alAcki: oo il g-ot Abeiel whalol SHAZAE %

1 )

7}ako]

-~ }-
&
e

& abd AN ek, bl ekel vhibde] obgel Al A e

AA, 84 @59, @i okl sl QM4 ol kel 9lul(Wang, [t

76-5



<7>

<9>

<10>

<11=

2011-06-03
J. Pharm., 185: 129-188. 19949: Wang ot al., J. Pharm. Sci.. 96(1): 1-26,

2007) .
wls A A2011-0070201 F0) A3 16 A1) Mk A RABE A
AlBEIL )izl k] ARE1: 50 mg/ml o) ake) vl Eke] pH 5.5 1A 6.59] 20
WA 60 mM HAle] s1Eo) . 0.02 U4 0,044 e Ao @ 75 1% 150
nMe] BEIEFE FEehn ebdel 9)ako] ofsl e gl & AAska gt
mlat FAES A2011-0020328 F o) A A ielA GRake] ah-CD20 WA e
AGE A A, A 100 el 2245 obaldle] . 25 1A 100 mM
o FHYEF. 0.5 WA She] ofzriv] ] 97]. 0.02 WX 0.2 aMe] EDTA 2
0.01 WA 0.299) Fejaimmelr: 308 ¥gkalis 2108 pli7)l 5.0 U7 7.091 <Fs
Ao ahga 2AN Tt Jla)

ular SEEE 7,785,502 A 7 mg/ml o olde]  SElu|Sy

(palivizumab)©] o]L-A1 Qlii9p A @Azl glo] &)~y vl eksadla) H2AlL o] &

sto] <tAstE o]l 2 WA 8TolA] Holn 1571l ik ekl Aol 8] Aol &k
At}

ulsp $HEEE AI6.991. 7905 00411 el Edie) 22 S e A
aoba Akl Al oF pll Le ulA ef 5,590 oldvlel: ghgel, AwM@yA),

W OEES gHrEks obga 44l ofel Agel da) AR Qe

ooy o EES AT.6AR. T2 0N A5 Q17 p76 T AL Q1A =8-A Q) Q17

Oy

4%)



<|2>

<13>

<l4>

2011-06-03

[gG19] Fe H-ato] Gt &3 Al a] Loty & oF 10 olA] 200 M2l %

R Agalol ebgslAzl Ak el el J1%ea Qe A S8 fEeky

& olEh M= s gkl ek A ) el

¥

e, olelgl QbHu AL

Ack. Beh, FAE bAsalizo Aghal Mele) vt FAlstm, duA ofokE

of Hla] HE7} Ao ) aiiol o o] Al dsa] el

2 QS (Shire et al.. J. Pharm. Sci.. 93(6): 1390-1402,
2004) .

A7) Felel @A ehlel Alwl ZgeEelA] W njel gro) | |-ol27] e ¥

ot
o

Ao ol Al gl dlabol Gl V)% A] oEbu Al ol sk ol
Agk A Aol gk ol vaElo] elebu)4le] BA1e aREA GAe 5
Qe AIEE G g Akl dlgt Aol gl Ago)

ofol] M Wb AL oEIU Aol BALS obgall frA a5 Q)

ol Az el dlal glitel b, vl el ehel Al W azrgle] 4xgal Ao

)\'1 O‘II E]- ].-] )ill _‘ ‘:_ i‘-] (?]_' 'J;! _‘:’-}‘l.’” '['H_ /.] r__l j":’ ]‘I ..r] l:’]‘ _ﬂ_ _:)'_ ]illl- '1'1 ?! _[‘)_ ;ut. MI _:I]-_ ];!]5_ l{:} ‘:-l._' -'J;L}-I. ’{E)I E.I.;I_ (31

o}

-7

o] Sl A Zhke) Eels
okA EAlol] ulu) A Al o3 ) a) Abgalopyl ahe . oAl g E o wae 7)o

J]"'-_l_ ?l‘f_.l _:! A /_{!_E! ‘)‘]\ 'III _;.'l EE i Tl t;!! l-r] t.’l -E':- .’1 ?.:1!- 'Ill- 5'11‘ - L‘__]__:_ 2-_ (2:]1 :(:{- lr_]_.;}__ 7]-_}(] —%_ '.-1:

5O



<15>

<16>

<]8>

<19

k= ZQ olleu el ot el G0l el o Aol

2011-06-03

- A ol eI A PHS A

713, ole] S8 Ak GAeEkv]e] el obe) QA el AlE wqlsls 4ol )

O 0=

F719k (ho M walals] glaa), Mol v e, el 82

1;':]‘ 1)1'1 (-)] _QI H' ),I. ,r]] =24 :';] kR (-,} 1,] =5 ;'l' o @ _Il.'_ [:_] 2] 1_.-_1] 5-_[ £ i_';']-l_]- '.]] .(] _l._}] (?]— ) _‘-'l 1“ 2 x

ubuo) o) Qbulol AL B byl e el el 9]o]4. A 4B W o]e] AL

1

2 o)foldl aFoRAE MW Tl o)Ay elgahAli gk ol e

(etanercept)e] ¢FA gl ol Al £ ) drgie)

o] vt ok, - v Bl OVe] 0.1 WA 250 mMe] %ko® F
Alsts 2191 ot N rze] ks Zo el Aot

o] ohE GElolAl. A e gholale] 0.1 WA 250 aMe] FO.F EA|

28-8




<20>

24>

27>

<28>

2011-06-03
whi o] vhit obelol 2], M oubg e s Evle] 0.1 A 250 wMe) SFoR &

T

Algkz 2191 oluhil A1z o] b4l g)

b
o

_r'jll ,]| o] _:-,L_ 7| }:)[ L‘.]-.

ube] vl obejol Al oo el o] 0.1 UlH 250 o] gko.R

Aste 2 oleld Arie] okbds §

S R Ea ey

o) oht okule Al

ool AN E S 1 Ul A 100 mg/ml ] oo w
EAEkE 291 olelu] Al o) ol4l gl fol 2w L w2t}

whulo) vl el Al 1oubd e g, Sgela), ] i s

1 IJ o

F7hm wgkabiz A9l b alze] obdal Sob Alg S AR,

g o okelen AL 3L uhd hEA 7L 0.1 UIA] 100 aMe] ko ® FEiA)

sz 2090 alehu o) o gsr o) A0 A

'l

e g& koA, L wbEa S s vF 1 014 1000 aMe) Fog E

L

Alshz AR oleh] z0] ohaig) S 298 w5kl
o] vl obulell A, ¥ vbE S A 100 mg/mle] el 4, 0.1 )

A 250 mMe] HlEI O, 0.1 U4 100 wMe] Q1akel @hsmol vl Al 1000 mMe] ¢

=t
U4

SJEHES Sgslis 2191 algluifiEe] obdsl fol xe o A ek},
abulo] cher ohulol Al 3 e 1A 100 g/l 9] eI AT, 0.1 U124
250 mMe] oAl 0.1 U4 100 mMe] @lakel @bzl 0 a#] 1000 aMe) )=

FE& Eabohs 2190 ol o] obRal o) AW Al

W o] vl ke 4], W ok oo 1 X 100 mg/ml 2] o e A1, 0.1 WA

28-9



<30>

<31>

2011-06-03
250 mMe] B A~Elel, 0.1 ul# 100 mMe] Q1A @k

E¥ 15“"" _f‘.’-‘_";"}'iﬂ']- = ;] Q]_ n” [;].1_-] xill = g] ('.'}_ :‘l 3;l‘ _E'jiA.)!} -;,” .-;;] _f'al_ 7| - "'."].'L_]'.

('J]f;].o“ )\].‘]}_ _1.‘_ |;|11-1{,] ‘_‘_;] _E'E_qli y‘.” ':'{;]I o] L“ U” :

A)v

SO
=5

SRR L Rk

L=

B e ond, wholal, SauEl i ofe] bzl 4ol Aol of

B AR ) A e DA o] sl galdl 4017 Ak

7l slee Hz:m W, Nupu A= o] k4 sk B A

S L o 1 I o T et
T e A ST R S S

L

1 A olal  Suol el ihid AV EE TR anarom . » P CINER T
o)A do] el AL (ELanercept,  recombinant  p75  sTNFR:Fc

fusion protein)"i= 4h7lollA] 2hwel nle}l kol A4=8-A19) 475 TNF 2] e 9F Q17

AZGE WMASER R A 12 Ferk A Fe §4 v 2o7) o) gtel A

goz Qs Faolade) A s R 150

kDa2] 7)u)s-#}& =] A glho).
Bl o] o ey AL Aol A INF-a g ATEl o] Al 3 El INF-a 7} Al

AL AAHoR ABRO], TW-a 9k I WG oA sk

oul, ek, wmalolulnl W EWel gy flel QA A dAl AR F

U1 uiA 1000 aMe] ¢ &k

$3



<32>

<33

<34

2011-06-03

P oA foo] "oldell Qo wa)lt 0 ol ool ae)r e HE o)

Z] = _'E"}’il ?f‘ o ):] :I] ‘»;)l 0” L_] l-'l -’i'q 1 ')l, 'f‘] ;[] ,:‘! ,w,n _3|1_ ,v] ,} ¢ “1 5:-.'] :,: L{] 5} . Sel‘_ﬂl g

A B A E Baral: Al e Ao, dehd Al e orRale =Aslr] 9

@ Zbs W V15 el Wolela] we) ekl vl obalA Balo] o] 8w

G oAduk. bR A Auyl A7k woke] Rl eosa)a] EHE gl Aldg)

(= | gk 2

AlRE e, ARG wvh o Wi MREE L0 98 B9 23 WA 19

o] & 40T oA Ryet = glow] o] Al#H|A] A7F oF4 AL ZAgl),

=l o N o = 1 !

Hodol| 4] fo] ksl gl A" Alal Fo] Aldela Rzl wl/miie QJulz

’ P

oFata] N-glzle} Aaatdalo] qhalalal 7] o) wely] gglue Aded, 9

&2

v
%;QTK“fT Q% o it vl 2 Q-0 =y Eks ool I () B2 RS M= = AE A 1]

Ll /xSy 2V A RE] CPA S g le), W ubuo)A] obg bt 4]

AEetol ol AEe] Ak w1418 FAaAA] ole) #8418 4V $A s Be

rr

3

oy

%f')_f.{_ . lll' '” /l 'F',-I' ,f” ‘n Ill L'] .‘;}. L } ) ,;j].['u' :\] . -E;I A L_-] 171 ]:1 ”] 2] _ﬂ_.}\] }“ o 0] _.—]__L_Ol
A PO RHE AEEs G o] Ao 2las 2ol
4% lﬂqﬂoﬂﬂ] %}0] “{fk}xﬂ”{} L. 1l o] ?Iflf}lﬂﬂi *}f}hﬂﬁlx]{} ““E]S{yl‘

11]'0] /:\] ' 6] _)", L:| L"]_ .-LLI {l _:‘)__ (-,l- | I! _‘I._ :\] l':] o ',] '.;'.-""] __l.;_ '/.l !."}_ -)l.‘ (_;,J‘ : : ]]l_-! _?I l}l ﬁ]] )‘] [?] 9_]

QU R AlzFold

f,’?-'_ g;]- <'r=- "' ". (:‘ I.I ’] t‘;]l;] _I_L "Il '{,E O it fl“] ;], _/]_1:‘]

| o

el 3

B2 4= 9lar, a2 o] Myab(a): QUAR, @riiandial o o)AL A AL FAF 2

‘IO]"?] Tﬂ' K 1_.“!' }.]- ’H( (_‘I!I : (“r]')‘” E ’,\] A= {_’_] . = Bl i‘{_(',]_;I_H_] 2 )l‘]_':‘fl' {l'.“‘ AT o I Aﬂ = ,i\]_. o

] &AF, WAL, SALALR wRAL iz etal o plat)iiak, AR AIAR), ARA (SR

28-11

54



:':_{\J , %] ;:r_]A_ll = 11 1 ‘ril' = A {-_,l_ v el ,»1\\].) . {] f:,]
.:_1_&:_ I LI e l!‘" ('h] (II = I 1 1 ': | ) ) _"r'_ | 1'1] li‘], "',I j,r'” <"J] 1 E__t:'l_

_f_il_.“_:'_f_ -:‘F-‘:](“'I:: 'ﬁ" ',"] - a.f_ ,\} “”

wigk, SritAk, p-BFal

LI R R B E R R RS [ERASE

o, dolmEAl ulyl Hulal, oel o] ml 1) ERG s
o], olo A A = v

1.1
gb i

o] 4] fho] THARETE Ale) Fo] Aiiebd] -

A7)t BEEA o A

0“ E‘IL_] )II] =] 7]_ Lf:-]'_-(")]-“I 1= 15], R '_J]._’}"_ T[i ‘_75” _1‘.1:_.\]] _Q] “:‘;“ H] A ] o ] (J]

B, 2Yam], $RA e IR A Wi o]

a6 WobulolA] go] Tl AALETe WAl ol

o] 3l

olehA A=) Fhl(al it v,

ol =gl 4iin 7Rl

ol o] AUk wis o]iio] wghiio salelo)

o R R I BRI I N RE R NERR S A E I A e

A1

o

150 kDa$ 3@}z Wxjeko 7} gloju),

7> Bowbdol Al fo] A RA AL s

. 11 :-;l} 1_:1..';] I »I ﬂil 151-L-| z:r]] |_3_5;,_1 1(-]_. i

vlekal aly] o] o eju] Al

w, oSO of 150 KD vube] ke s

Rt PRI R

] u] skl

=] e #
%] &) %]

1;]':'1].!
18- gy,

|

=] L]

2011-06-03

& A F Ak

e gl 7 oo 2

FiEal) ol W7k el

" Z ;“0] M] ]1 TJ"L]

,f_n[] El Q 1‘,1‘ _‘(‘;—. O = .?["-.

G ALRLO] o Bl A E 2]

o

#) G Al FLALRL O

s S | Tl i
e A ER B4

s LR

FaHH O SR

olgh Ee)eto] o)
o, A AME

[#]

BekAl, o]E2 9

gt 1 A4l

ARIS

TS



<38>

<39>

<>

<}1>

2011-06-03

e [ B B P ) RES (K v W) P [ 5 = =L )

[ |

ﬁ}”k}kujﬁ O] 5=0) 21 T1a3 o R Al g e S o]Ako S elwiu) bl e,

:-:d '_i;-;_]-;{-]] =4 )‘-] B 5 SR o) olu)
HElgdE g o} v h-AF O 32 A] gkl o ClyNOSo] ], it )gk o 149.2109]

ok wElede Ggoldel F=alah s whAlv) W MEl o] Aol (g dlo|mE

Al e Wegaks] Qlel D aH o Agate] gzl atshEis gle WA Bl
GAE A GA 7= &Y A (Lam e al.. . Pharm. Sei.. 86(11): 1250~
1255, 1997 Wang. /nt. J. Pharm.. 185: 129-183. 1999). A7) vy 9. le] ke
0.1 WA 250 wM. wFEA A 1A 100w, V1S kA a5 U1 50 mdo]
t}.

Wk, Woublo] fol Alelo)ts obal A wA] gho]Al. #~EE] SO sEabel
g ek, A7) apelal, @ avlule) wheke 0.1 U4 250 aM, VR EAlE 1 Ul
100 mM, UlSF vpglA a}2) = 5 A 50 mdo] el

ok o] wlelA el A ajakyo) A= o] Az o) # g} pol Aale] Aol
AE8E7] Qg 2 A Qb el At ghelaly] 9ls). clokdl o)Ak, ApdaA A w0
WA GG Arkstel ce) e fali d9lel A, o], HaEl, Wy
Lol FAE bAAQ Lol el g Wi O o) Jog 4= WA

& WAslo] rAglal: w8 @91E%a 53 WEl Lol L-olEsdR

o} o Ebu AT E okl slal ] el a ) 9loo

AT ot 1

8-13




<42

<43>

<dd>

2011-06-03

AR O, SEHIPLCE ol gato] wal Fol alAlvi olvhAEe] FakE S

1 y Bt - gt~

~C
(=
-".
C:
~,
i
jiha
L
=

uloy HEES] A7.628,702% 0 A A Lol e A sla) R A}

I

Aok olERAAE Alge] § e bl el ul, QbAEl AR ol Ale AL

(8] =y

g AP Bas Aol fala AL B wis dEoue Ay 29l B

(S

[5:458

Ta Aol BasE AL g0lalolviGr 2 FF) . wek H-HPLC Aol
J}]A?]Q]- FAFSE A )it e o) gl 2-v)ul . o)Al Mle] @.ylo] o el 41 E 2] WAl

& WABlo] oo SAl @Al oldEh: mair JEWE gelstdu(E 3 #

CZ)
Bl o w}& Lol | al e Aby| oA w) Aol F7)}it YF=a) & ?}QJ A
ch, B odwela fol ghpati Alae] A4 W gteby kS SRAE

qrom, el on Agkel ol G430 482 @k A7) SEA dE

1= ¥

A= b Slal ol Aol vk FEl Mekabs AS WAeh, gae)

pHE FAA 7= Qehs alar, Crelgh ehbiAlg) vpgkAglh ol s A|EYo)E, ¥

Ho|E, SAY|olE, glauyo]r, Fulgo)y | HEInolE . L Abo] = 2l

OIEE' oAl Eo) =, & 2yl ) A (Tris) WO EalkEly o] il A gk A

L&)

Ech EAek dHolA. skt Qa9 ghpelo)

= 7 ot gl EAE 1% ¥

o8 }‘I"ﬁ‘f'_l'./l 1] :)l/,- <'_;] Jr!“ (‘] alyto l-l\'! &) t_-;] ;,] ,E:E_'};! ” = cz}! L-l )

 do] goket oA, AlG of 5 1% oF 79 pll By 9 5.5 UF|

°F 6.52] pHE 7Ixjof whe]. ek erulelA], AL o 6] pliEs e, F3

v A

28-14



k-t gk pll 25l o] ity

NER

ol 5

(e pH 6.2)% gl 3t Whde] AReld). ol $9. Aekx Qe sz
A A7) Qladel gk @ oqlele] el Ew AR kel el Eekdn, phe 2
Kol we} Gall Gopoll WA gl oJs] et 40 oodvl, ol v, meo) ul
BHAL HCL: AR71ako] plis 2 SEom zdet & A7y, Fae) wil 3 2ExR
& F7lele] plie 54 SEonl 2w 5 e,

Q:» afuke] el Al ¢hEAl s 0.1 ulA 100w, v 1 WA 50 mM.
B vhabsakAE 5oulA 25 miie @Al Fek e A A FR
B WeIN W L ubdo) gtielr). olf s, AbelR yl/ml shakaea A4
71 dwe @ & seel ghel R ARk el gzl wgkdch, 53

ARl A, @A) s A vl Ao s Haksl plls |

g},

@

<d6: Woubgol] whit gl Al o) obhaael vk el e wghe F
QUEk el Al o] et R Ao Aael S AR A5 v
A FEL FAA G 7o)k, Ao, e ol EAlshs X Eed 2@y
FEIPetol =) 44, M) B &S NEEha] Zolsks ARE A A 54
A BAL dF Ayl $Ag AHERE AYn, wela] vgAe dF Ao
AFAE NGA AN A koA slglaol Al Ad u) EQlE 4 o), wegk, Eoukhg
of W& ajrle] qkulolA]. ARG whel Aele] AW ] Fglel AftaeE Az

7815

w4,

A&

2011-06-03

OF pll 5.2 WA 2F pll 6.3

P71l el ko

£ A]] Gﬂ O ]:



<47>

<48>

<40

2011-06-03
A}, =3, GAkekal s B (hulking agent) AN #ALalu), o]9} glo], T

5 7 4
Ul Ak e okel AE s S8 5 9l sl
A7) w el elvpu Al Gegeanak o s Aol FEolgh ul Aol
AsHA AL FAek: eleb gk, cielel HaeAlo) oils KA ow A}
wAk, WARIEE, WS ZAR, Zaaadg
g, Eolwldev)s, Wi A, ol@a)i, olun]i, Ade]E, AR
F, XY B8 A 4 Xk o)dl AlgkE e 318 ofyu), B4 ofEjo) A,

S48 NaCloluh, o GakElals 13Om0 R AREEIL 22 o] AS o9

2 298] ALS-d r gl

kel kol Al G aksl Al Cal s NaCh) s 1 A 1000 mM VR AR 10 )

A 500 mM, TS v G 50 ul#] 250 ML FE=A) gk}, Sk Al ol

»

HAZA }7] Add @ F 9

T ]

thel Zhe Abe qhel W9} Egc,

AoAE Aol AL A 0] ik ko Eaalof i),

_].‘ I‘_I]_'l ‘{,! c.l] L[]A £ _5',{_:_1} -4” "f]. ':':_‘ Z

& P YR S 4 e AR
g £ Qod, Weal ) iia] wWekalit (Sugars and  Polyols). ) v 81 4] A

(Surfactants). JL3-#}(Polymes) %% gkl 4= Qly), dolstinl= Sqg s E

B, Pua wEa gEhis VR, SR, HAE Fol AHE 4 g

om, AWMAAAAR: Fedue]E 20, FEEMolE 80, FHEAMY He] no]&

28-16

c.] l(r)'_l;_'-_ﬂ” :';] s I‘I! ‘r}l e _1:‘1;_.‘;,-!_ 3‘] ',”.“‘-{:] 5_\% m LY 1_] "7] . L] )1 U] ,] 1r}/u dir “)]

ARl o 8 gobs ek PalAlE g

T



<50>

<51>

2011-06-03

ARG A 7} AL 4 oda, adbxills el Eplo)galge]s, Jpalal

YA ST s B} AL Ao st sz o] Al9ed 22 9)u)

Houkiol] ulit ool xelo bR NEA S o)l

[yt B

7 Av). 7] BEA
S T e o ) e N | e o B S B e ) R = ) s K
REAZE M=y Fivtolr:, =iy, SRR, wi, p-2dE, 0l

A EEE, g, sratalaeul | SRR ehe . o= p-lYE, SRR

AUF, ADF2AL AR vpEd W GE A QAN olol Algh
= ,] o. olyu}. o) WA= 1% O 5 )\]..SE.-{T;].:JIL]. 25 o) AHE: ?_]5:_1]_.-3_ =

Boubol wber ol Al obgalai] oleh o) Ak AMS 3
Hom WAeh 4 gis eyl eelil u E AR swgkale] e 4] o)
Y mES AN Rl wee ¢ oo, sl Yol A A4 slopat

,J] qMo] ~u ;_r]_ _1]a_‘~|[*.‘;_]' ’?-!'FH e g]t.]] :” i< .,ﬂ ',r"‘ Q_}‘(-,];‘.] 3:-.-]__1} Q] <>; ,<] 3;_!‘_13_

& 4 3, GFF el iie] o] @ol HE AR Mol mIHoOR G4

B 2= t})]“ ',)f‘l n] LI

== |

28-17



(ES A4 9 A Eel )

L B

<52> o]}, & W Ao ik

Alo] Bk O ) A% o Alul a7 9ok 2o wl

¥ e

ol gHgu = e oy
<53 <A Al 1> ghalal Al Aol i ol g
s> ol A obasl G Alle] Aol Apa)

571 91,
mg/mlo] N
AlZEEGEE. e 10 ah LAl gealel o 4
olglujriire 2hs)al G

ol27)d, wElLe, A, FElhewjolr: 20,

188, T29dl . b ey, £LARe X

|

g 2 WX 128 Axah vAuoi,

EHFIY el MEe] Hev) 50 mg/mlo] ¥NEE %7

Az ek, A7) A el v

Zre] AL oF 1.0 ml, 85k

ol 4] X5},

28-18

sEato] vl abala Al Al

5 M2 Q1A ool ol bl &) 2
A7beka, Az s

o %127t 50 mg/m

10 mM 914

ol &l gl 49 =4S

T4 710 0.5 wlLA

2011-06-03

U 0] A

2 lri!-1§;}£= 1”5';] _—;]. OI";"'»_‘ AIA]

frone] ohga A}

7] S1¢k 2 A AAEAE =9l
Gl olep 4l Ee] F7t 50
o Arlelel Ay 1&
o] HES
A stA R 2hzh 2ol Al

welammo) 80, FEHAN

AL ol el o W 7ate] A)

) gl ez sl

slo] ergalAl T A

7] 3 10) vehaelel, 2zt

1_17'. :, (I’ .3“ 1;11! _1‘!:__-(7;],(')_-] i 50



<56>

<57>

2011-06-03
[3E 1]

11 TllJ! )” ..I/:J'»;!
w el Sl 2E1 6l 10 mM
e UFelal 25 mi |
g '-| IlI :-: ol

EREE el gl T 0.2%
_ s !] ,.] ‘” .':'_l l - = '_'

371 3k 19 A 1WA ek FAE A 50T W 7Y AdolAl Sk

HPLC(Size Exclusion IPLC)&L et 41127} w2 w)o] AlAl gl 252} A A)&o] i

o Yav, $HA 3 ARl AL EHE S . ojE9 %L vl
- a4 (Total [mpurity) i Ll el gl HI=NPLC(Hydrophobic

Interaction-lIPLC) % ollepu] 4l o] “phza Mgl #1033 glolglale), o gl e 3}
W &2 M-HPLCON AT pre-Peak. Peak 1. Peak 2. Peak 3 5 479 @]z Me] 5
¥, pre Peak 3} Peak 14 #]3-z} ABANro] L, Peak 27} ojelu) 4] Eo]n] | Peak 3&
sAoIY ghalo] vho- o)uka) i vJubyilc)l, ubelA] L pre-Peak. Peak 1, Peak 3
o] &g visto] F LA skl Hv] WA a7 o2 W 30 zbz e

Ul At

[ 2]

T ek e g e ()
ogd T 7 A



<58>

<59>

2011-06-03

e 22,2
24 2 - f:f__“r_w_ 21.8
4 3 T T T
R L.q 20,8
A4 5 i e, 985
a6 r o 70 4
gl 7 | o 2.0
A7 8 1.6 R 28.8
IR N 97.8 -
a9 0 e T e e
A% 11 I Y
ENE 7 | zi5
L | - 0.2
[3% 3]
W-HPLC 7 &5 (%)
oA 7 U4
e T ' 43,7
Al B LG a e
UER e 15.0 T ]
2 7 T 15.2 . 10,43
75 11.8 ! 36.6
27806 15.2 35.5
Al @7 T 6.2
w8 | 5.0 35.5
ER 5.2 5.1
A <10 15.0 36,4
IR N _]1"' 5.1
A 12 5.1 - 30,8
| kI 1.1 RIS

A7) 22] SEC-IPLC 2 aps wwl 50TelA] 7y 0w Al ok @A) &

wokek Alg 12) § Mol obe 2w, ol ket A 2

24.8%, ol=27)dE Nglal Al 38 24.2%, wlE xS xgkgl A9 45 20.8%%

MY AE WA G WAV Ao R 30024 W) T HaeRel %ol @l

3] AAE = 28 eIskY. A7) Al ES Lol r)ve olA AR ALRGE A

% R S

28-20



<60>

<61>

<62>

<63>

<64>

2011-06-03
g 3(v)3 SEES] A7.628.70235) 0 F M%) oky) u)atel Al glo]Ale s

e AY 23 28654 el AR e, #2Eee w5k A 18
22.2%, WlElRWld Falel A 4 2004904 oo Aol ZdasE A& &
QA&

A7) 3 39 NI-IPLC Auly SE-NPLCe] Axfe} 21819 ck, F471 AgLe
41.9%9] E&Eo] AAERlo, e 18 3.7, AW 2% 34.9%, AF 3&
34.3%, AW 4= 30,3650 b Aledell Atghyl S| Avyl, 2ol L-olErd, mER

kﬂo] °“E}U|ﬁqf?91 Lﬂﬁ&f} H$*iﬂl{: ﬁfflfi ;l{?{? ﬁl?lﬁ}ﬂlu}. Eiﬁ]‘ - ﬁ?ﬂ]k]ﬂ%

MEL QG kel el AdlA] el gk 2 AAlEe) e Az k)

(S ]

B37} 714 welwhe o 4 gl

t')] 2R glo] A, @ 2<uvl . me) oo o] |~olity|vla) s wils o]Aro 7

-
0}] E.]- 'L:I );TI A= E’,] 1.‘r|_ é} -f’__- 1”- :/.] 1'-',‘]-(':.] o] 'ﬂ _[_;l Wi 5 _'Lli. _'f]. 1;)] 2. _il."l_. _gi]l-t_;al_ 17,']- cl-]. L, 3 5]. '(‘-;] 1!“ LE_] o

ol [-o)it Zl e}l ofehe) 4l & ol gl s vrelel &3 v) Q-8 WL ulk o] A

AF39

<AVAo] 2> W Q) Gaiol whst e g fole] gbaA] A

“»

e ohalska Qi dlenle] HA e gelets) 9,

oM QAR ool 120 o] Qebhiierd WAL wEled s Zzh 25 R 12.5 g



<65>

<66

<67>

6

2011-06-03
HM7Faar olERU AN E O] -7 50 mg/ml o] ¥ Wo] 2k} A9 13 2 14E A%

SERTl. R, Al FQl olep 41 ) S AzEkE Wl wik 10 aM

ARG g-9loll 100 mMe] Qelufriih, 1%e] e s Avkek gl Lol= WS

25 mM F7FslaL, ofefu A1) Myl 50 mg/mlo] HAiE A ZElo] UlRFoR A}

ARt Zh2) A zE S oF 1,0 wl f2ke] 423410 0.5 R ge

of "&ato], 40T, 25T %! 4Col mitaldu). 7z Az g9 Mo xS
% 40] vehugle.
[ 4]
B
e 13 Sl EFVIATE Gomge/ml, 914F90 Sl 10eM, NaCl 120mM, “HE] S 25mM (pll 6.3)
A 1 SlEFUIAN: Bopa/ml . QU Zhol Tomd, NaC1 120mM, vIE)S0d 12, 5m (pll
i)
oz ONEPIATE Bomg/ml, C144Q1 Sho0 25, NaCl 100nM, FAR9 2 1%, [~0F27)
C1o2omd (pH 6.3)

A7) AW 13,0 14 W ol AL 40TolA] 1 R 3% wHkEla, 25T R 4T
Al 4 8 8F Wkl §-0 Al AAlel 1olA)eR gho] SE-IPLC @ HI-HPLCR &% B4

A, A7) A AuE 35 9 gel 2b2) Yl Qe

SE-IPLC 8 et (%)
0 o ' B¢ ] 4c
07 1 T [ed T aF | e S Es 8F
A% 13 5.5 11.5 | 20.5 o 14.8 | 18.8 56 8.8 10.2
AY 14 | 5.5 2.5 | 2.0 | 5.5 "n'.,uJ 19.9 | 5.5 | 89 [ 10.5
AR 55 | 14 | w3 | 55 | 6.2 | %4 | 55 | 88 | 10.3

28-22



<H8>

<6Y>

<T0>

2011-06-03
[3E 6]

MAC & Sai (%)
10 C ' 25C 1T
07 17 e 07 L 87 07 47 8
A 13 10.0 15.4 21.6 10,0 15.3 18.5 10.0) 11.0 11.9
A 1 9.9 | 17.0 | 23 | 99 | 167 | 9.8 | 9.9 | 11.3 | 11.6
NESS 10.2 | 180 [ 255 | 102 [ 174 | 206 | 0.2 | 100 | 1.9
7] F 652k 69 Axlola]l @k 4 llie], WS AR EFS A

4 13 B 17f AFE eyt gl geu) i Al zek ulAEeRy 40T, 25T
14T NE W3 yloa] Ld=ilo) AlAo] 2o 718 slolglgiu), a2 o
WE QW 25 M-S gkol el 133 vl 9l 12,5 aNe- delal el 149 SE-HPLC

o} MI-IIPLC A& wvd | 407C 35 YW 257 8ol 4] o) &atne] oy MEe] B4

-

o A AN AT 31 VERske}, o]t 2 oubde) )

1

?

Blowl gt Algol lal Al 391 ol e Aguic) A7 Hoi o el E e

1

AL FA S v bRk AW ek el

Ao e ool okl ol gl o) ajalo] ol 4l

WAS WAHe] Ao AAe G 7 A0S wHlsgen, dE ool

— () r

NEPL AL J-Mol A hald i vhHet #3798 SlSarsle.

28-23

66



2011-06-03
(A4 1]

B, eholal, SRl oje] Al ool o e Au

¥z gl o]k b al e wgkals ol ehu A X (etanereept ) 2] M4 s} gl )
‘(I)(‘i].

[+ 2]

Aol QolAl, ebdaial 7k e o) g oo)o

AR IR IESERUREE

[37% 3]

Aol Qo1 vl ext Ut ol2] FRALAZE 0.1 ulA 250 mie] QFo.E A

- £
= 1

s A9 ek Alze] algel 4ol Ay

x]]]ay_!-n]] e;;icﬂ ;‘[_ 1"|""| f‘l \_5! "’lf-'l '{I-f' ""l”"” -;]. (.1 1” -,a_] 9250) ”]MQ_I <3_];'(,)”;.;£‘ % x]] '6‘}-

= LI IERE SR R PO R

28-24

&

?_



2011-06-03

(%74 5]
Aakol QolAl, 820180 W ol2] fAb7E 0.1 114 250 mie) o 4

st A e gEY ¢hgal 49 Ag.

[} 6]
Aol olA, ol A 1Al 100 mg/ml 2] ko s EASH= Q] J

EERCE TR

Aol RLolAl, A4k wak A WAl ook ojulu i pakEe) A4 ki

& 9 A RS vkl A9 elebu e rAls)l 49 Alg,

(374 8]

A1l AolA. AFEA. FekAd. 9 Be NEAE F7E Egsks

RG]

291 oleh el ehalat o A,

[ 9]

1

C

i)

Algatoll oAl A7l 0.1 A 100 mie] Foil EAldhs 2191 ollEky

N
-

28-25




2011-06-03

[

oX
-
J'-—l

- 10]

~

A8atoll ol A AFaksl Al 1 1A 1000 aMe] QFoi E2A = 2191 o gy

[+ 11]
Agekoll QolAl, b7l Alzufolr:, wAso]E, o], gEE o]
FapolB, FFaols, SHUNE, s, ofd ek, siyd U
EdA(Tris)® o]Fold “uifoitite] Neuiz 2190 oeiEe] k4 £

Ae.

AgGol AotA, SgaAzl dEEg, s, Bak BAES, Wy

OO

B, 2R, mRaa

'_"\“1_ . .‘r = I n” |5 ] ,\H . Bp l 5 :_ : |‘_|! e K]- 1[] . 0“ E] AN Lr_l = .

obelul®, AQelE, £in| 0 yugow ool S1oRRE My 2

ol o] 4 9) b st go) el

[3+% 13]

Aol oAl 1T A 100 mg/ml 2] el 0,1 ul®] 250 mMe) v ¥ <

28-26



70

2011-06-03
W, 001 WA 100 mie] Qlakel ghaol vl %) 1000 w2 $lEEEe weks)s

Q1 o Efu] A= o] ol sl Qo g6

[ 1]

Aol AelAl. 1 A 100 mg/ml el olebe A1t 0.1 ul#A] 250 aMe)
Zolal, 0.1 WA 100 mie] 14kl kol 1 1 %) 1000 mie) QerEFS w3
gl AQ A HES A e G A,

[35% 15]

Alrekell o1, 1 WA 100 mg/mle] olelu] = 0.1 WA 250 mie] 3] 2~E]

T, 0.1 UIA 100 wMe] Q1ARQY ghgon v 1 ulA] 1000 aMe] QlElv} S EgH

LR |2 RERL R P E R RE R B

28-27



[§19F4 ]

A e ollERu AN (Blanercept,  recombinant  p75

protein)e] ghadgh 4ol Aalol gl AoiA,
VB Ak @A (1aa7)7]0) kel gkel wiviend,

o8] AN ool 1 o] e

G Aol whah Zlolul. W ubulo] wpi gol Ael & <

i

—_
PN

1= o =)l A0 =Ll o '
‘I":\]_ =] A(IJ \"] S J’-]' —1 L2 oo

X {2! e ”“ 1_?] LR | ' {.‘]-t.‘_:] ;\]

o] olEfUAEe] okt F g W7 Q) e 4

Al A sl oFst Al o)

Ape] bAS shla G ga,

g2 o 2-f4H

(5] ‘;I" (})1‘ u-_ //\F II>I L:]

28-28

WUk A EEA

Folren], Ykl bl el gtk 4

at

B el Ale) ok sl @

2011-06-03

SINIFR:F'¢  Tusion

A Farol ot

Zlol4l, Bl AEw Bl

A sl 5LA] o) Bl A = ¢
EICIEE LR S )

USE R, FAdA T

t;}‘ r'}l _)\-] _?]

A%l A Yol



(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)
(19) World Intellectual Property z

w0 2012/165917 A1 | 1000 OO0 OO O

(43) International Publication Date

Organization
International Burcau

W

T 0 TR
{14) International Publication Number

WO 2012/165917 A1l

6 December 2012 (06.12.2012) WIROIPCT
(51) International Patent Classification: (81) Designated States (unless otherwise indicated, for every
AGIK 9/08 (2006.01) AGIR 3148172 (2006.01) Einel of national protection available): AE, AG, AL, AM,
ABIK 317195 (2006.01) AGIK 31/798 (2006.01) AOL AT, AU AZ, BA, BB, BG, BH, BR, BW, BY, BZ,
(21) International Application Number: . : IL),} |L(“]L|I[‘;,T\|t.[ :.‘;‘L(l;{[;?(ﬁ')‘&ff;,lziﬁ,]gﬁ.Iz];\;', :)ﬂ(\:
LECIERADL 1004567 HR, HU, 1D, IL. IN, 1S, JP, KE, KG, KM, KN, KP, KZ,
(22) International Filing Date: LA, LC, LK, LR, LS. LT, LU, LY, MA, MD, MIi, MG,
I June 2012 (01.06.2012) MK, MN, MW, MX, MY, MZ, NA, NG, NI, NO, NZ, OM,
. . PL. PG, PHL PL, PT, QA, RO, RS, RU, RW, S8C, SD, SE,
(25) Filing Language: Fnglish S(i, SK, SL. $M, ST, SV, SY, TII, TJ, TM, TN, TR, TT.,
(26) Publication Language: Fnglish TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN ZA, ZM, ZW.
(30) Priority Data: (84) Designated States (unfess otherwise indicated, for everv
10-2011-0053890 3 June 2017 (03.06.2011) KRR Kind of regional protection available): ARIPO (BW, GH,
GM, KE, LR, LS. MW, MZ, NA, RW, 8D, SL, SZ, TZ,
(7). Applicant (for all designated States except US): 1,G LIFE UG, ZM, ZW), Furasian (AM, AZ, BY, KG, KZ, RU, TJ,
SCIENCES LTD. [KR/KR], (Simmnno  2-ga) 58, ™M), Furopemm (AL, AT, BE, BG, CH, CY, CZ. DE, DK,
Saemunan-ro, Jongno-gu, Sconl 110-062 (KR). FELUS, FILFR, GB, GR, HR, HU, IE, IS, IT, LT, LU, LV,
(72) Inventors: and 'I\'IL'_ MK.} MT, _Nl 7 NE): I’E,._ [“'Ij, RE). RS.‘ S]".: SIL Sl‘\ SMf
(75) Inventors/Applicants (/o US onh: CHOL, Sulk Young [R). _“M [‘{!31'.\ H',I', LI,.' FU' My Gy O OO,
[KR/KRJ;  505-1005, Sindonga Pamillic, Gwanpy- ML, VS, NE, 5N, T, TO),
eong-dong, Yuscong-gu, Dacjecon 305-745 (K1) KO, Puablished:
Youn Kyung [KR/KRJ; 316-1005, Songpang Green Apt,, NI i 5 =
Songgang-dong. Yuscong-gu. Dacjcon 305-751 (KR), SO with international scarch repov (Art. 21(3))
Jin Eon [IKR/KR; 209-1901, Banseok Macal 2 Danji, li- - hofore the expiration of the time linmit for amending the
jok-dong, Yuscong-gu, Dagjeon 305-772 (KR), ciaims and 1o be republished in the event of receipt of
— " amendments (Rule 48.2th))
(74) Agent: SON, Min; Hanol Intellectual Property & Law, 61l

Floor, City Air Tower, 36, Tehern-ro 87 gl San-
sung-dong, Gangnam-gu, Scoul 135972 (KR),

(54) Title; STABLE LIQUID FORMULATION OF FTANFRCEPT

(57) Abstract: The present invention relates 1o astable liquid formulation ol etanereept (recombinant p75 sTNFR:Fe fusion protein),
and more particularly, o a liquid lormulation comprising one or more stabilizers selected from the group consisting of methionine,
lysine, histidine. and pharmaceutically acceptable salts thereol in an wnount sullicient to reduce by-product formation ol etanercept
during storage. The liquid formulation according to the present invention effeetively reduces production of etanercept by-products
and to stably maintain its pharmaceutical eflicacies for long-ternt storage. Therelore, the reconstitution procedure is not required bes
fore administration, and the sterile ormulation can be administered to patients 1o ensure patient salety, Thus, it can be applied to the
fields in need ol etanercept treatment.



[1]

[2]

[4]

WO 2012/165917 PCT/KR2012/004369

Description
Title of Invention: STABLE LIQUID FORMULATION OF
ETANERCEPT
Technical Field

The present invention relates to a liquid formulation of etanercept (recombinant p75
STNFR:Fc fusion protein), and more particularly, to a liquid formulation comprising
one or more stabilizers selected from the group consisting of methionine, lysine,
histidine, and pharmaceutically acceptable salts thereof in an amount sufficient to
reduce by-products of etunzreept during storage,

Background Art

Etanercept is a biological inflammation modulator that functions as a competitive
inhibitor of TNF-«, bindiug to cell surface TNF-« receptor, to inhibit TNF-c« mediated
immune responses. Etanercept is a macromolecule with a molecular weight of ap-
proximately 150 kDa, and is a homodimer of two Fe fusion proteins linked by a
disulfide bond, each Fc fusion protein consisting of a human soluble p75 TNF receptor
coupled to the Fe portion of human immunoglobulin G subclass | (Goldenberg,
Clinical Therapeutics. 21(1): 75-87. 1999: Moreland et al., Ann. Intern. Med., 130(6):
478-486, 1999).

This prototypic fusion protein was first synthesized in the early 1990s by Bruce A.
Beutler at the University of Texas Southwestern Medical Center, and marketed by
Amgen under the trade name of Enbrel in 2002, Etanercept is a TNF-« inhibitor used
to treat rheumatoid arthritis. psoriasis, and ankylosing spondylitis, and under clinical
trials for the treatment of vasculitis, Alzheimer's discase, and Crohn's disease.

Like protein drugs, antibody drugs have a very short half life, and chemical and
physical denaturation can be easily cansed by unfavorable temperature, shear stress,
vibration, freeze-thawing. UV exposure, excessive pH change, organic solvents, and
microbial contamination. Chemical denaturation includes dimer dissociation,
oxidation, deamidation. isomerization, and polymerization, which are influenced by
the amino acids constituting the antibody and conditions of the solvent containing the
antibody (salt, pH and temperature). Physical denaturation includes loss of tertiary
structure, covalent/non-covalent aggregation and adhesion of monomers, which are in-
fluenced by hydrophobic patches on the protein surface changed by antibody-
containing surrounding environments such as solvents, complex protein structures such
as charge distribution, and thermal stability. The physical or chemical denaturation of
an antibody causes loss ol its physiological activities. Since the denaturation is an irre-

versible process. antibodies, once denatured, may not recover their native properties to
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the initial state, leading to a reduction in their therapeutic efficacies. It has been also
suggested that aggregation of monomers causes immune responses. Therefore, many
studies have been conducted on antibody formulations containing a physiologically
effective amount without aggregates (Ishikawa et al., Biol. Pharm. Bull., 33(8):
1413-1417, 2010; Levin et al., The Development of Therapeutic Monoclonal Antibody
Products, editors. Boston (MA): BioProcess Technology Consultants, Inc, Chapter 9).

There are many methods available for preventing protein denaturation in liquid for-
mulations. In some protein drugs. the stability problems are addressed via
lyophilization. For instance, U.S. Patent No. 7,592,004 discloses a lyophilized for-
mulation of daclizumab that is stabilized using 5 to 25 mM of a histidine butfer
solution (pH 5.5 to 6.5), 0.005 to (.03% of a non-ionic surfactant, polysorbate and 100
to 300 mM of a non-reducing sugar, sucrose. U.S. Patent Publication No.
2010-0158925 discloses a lyophilized formulation of cetuximab that is stabilized using
a histidine buffer solution and lactobionic acid. However, the Iyophilization process
generates freezing and drying stiesses such as formation of ice crystals, pH change,
and high concentration of solute, and these stresses may cause antibody denaturation.
In addition, since u large-capacity Iyophilizer is needed for the lyophilization process
during the production, high production costs arise during a large scale of production.
Dissolving the lyophilized product it sterile aqueous media for reconstitution before
use also poses an inconvenience.

As an alternative to solve these limitations, a stabilizer is added in liquid for-
mulations for the improvement of antibody stability. Surfactants, serum albumins,
polysaccharides, amino acids, polvmers, salts or the like are known as stabilizers for
proteins including antibodies (Wang, Int. J. Pharm., 185: 129-188, 1999; Wang et al.,
J. Pharm. Sci., 96(1): 1-26. 2007).

US Patent Publication No. 201 1-0070231 discloses a stable liquid composition of
[2G antibody. in which the stable pharmaceutical liguid formulation includes 50 mg/
mL or more of daclizumab in 20 to 60 mM of a succinate buffer solution (pH 5.5 to
6.5), 0.02 10 0.04% of polysorbate, and 75 to 150 mM of sodium chloride.

US Patent Publication No. 201 1-0020328 discloses a therapeutically effective
amount of anti-C D20 antibody formulation. in which the pharmaceutically stable com-
position includes 10 to 100 mM of sodinm acetate, 25 to 100 mM of sodium chloride,
0.5 10 5% of arginine [ree base. 0.02 t0 0.2 mM of EDTA and 0.01 to 0.2% of
polysorbate 80, and its pH is 5.0 to 7.0.

US Patent No. 7.785.592 discloses a stable formulation, in which 75 mg/mL or more
of palivizumab is stabilized by using a histidine buffer solution and glycine without
ionic salts and a surfactant, and its stability is maintained at 2 to 8°C for at least 15

months.
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US Patent No. 6,991,790 discloses a stable aqueous pharmaceutical formulation,
including a therapeutically effective amount of an antibody, an acetate buffer solution
of approximately pH 4.8 to 5.5. a surfactant, and a polyol without an isotonic agent
such as sodium chloride.

US Patent No. 7,648,702 discloses a liquid formulation, in which a fusion protein of
the human p75 tumor necrosis lactor receptor linked to the Fe portion of the human
immunoglobulin G1 (1gG1) is stabilized by using approximately 10 to 200 mM of L-
arginine as an aggregation preventing agent. This patent is the only technique of using
etanercept as an active ingredient.

In order to prepare stable formulations, however, appropriate stabilizers should be
used considering the physicochemical properties of each active ingredient. When the
stabilizers are used in combination, competition therebetween and adverse effects may
lead to undesirable effects. In addition, the concentrations of antibodies should be
within the range suitable for the stabilization, and their concentrations are relatively
higher than those of protein drugs. Thus, much effort and caution are required to
stabilize antibodies in solutions (Shire et al., J. Pharm. Sci.. 93(6): 1390-1402, 2004).

There are few studies on the stable liquid formulations of etanercept, and the only
method for stabilizing etanercept that the inventors are aware of is to use L-arginine in
the liguid formulation. Therefore, there is an urgent need to develop a new liquid for-
mulation which is able 1o stably maintain the activity of etanercept for a long period
and which is more effective in etancercent stabilization than the known formulation

comprising L-arginine.

Disclosure of Invention
Technical Problem

The present inventors have made many efforts to develop a method for preparing a
liquid formulation capable of stably maintaining the activity of etanercept. As a result,
they found that one or more stabilizers selected from the group consisting of me-
thionine, lysine. and histidine show remarkable effects on the stabilization of
etanercept in a solution, thereby cornpleting the present invention.,
Solution to Problem

An object of the present invention is 1o provide an agueous formulation, comprising
stabilizers for reducing formation of etanercept by-products during storage in a
solution and maintaining its activity for a long period of time,
Advantageous Effects of Invention

The liquid formulation according o the present invention can effectively prevent

formation of etanercept by-products and stably maintain its pharmaceutical efficacies
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for long-term storage. Therefore. the reconstitution procedure is not required before
administration, and the sterile formulation can be administered to patients to ensure
patient safety. Thus, it is expected to be applied to the fields in need of etanercept
treatment,

Best Mode for Carrying out ihe Invention

Inone aspect to achieve the above object, the present invention provides a liquid for-
mulation, comprising one or more stabilizers selected from the group consisting of me-
thionine, lysine. histidine, and pharmaceutically acceptable salts thereof.

The formulation of the present invention may be a liguid formulation of etanercept
comprising, etanercept: and one or more stabilizers selected from the group consisting
of methionine, lysine. histidine. and pharmaceutically acceptable salts thereof.

The formulation shows increased storage stability by reducing etanercept by-products
that are produced due to denaturation during storage.

As a stabilizer, methionine, lysine. histidine. or pharmaceutically acceptable salts
thereof may be present in the formulation in an amount of 0.1 to 250 mM.

Etanercept in the formulation may be present in an amount of 1 to 100 mg/mL.

The formulation may further include one or more materials seleted from the group
consisting of a buffer, an isotonic agent. an excipient, and a preservative,

The buffer may be selected from the group consisting of citrate, phosphate, succinate,
tartrate, fumarate, gluconate. oxalate, lactate, acetate, histidine, and Tris, and may be
present in an amount of 0.1 to 100 mM.

The isotonic agent may be selected from the group consisting of sodium chloride,
potassium chloride. boric acid, sodium borate, mannitol, glycerin, propylene glycol,
polyethylene glycol. maltose, sucrose. erythritol, arabitol, xylitol, sorbitol, and glucose,
and may be present in an amount of | to 1000 mM,

The formulation ol etanercept according to the present invention may be a liquid for-
mulation, comprising | to 100 mg/mL of etanercept. 0.1 to 250 mM of methionine or
pharmaceutically acceptable salts thereof, 0.1 to 100 mM of phosphate buffer, and 1 to
[000 mM of sodium chloride,

The formulation of etanercept according to the present invention may be a liquid for-
mulation, comprising 1 10 100 mg/m!. of etanercept, 0.1 to 250 mM of lysine or phar-
maceutically acceptable salts thereof, (0.1 to 100 mM of phosphate buffer, and 1 to
1000 mM of sodium chloride.

The formulation of etanercept according to the present invention may be a liquid for-
mulation, comprising 1 to 100 mg/mL of etanercept. 0.1 to 250 mM of histidine or
pharmaceutically acceptable salts thercot, 0.1 to 100 mM of phosphate buffer, and 1 to

1000 mM of sodium chlonde,
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The formulation of etanercept according to the present invention may be a liquid for-
mulation, comprising 1 to 100 mg/mbL of etanercept. 0.1 to 250 mM of histidine or
pharmaceutically acceptable salts thereof, 0.1 to 250 mM of lysine or pharmaceutically
acceptable salts thereol, (0.1 to 100 1M of phosphate buffer, and 1 to 1000 mM of
sodium chloride.

The formulation of etanercept according to the present invention may be a liquid for-
mulation, comprising 1 to 100 mg/ml of etanercept, 0.1 to 250 mM of histidine or
pharmaceutically acceptable salts thercof, 0.1 to 250 mM of methionine or pharma-
ceutically acceptable salts thereof, 0.1 to 100 mM of phosphate buffer, and 1 to 1000
mM of sodium chloride,

The formulation of etanercept according to the present invention may be a liquid for-
mulation, comprising | o 100 mg/ml. of etanercept. 0.1 0 250 mM of methionine or
pharmaceutically acceptable salts thercof, 0.1 to 250 mM of lysine or pharmaceutically
acceptable salts thereof, 0.1 to 100 mM of phosphate buffer, and | to 1000 mM of

sodium chloride.

Hereinafter. the present invention will be described in detail.

The present invention has demonstrated for the first time that methionine, lysine,
histidine and pharmaceutically acceptabie salts thereof have the effects of reducing
formation of etanercept by-products in solution and stably maintaining its activity for
long-term storage. and thus suggests a novel use thereof as stabilizers of a pharma-
ceutically effective amount of etanercept.

In order to prepare stable formulations. appropriate stabilizers should be used con-
sidering the physicochemical properties of each active ingredient. According to the
difference in types, concentration, and combinations of materials included in a for-
mulation, competition between the materials in the formulation can lead to undesirable
effects. Thus, it is difficult to prepare a stable drug specific formulation.

In the light of the above background. the present inventors have found that the liquid
formulation comprising one or more stabilizers selected from the group consisting of
methionine, lysine. and histidine, and pharmaceutically acceptable salts thereof
increases storage stability of etanercept compared o the formulation having no sta-
bilizers, by reducing etanercept by-products during storage in a solution.

Specitically, in one embodiment ol the present invention, in order to investigate the
optimal stabilizer for the preparation of the stable liquid formulation of etanercept, a
variety of amino acids, surfactants, and polvimers are added to examine their stabi-
lization effects. As a result. lysine, histidine, methionine, or the combination thereof
was found to show remarkable elfects on stabilizing etanercept by preventing its de-

naturation during storage in a solution at high temperature.
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Further, the formulation according o the present invention was found to show
etanercept stabilizing effects which were equivalent to or higher than that of the for-
mulation comprising L-arginine which is the known stable formulation of etanercept
(US Patent No. 7,648.702). In particular, methionine was found to show the very
excellent effect of stabilizing etanercept better than L-arginine,

Specifically. etanercept by-products formed during storage were examined by Size
Exclusion-HPLC (SE-HPLC). As a result. compared to the total amount of impurities
of the etanercept formulation that was prepared by using L-arginine as the stabilizer in
US Patent No. 7,648,702, the formulation prepared using lysine as the stabilizer
showed a similar amount of impurities. and the formulation prepared using histidine or
methionine as the stabilizer showed a lower amount of impurities (see Table 2). Hy-
drophobic Interaction-HPLC (HI-HPLC) analysis also showed similar results. These
results indicate that histidine, lysine. and methionine prevent etanercept denaturation to
inhibit formation of by-products thereol (see Table 3).

Therefore, the liquid formulation according to the present invention can stably
maintain pharmaceutical efficacies of etanercept for a long period of time by ef-

fectively reducing formation of etanercept by-products.

As used herein, the term "etanercept frecombinant p75 s TNFR:Fe fusion protein)”
refers to a protein which is a homodimer form of two Fe fusion proteins linked by
disulfide bonds. each Fe fusion protein consisting of a human soluble 75 kilodalton
(p75) TNF(tumor necrosis factor) receptor coupled to the Fe portion of human IgG1,

Specifically. etanercept is a homodimer form of two Fe fusion proteins linked by 3
disulfide bonds. each Fe fusion protein consisting of the extracellular ligand-binding
portion of the human soluble p75 TNF receptor linked to the Fe portion of human
[eG 1. The Fe component of etanercept contains the CH2 domain, the CH3 domain and
hinge region. but not the CH 1 domam of 1gG 1. The etanercept may have a molecular
weight of approximately 150 kilodaltons(kDa). This etanercept may be currently sold
under the trade name ENBREL® (Amgen Inc.. 'Thousand OQaks. CA.). and have CAS
number 185243-69-().

Etanercept may be produced by recombinant DNA technology. but is not limited
thereto.

The etanercept of the present invention is a biological inflammation modulator that
functions as a competitive inhibitor of TNF-. binding to cell surface TNF-« receptor,
to inhibit TNF-« mediated immune responses. and is used to treat rheumatoid arthritis,
psoriasis, and ankvlosing spondvlitis. and is under clinical trials for the treatment of
vasculitis, Alzheimer's diseuase. and Crohn's disease.

In the liquid formulation according to the present invention, the etanercept is
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contained in a therapeutically effective amount. Preferably, etanercept is present in an
amount of 1 to 100 mg/ml.

As used herein. the term "stabilized Tiquid formulation” or "stable liquid formulation”
refers to a formulation that retains the physical and chemical identity and integrity of
the therapeutically active ingredient. ctanercept, during storage in a solution. An an-
alytical measurement of the etanercep stability may be performed by protein stability
assay widely known in the art. The stability may be measured at a predetermined tem-
perature for a predetermined time. For rapid assay. the formulation may be stored at a
higher or "elevated" temperature, for example, 40°C for 2 weeks to 1 month or longer,
and its time-dependent stability measuied at this time.

As used herein, the term "stabilizer” refers to a specific chemical that interacts with a
biological molecule and/or a general pnarmaceutical excipient in a formulation to
improve its stability, The stabilizer generally protects proteins from air/solution
interface-induced stress and solution/surface-induced suress which cause protein ag-
gregation. In the present invention, the stabilizer is a component that reduces formation
of etanercept by-products during storage in a solution to maintain its activity for a long
period of time, and is preferably one or more selected from the group consisting of me-
thionine, lysine, histidine and pharmaceutically acceptable salts thereof.

As for the amino acids. both L-forms and D-forms are included in the scope of the
present invention. Not only the amino acids themselves such as methionine, lysine, and
histidine, but also anlogues. solvates. hydrates and stereoisomers, and the pharma-
ceutically acceptable salts thereof are within the scope of the present invention as long
as they show substantially the same etfect.

As used herein, the term "pharmaceutically acceptable salts” refers to compounds
that are prepared in the form of salts of the amino acids, such as methionine, lysine,
and histidine, within the range retainine their functions as the stabilizers of the present
imvention. Specitically. it may form a salt by acid addition. and for example, it may
form a salt with an inorganic acid (e.o.. hydrochloric acid. hydrobromic acid,
phosphoric acid, nitric acid. sulfuric acid, ete.), organic carboxylic acid (e.g., acetic
acid, halo acetic acid such as tritluoroacetic acid, propionic acid, maleic acid, succinic
acid. malic acid, citric acid. tartaric acid. salievlic acid), sugar acid (glucuronic acid,
galacturonic acid. gluconic acid. ascorbic acid), acidic polysaccharide (e.g., hyaluronic
acid, chondroitin sulfate, arginine acidy. organic sulfonic acid including sulfonic acid
sugar ester such as chondroitin sulfirte {(¢.g., methane sulfonic acid, p-toluene sulfonic
acid).

As used herein, the term "analogues” refers to compounds that show the same
functions as the amino veids. such as methionine. lysine, and histidine, used as sta-

bilizers of the present invention. In the present invention, the amino acids such as me-
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thionine, lysine, and histidine include the analogues of thereof, In the present
invention, examples of the analogues may include methionine analogues, namely, se-
lenomethionine, hydroxy methyl butanoic acid, ethionine, and trifluoromethionine, but
are not limited thereto.

As used herein, the term "by-produicts” refers to the undesirable products that reduce
the ratio of the therapeutically active inoredient, etanercept, in the formulation. The
typical by-products include "low molecular weight products” resulting from etanercept
denaturation by deamination or hydrolysis, "high molecular weight products” such as
oligomers and aggregates. or mixtures thereof,

As used herein. the term "high molecular weight products” includes etanercept
fragments that are subscquently aggregated by denaturation (e.g.. produced by
polypeptide degradation due to deamination or hydrolysis) or mixtures thereof.
Typically, the high molecular weight products are complexes having higher molecular
weights than the therapeutic monomer ctanercept. and may have a molecular weight of
more than approximately 150 kDa.,

As used herein, the term "low molecular weight products” includes, for example,
therapeutic polypeptides produced by deamination or hydrolysis. namely, etanercept
fragments. Typically, the low molecular weight products are complexes having lower
molecular weights than the therapeutic monomer etanercept, and may have a molecular

weight of less than approximately 150 kDa.

The liquid formulation of the present invention includes one or more stabilizers
selected from the group consisting of methionine, lysine. histidine, and pharma-
ceutically acceptable salts theveol. Speciftically. the liguid formulation comprises me-
thionine, lysine. or histidine as a stabilizer, or two stabilizers such as methionine and
lysine, methionine and histidine, or lysine and histidine. or three stabilizers such as me-
thionine, Tysine, and histidine. In the above formulation comprising combinations of
the amino acids, the pharmaceutically acceptable salts of methionine, lysine, histidine
respectively may be added further, oi methionine, lysine, and histidine may be the
modified forms of the pharmaceuticaily acceptable salis respectively. The liquid for-
mulation comprises preferably methionine. lvsine, histidine, methionine and lysine,
methionine and histidine. or fvsine and histidine, and more preferably methionine as a
stabilizer,

Methionine is an essential amino acid. and has a chemical formula of CsH,,NO,S and
a molecular weight of 149.21. Methionine is a non-polar amino acid, and contains a
thioether group(-S-Ci.) in its side chain, 1Chas a pK; value of 2.28, pKs value of 9.21,
and isoelectronic point (P value of 5,74, Methionine prevents oxidation of antibodies

in liquid formulations 1o stabilize antibodies by competing with the methionine

@
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residues in antibodies for reaction with the free hydroxyl radicals (Lam et al., J. Pharm.
Sci., 86(11): 12501255, 1997; Wang. Int. I. Pharm.. 185: 129-188, 1999).

Lysine is an essential amino acid. and has a chemical formula of C,HuN>O, and a
molecular weight of 146.19. Lysine is a basic amino acid, and has a pK, value of 2.18,
pK, value of 8.95, pK.value of 10.53 and Pl value of 9.74.

Histidine is an essential amino acid with an imidazole functional group having
positive charge in its side chain, and has a chemical formula of CHoN:O,and a
molecular weight of 155.15. Histidine is a basic amino acid, and has a pK, value of
.82, pKo value of 9.17. pK, value of 6.0 and PI value of 7.59.

In contrast. L-arginine contained in the known commercially available formulation of
etanercept is an essential amino acid, and has a chemical formula of C,H,;N,O5 and a
molecular weight of 1742, Arginine is a basic amino acid, and has a pK, value of 2.17,
pKs value of 9.04. pKvalue of 12,48 and Pl value of 10.76. That is. methionine,
lysine, and histidine used as a stabilizer in the present invention are totally different
from arginine as a known stabilizer for etanercept in construct. chemical formula,
physicochemical properties, and ionization tendency. The present invention has
demonstrated for the first time that amino acids such methionine, lysine, and histidine
are the appropriate stabilizers for etanecepl.

The content of the stabilizer in the liquid formulation of the present invention is 0.1
to 250 mM, preferably 1 to 100 mM. and more preferably 5 to 50 mM.

The liquid formulation of the present invention may further include any material
which is generally contained in formutations of protein drugs or antibody drugs to
increase etanercept stability according to one or more stabilizers selected from the
group consisting of methionine. lysine. histidine, and pharmaceutically acceptable salts
thereof except for those detertorating the function of the present invention. For
example, L-arginine known as a stabilizer for etanercept may be added to the liquid
formulation of the present invention.

The liquid formulation according to the present invention may further include a
buffer in addition to the stabilizer. As used herein. the term "buffer" refers to the
component that improves icotonicity and chemical stability of the formulation, and
functions to maintain physiologically suitable pH. The buffer prevents a rapid pH
change of the liquid formulation to maintain pH of the solution for the stabilization of
etanercept. Preferred examples ol the butfer include citrate, phosphate, succinate,
tartrate, fumarate, gluconate, oxalate. Jactate, acetate, histidine, and Tris, but are not
limited thereto. [n the specific embodiment, the bufter is a phosphate buffer. The
buffer may be used either alone or in combinations of two or more thereof.

In the various embaodiments of the present invention, the formulation should have pH

ol approximately 5 to 7.5 or pH of approximately 5.8 to 6.8. In the specific em-
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bodiment, the formulation has pH ol approximately 6.0 to 6.6. The ranges from the in-
termediate 1o the above mentioned pHl levels, for example, approximately pH 5.2 to ap-
proximately pHt 6.4 (c.g.. pH 6.2) are also intended to be part of this invention. For
example, ranges of values using a combination of any of the above mentioned values

as upper and/or lower limits are intended to be included. 1f necessary. the pH may be
adjusted by technigues known in the art. For example, the pH may be adjusted to any
desirable range by addition of HCT o by addition of histidine. if necessary.

In another embodiment, the buffer is present at a concentration of 0.1 to 100 mM,
preferably I o 50 mM. and more preferably 5 to 25 mM. The ranges from the in-
termediate to the above mentioned concentrations are also intended to be part of this
invention. For example, ranges of concentrations using a combination of any of the
above mentioned concentrations as upper and/or lower limits are intended to be
included. In the specific embodiment. the buffer should be present in an amount
sufficient to maintain the physiologically sufticient pH.

The liquid formulation according to the present invention may further include an
isotonic agent in addivon to the stabilizer. As used herein, the term "isotonic agent”
refers to a component that functions to partially maintain isotonicity of the formulation
and the protein level, and partially maintain the level. ratio, or proportion of the thera-
peutically active polypeptide nresent i1 the formulation, The isotonic agent possesses
the same osmotic pressure as blood plisma. and so can be intravenously infused into a
subject without changing the osmotic pressure of the subject’s blood plasma. Indeed, in
one embodiment according to the present invention, isotonic agent is present in an
amount sufficient to render the formulation suitable for intravenous infusion. Often,
the isotonic agent serves as a bulking agent as well. As such, the isotonic agent may
allow the protein to overcome varions stresses such as freezing and shear.

The isotonic agent serves to maintain the proper osmotic pressure in the body, when
etanercept in the solution is administerad into the body. Examples of the isotonic agent
may include the commonly used souium chloride, potassium chloride, boric acid,
sodium borate, mannitoi. alveerin, propylene glveol, polyethylene glycol, maltose,
sucrose. erythritol, arabitol. xvlitor, sarhitol, and glucose, but is not limited thereto, In
the specific embodiment. the isotonic aeent is NaCl. These isotonic agents may be
used either alone or in combinations of two or more thereof.

[n still another embodiment. the isotonic agent (e.e., NaCl) is present at a con-
centration of 1 10 1000 mM. preferably 10 to 500 mM. and more preferably 50 to 250
mM. The ranges from the intermedinie o the above mentioned concentrations are also
intended to be part of this invention. For example. ranges of concentrations using a
combination of any of the above mentioned concentrations as upper and/or lower limits

are intended to be included. The isotonic agent should be present in an amount
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sufficient to maintain osmosis of the formulation.

The liquid formulation according to the present invention may further include a phar-
maceutically acceptable excipient. and examples of the excipient may include sugars
and polyols, surfactants. polymers or the like. Examples of the sugars and polyols may
include sucrose, tichalose. lactose. maliose. galuctose. mannitol, sorbitol, glycerol,
examples of the surfactants may include non-ionic surfactants such as polysorbate 20,
polysorbate 80, and poloxamer. and examples of the polymers may include dextran,
polyethylene glycol. carboxyl methyleellulose, hyaluronic acid, and cyclodextrin.

The liquid formulation according to the present invention may further include a
preservative. The preservative means o chemical that is added to pharmaceutical for-
mulations as an antimicrobial agent. Examples of the preservative may include ben-
zalkonium chloride. benzethonium, chiorhexidine, phenol, m-cresol, benzy! alcohol,
methylparaben, propylparaben. chlorobutanol, o-cresol, p-cresol, chloro-cresol,
phenylmercuric nitrate. thimerosal, and benzoic acid, but are not limited thereto. These
preservatives may be used either alone or in combinations of two or more thereof.

In the specific embodiment. the formulation of the present invention is a stable liquid
formulation comprising 1 to 100 mg/ml. of etanercept, 0.1 to 250 mM of methionine or
pharmaceutically acceptable salts thercof, 0.1 to 100 mM of phosphate buffer, and 1 to
1000 mM of sodium chloride. More specifically. the formulation of the present
invention is the stable liguid formulation comprising 1 to 100 mg/mL of etanercept, 0.1
to 100 mM of methionine or pharmeceutically acceptable salts thereof, 0.1 to 50 mM
of phosphate butfer, and 1 to 500 mM of sodium chloride. at pH 6.0 to 6.6.

In the specific embodiment. the formulation of the present invention is a stable liquid
formulation comprising 1 to 100 mg/mi. of etanercept, 0.1 to 250 mM of histidine or
pharmaceutically acceptable salts thereof. 0.1 1o 110 mM of phosphate buffer, and 1 to
1000 mM of sedium ciloride, More specitically. the formulation of the present
invention is the stable ligquid formulation comprising 1 to 100 mg/mL of etanercept, 0.1
to 100 mM of histidine or pharmaceutically acceptable salts thereof, 0.1 to 50 mM of
phosphate buffer, and I 10 500 mM of sodium chioride, at pH 6.0 to 6.6.

In the specitic embodiment. the formulation of the present invention is a stable liquid
formulation comprising 1 to 100 mg/mi of etanercept, 0.1 to 250 mM of lysine or
pharmaceutically acceptable salts thereol, 0.1 to 100 mM of phosphate buffer, and 1 to
1000 mM of sodiuvm chloride. More specifically, the formulation of the present
invention is the stable liguid formulaiion comprising | to 100 mg/ml. of etanercept, 0.1
to 100 mM of lysine or pharmaceutically aceeptable salts thereot, 0.1 to 50 mM of
phosphate buffer, and ! 1o 500 mM of sodium chloride, at pH 6.0 to 6.6.

[n the specitic embodiment, the formulation of the present invention is a stable liquid

formulation comprising | 16 100 mp/mt. of etanercept, (.1 to 250 mM of histidine or
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pharmaceutically acceptable salts thereof. 0.1 to 230 mM of lysine or pharmaceutically
acceptable salts thereof, 0.1 to 100 mM of phosphate buffer, and 1 to 1000 mM of
sodium chloride. More specifically. the formulation of the present invention is the
stable liquid formulation comprising 1 to 100 mg/ml. of etanercept, 1 to 50 mM of
histidine or pharmaceutically acceptable salts thereof. 1 1o 100 mM of lysine or phar-
maceutically acceptable salts thereof” 0.1 to 50 mM of phosphate buffer, and 1 to 500
mM of sodium chloride, at pH 6.0 o .06,

In the specific embodiment, the formulation of the present invention is a stable liquid
formulation comprising 1 to 100 mg/n- L. of etanercept, 0.1 to 250 mM of histidine or
pharmaceutically acceptable salts thereof. 0.1 to 250 mM of methionine or pharma-
ceutically acceptable salts thereof, 0.1 10 100 mM of phosphate buffer, and 1 to 1000
mM ol sodium chloride. More specifically. the tormulation of the present invention is
the stable Tiquid formulation comprising 1 to 100 mg/ml of etanercept, 1 to 50 mM of
histidine or pharmaceutically acceptable salts thercof, 1 to 100 mM of methionine or
pharmaceutically acceptable salts thereof, 0.1 to 50 mM of phosphate buffer, and 1 to
500 mM of sodium chloride, at pH 6.0 10 6.6.

In the specific embodiment, the forpalation of the present invention is a stable liquid
formulation comprising 1 to 100 mg/mi of etanercept, 0.1 to 250 mM of methionine or
pharmaceutically sceeptable salis theieot, (.1 to 250 mM of lysine or pharmaceutically
acceptable salts thereol, (.1 10 100 M of phosphate buffer, and 1 to 1000 mM of
sodium chloride. More specifically, the formulation of the present invention is the
stable liquid formulation comprising ! to 100 mg/mL of etanercept, 1 to 50 mM of me-
thionine or pharmaceutically acceptable salts thereof, 1 to 50 mM of lysinee or phar-
maceutically acceptable sults thereor, O | to S0 mM of phosphate buffer, and | to 500
mM of sodium chloride. at pH 6.0 10 6.6,

The formulation of the presentinvention can be used for treatment of a disease in
which etanercept is therapeutically offective. Ewnercept is a biological inflammation
modulator to mhibit' T NF-a mediated immune responses, and the formulation of the
present invention is used Lo treat theumatoid arthritis, psoriasis, ankylosing spondylitis,
vasculitis, Alzheimer's discase. or Crohn's disease. not limited thereto. The formulation
of the present invention may be adminisiered by oral or parenteral, i.e., subcutanelusly,
intramuscularly. ntraperttoneatl. intra-ahdomial. transdermal route, and/or intra-

venously, but is not limited thereto,

In another aspect. the present invention provides a method for incresing stability of
etanercept using a liquid formulation comprising one or more stabilizers selected from
the group consisting ol methionine, lysine, histidine and pharmaceutically acceptable

salts thereof.
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The liquid formulation can increase <torage stability of etanercept by reducing

etanercept by-products that are produced due to denaturation during storage.

Mode for the Invention
Hereinafter, the present invention will he described in more detail with reference to
Examples. However. these Examples we for illustiative purposes only, and the

invention is not intended to be limite.! by these Examples.

<Example 1> Stability test of etanercept aqueous formulation according to
addition of stabilizer

In order to investigate the optimal stubilizer for the preparation of the stable aqueous
formulation of etanercept. histidine is a stabilizer was added to a 5 mM phosphate
solution to which etanercept was added to a concentration of 50 mg/mL., and sodium
chloride was added thereto as an sotonic agentto prepare Formujation 1.

In addition, etanercept was added 10 a 10 mM phosphate solution to a concentration
of 50 mg/mL., and sodium chloride was added thereto as an isotonic agent. Then, each
of lysine, arginine. methionine, glycine, polysorbate 20, polysorbate 80, poloxamer
188, propylenc glycol. protamine sullate, sucrose. and guanidine HCI was added to
prepare Formulations 2 to |2,

Finally, sodium chloride as the isotonic agent was added to a 10 mM phosphate
solution to which etanercept was added 1o a concentration of 50 mg/mL to prepare a
stabilizer-free formulation. The stabi'izer compositions of the Formulations are shown
in the following Table 1. Fach 0.5 mL. of the prepared formulation was put in 1.0 mL
glass syringes, seale . and stored at 50,

Table |
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Formulation |

Formulation 2

Stabilizer composition

Histidine 10 mM

|Lysine 25 mM
|

"

Formulation .

Arginine 25 mM

.

Formulation - Methionine 25 mM

J:

Formulation | Glycine 19
|

Tween 200 0.1 %

Formulation 6

Tween 8O 0,146

Formu'ation 7

Formulation ¥ 6y O 1%

Formulation 9 Propyvlene elyeol 0.1%
13 &

Formulation 10) Protamine sulfate 0.03%

Formulation 11 [Sucrose 26

Formulation 12

(CGuanidine HC0.2%
| p—

stabilizer-free formulation L

(89]
[90] ALT days after storage at 50°C, Formulations 1 to 12 and the stabilizer-tree for-
mulation of Table I were unalyzed by SE-HPLC to examine the types of low
molecular weight products and high molecular werght products such as oligomers and
aggregades resulting from etanercept denaturation, and the total amount of these
products was represented as Total Impurity. I addition, stiuctural changes of
etanercept were examined by HI-HPLC, In HI-HPLC, etanercept-related substances
were separated into 4 peaks, including pre-Peak, Peak 1, Peak 2, and Peak 3. Pre-Peak
and Peak | represent low molecular weight products, Peak 2 represents etanercept, and
Peak 3 represcnts dimers with low aggregation or uctivity. Thus, the total amount of
pre-Peak. Peak |, and Peak 3 was represented as Total Impurity. The results are shown
in Tables 2 and 3, respectively.

Table 2

(91]
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[ Table 2]
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Total Impurity by SE-HPLC (%)
Day0 Day 7
Formulation | o 1 ’l - 22D
Formulation 2 4.7 - 24.8
Formulation 3 4.6 24.2
Formulation < _;(1 20.8
Formulation 5 ia.t.h 28.5
Formulation 6 '1? 204
Formu'ation 7 4.6 294
. Formulation & I'I'h 128.8
Formulation © ;.-.’.,'? |27?9
.
‘ Formulation 10 1.6 129.4
|
Formulation | | oy 28.4
Formulation 12 4.7 275
stabilizer-free formulation 4.7 130.2

[92] Table 3
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(93]
[94]

[95]

i0

[ Table 3|

'!\.\II:LI !mpl;il}-' by HI-HPLC (%)

_l_;l}f 0 Day 7
Formulation | |4.7 33.7
F-’mwmllulicm_'i N ! -'1“{;_““—- 349
Formulation 3 o &l—;gf_ 34.3
Formulation 4 5 E 30.3
Formulation 5 J'_lg 36.6
Formulation 6 [15.2 '135.5
Formulation 7 115.2 136.2
Formulation & 1154 }35.:‘
[Formulation 9 2 s
Formulation 10 | 15.0 i36.‘r)
Formulation 11 _‘") .I.KS.I
Formulation 12 _‘:"TH_- N 34.8
stabilizer-free formulation -!Tﬂ' 141.9

As shown in the SE-HPLC results of Table 2. when stored at 50°C for 7 days, For-
mulation I containing histidine as a stabilizer showed total impurity of 22.2%, For-
mulation 2 containing lysine as a stabilizer showed total impurity of 24.8% ., For-
mulation 3 containing arginine as a stabilizer showed total impuiity of 24.2%, For-
mulation 4 containing methionine as a stabilizer showed tote] impurity of 20.8%. All
of them showed remarkably low Total Impurity. compared to stabilizer-free for-
mulation showing Total Impurity of 30.2%. When these formulations were compared
to Formulation 3 using L-arginine as a stabilizer (US Patent No. 7.648,702), For-
mulation 2 containing lysine showed similar total impurity of 24.8%, and Formulation
I containing histidine and Formulation 4 containing methionine showed reduced Total
Impurity of 22.2% and 20.8%, respectively,

The HI-HPLC results of Table 3 are similar to the SE-HPLC results. The stabilizer-
free formulation showed Total Impurity of 41.9%. On the contrary, each of For-
mulations 1, 2, 3, and 4 showed Total Impurity of 33.7%, 34.9%, 34.3%, and 30.3%
respectively. indicating that histidine, lysine. L-arginine, and methionine added in each
formulation have the effects of preventing etanercept denaturation, In particular, For-

mulation 4 containing methionine showed the lowest Total Impurity, indicating that

i
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[96]

[97]
[98]

[99]

[100]

[101]

[102]

methionine is most effective in etanercept stabilization,

Consequently. the present invention demonstrated that lysine, histidine, and me-
thionine have effects of stabilizing etanercept by preventing its denaturation, which are
equivalent to or higher than that of L-arginine, and in particular, methionine is more

effective in etanercept stabilization than L-arginine.

<Example 2> Stability test of etanercept aqueous formulation according to me-
thionine concentration

In order to investigate the optimal concentration of methionine for the stabilization of
etanercept, 120 mM sodium chloride was added to 10 mM phosphate solutions, and
each of 25 mM and 12.5 mM methionine was added thereto. after which etanercept in
a concentration of 50 mg/ml. so was added as to prepare Formulations 13 and 14, re-
speetively. According to the preparation of a commercially available etanercept
aqueous formulation, 25 mM L-arginine was added to 100 mM sodium chloride and
1% sucrose in a 10 mM phosphate solution, and etanercept was added to a con-
centration of 50 mg/ml. o as 10 prepare a control., Each 0.5 ml. of the formulation was
put in 1.0 mL glass syringes. sealed, and stored at 40°C, 25°C and 4°C. The com-
positions of the prepared aqueous formulations are shown in the following Table 4.

Table 4
[Table 4|

Composition

Formulation 13 Etanercept 50 mig/mi., phosphate solution 10 mM, NaCl 120

mM. meth’on've 25 mM (pH 6.3)

Formulation 14 Eranercept SO imwml., phosphate solution 10 mM, NaCl 120

mM. methionine 12.5 mM (pH 6.3)

Control Etancreept SO me/ml.. phosphate solution 25 mM, NaCl 100

mM. sucrose (% L-arginine 25 mM (oH 6.3)

After Formulation 13, Formulation 14 and the control were stored at 40°C for | and
3 weeks, and at 25°C and 4°C for 4 and & weeks each, their Total Impurity was
measured by SE-HPLC and HI-FIP) €', as in Example 1. The results are shown in
Tables 5 and 6. respectivaly.

Table 5
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[Table 5]

Total Impurity bv SE-HPLC (%)
40°C i';afft“_ 4°C
() week |1 week |3 1) week |4 8 () 4 8
weeks ‘ weeks [weeks [week  [weeks [weeks
|
S
Formulatio |5.5 11.5 20.5 ) [d.8 18.8 59 8.8 10.2
nil3 |
Formulatio |5.5 12.5 220 |a5 16,0 [19.9 [5.5 |89 ]105
n l4 | - |
. Control (5.5  |13.4 1233 (55 162 1204 |55 (8.8 [103
| | . I 1 !

[103] Table 6
| Table 6]

Total Impurity by HI-HPLC (%)

40°C {25°C 4°C

0 I 3 {) 4 8 0 4 8

week [week  lweeks week  |weeks  |weeks |week |weeks |weeks

_J[

Formulatio | 10.0 15.9 21.6 [0.0

o 41
)

I8.5 10.0111.0 11.9

nil3

Formulatio 9.9 7.0 |23.3 99 16.7 9.8 9.9 1.3 11.6
n 4

Control  [102 1180 1255 102 174 206 1102 (100|119

[104]

[105] As shown in the results of Tables 5 and 6, Formulation 13 and Formulation 14
containing methionine as the stabilizer showed fow impurity production under all of
the storage conditions of 40°C, 25°C and 4°C, compared to the control group prepared
according to the preparation method ol a commercially available etanercept aqueous
formulation. Specifically. the SE-UHPLC and HI-HPLC results showed that For-
mulation 13 containin2 25 mhM methicnine and Formulation 14 containing 12.5 mM
methionine showed lower impurity production at 40°C and 3 weeks, and at 25°C and 8
weeks, and similar impurity productio 1 at 4°C and 8 weeks. compared to the control.
These results indicate that the methionine-containing formulation of the present

invention is a more stable formulation for maintaining the etanercept activity for a long
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[106]
[107]

[108]
[109]

[110]

[111]

[112]

[113]

[114]
[115]

[116]
[117]

[118]

I{t

period of time than the commercially available formulation.

In conclusion. the present invention <Jemonstrated that the etanercept aqueous for-
mulation containing methionine prevents denaturation of etanercept (o maintain its
activity for a long period of time. and methionine is very effective as a stabilizer in the

etanercept aqueous Formulation,

<Example 3> Stability test of etanercept aqueous formulation comprising
histidine and lysine, or histidine and methionine

Histidine SmM and lysine 25mM as « stabilizer were added to a 10 mM phosphate
solution to which etanercept was added to a concentration of 50 mg/mL, and sodium
chloride was added thereto as an isotonic agent to prepare Formulation 15,

In addition, Histidine 5mM and methionine 23mM as a stabilizer were added to a 10
mM phosphate solution to which etanercept was added to a concentration of 50 mg/
mL. and sodium chloride was added thereto as an isotonic agentto prepare Formulation
16.

Finally, sodium chloride as the isotonic agent was added to a 10 mM phosphate
solution and etanercepiwas added thercio to a concentration of 50 mg/ml. to prepare a
stabilizer-free formulation,

Each 0.5 mL of the prepared formulation was put in 1.0 mL glass syringes, sealed,
and stored at 50°C.

The stabilizer compositions of the formulations are shown in the following Table 7.

Table 7
[Table 7|

Stabilizer composition

Formulation 15 Histidine SmM + Lysine 25mM
Formulation 16 Histidine SmM + Methionine 25mM
stabilizer-free formuiation |=

At T days after storage at S0°C, Formulations 15, 16 and stabilizer-free formulation
of Table 7 were analyzed by SE-HPLC as exarmple | to measure their Total Impurity.
The results are shown in Tables &,

Table 8
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[121]

[122]

[123]

[124]
[125]

[126]

[127]
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[Table 8]

l‘) “HPLC Total Impurity (%)

I[} day a 7 days
Formulation 15 H? o 218
Formulation 16 I—]_ i 20.9
stabilizer-free formulation ;4.? 30.2

As shown in the SE-HPILC results of Table 8, when stored at 50°C for 7 days, For-
mulation 16 containing histidine as a stabilizer showed total impurity of 21.5%, and
showed remarkably low Total Impurity. compared to the stabilizer-free formulation
showing Total Impurity of 30.2%. And Formulation 16 showed remarkably low Total
Impurity. compared to Formulation | containing [0mM histidine showing Total
lmpurity of 22.2% . and Formulation 2 containing lysine 25mM showing Total
Impurity of 24.86.

Thatis, the present invention demonstrated that the formulation comprising histidine
and lysine has the remarkuably excellent effects of preventing etanercept denaturation
by reducing the amount of total impurity for storage. compared 1o the stabilizer-free
formulation and each formulation comprising histidine, lysine, and methionine re-
spectively.

In addition, as shown in the SE-HPLC results of Table 8, when stored at 50°C for 7
days, Formulation 16 containing histidine as a stabilizer showed Total Impurity of
20.9%. which is remarkably low, compared to the stabilizer-free formulation showing
Total Impurity of 30.2%. In particular. Formulation 16 showed low Total Impurity
compared to Formulation 15 containing histidine and lysine as a stabilizer,

That 1s, the present invention demonsirated that the formulation comprising histidine
and methionine has remarkably effects on the preventing of etanercept denaturation by
reducing the amount of Total Impurity for storage, compared to the stabilizer-free for-

mulation.

<Example 4> Stability test of etanercept agueous formulation comprising me-
thionine and lysine

Methionine 12.5mM and lysine 12.5mM as a stabilizer were added to a 10 mM
phosphate solution to which etancreent was 2dded to a concentration of 50 mg/mL, and
sodium chloride was added thereto as an isotonic agent to prepare Formulation 17.

In addition, sodium chloride as the isotonic agent was added to a 10 mM phosphate

solution and etanercept was added thereto (o a concentration of 50 mg/mL to prepare a
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! [128]

[129]

(130]
[131]

[132]

[133]
[134]

[135]

[136]
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stabilizer-free formulation.
Each 0.5 mL of the prepared formulation was putin 1.0 mL glass syringes, sealed,

and stored at 50°C. The stabilizer compositions of the formulations are shown in the
following Table 9.
Table 9

[Table 9]

Stabilizer composition

Formulation 17 Methionine 12.5mM +Lysine 12.5mM

stabilizer-free formulation .

AUT days after storage at 50°C. Formulations 17, and stabilizer-free formulation of
Table 9 were analyzed by SE-HPLC as example | to measure their Total Impurity. The
results are shown in Table 10,

Table 10
[Table 10]

SII il_'IJ(‘ Total il!li;tzil"i.i;! (%)

0day |7 dyas
Formulation 17 5.2 27.0
stabilizer-ree lhrnmI;_it_nT. - :’1..1 - 32.8

A shown in the SE-HPLC results of Table 10, when stored at 530°C for 7 days, For-
mulation 17 containing methionine and lvsine as a stabilizer showed Total Impurity of
27%, which is remarkably low. compuced to the stabilizer-free formulation showing
Total Tmpurity of 32.8%.

That is, the present invention demonstrated that the formulation comprising me-
thionine and lysine has remarkably effects on the stabilizing of etanercept by reducing

the amount of Total Impurity. compared to the stabilizer-free formulation.

J
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[Claim 1]

[Claim 2]

[Claim 3]

[Claim 4]

[Claim 5]

|Claim 6]

[Claim 7]

[Claim 8]

[Claim 9]

[Claim 10]

[Claim 11]

[Claim 12]
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Claims
A liquid formulation of etanercept. comprising etanercept: and one or
more stabilizers selected from the group consisting of methionine,
lysine. histidine. and pharmaceutically acceptable salts thereof.
The liquid formulation according to claim 1. wherein the stabilizer is
methionine and/or pharmaceutically acceptable salts thereof,
The liquid formulation according to claim 1. wherein the stabilizer is
present in an armnouni of 0.1 to 250 mM.
The Tiquid formulation according to claim 1. wherein the etanercept is
present in an amount of 1 to 100 mp/mlL.
The Tiquid formulation according to claim 1. which have increased
storage stability of etanercept compared 1o the formulation having no
stabilizers. by reducing etanercept by-products that are produced due to
denaturation during storage.
The liguid Tormulation according to claim 1. which further comprises
one or more materials sclected from the group consisting of a buffer, an
isotonic agent, an excipient, or a preservative.
The liquid formulation zecording to claim 6, wherein the buffer is
selected from the group consisting of citrate, phosphate, succinate,
lartrate. fumarate, gluconate, oxalate, lactate, acetate, histidine, and
Tris.
The Liquid farmmlation according to claim 6, wherein the buffer is
present in an amount of 0.1 to 100 mM.
The liguid Tormulation according to claim 6, wherein the isotonic agent
18 selected from the 2roup consisting ol sodium chloride, potassium
chloride. boric acid, sodium borate. mannitol. glycerin, propylene
glycol, polyethylene glveol, maltose, sucrose, erythritol, arabitol,
xylitol, sorbitol, and glucose.
The liquid formulation according to claim 6, wherein the isotonic agent
i5 present in an amount of 1 to 1000 mM.
The liquid formulation wecording to claim 1, comprising 1 to 100 mg/
ml. of etanercepi. 0.1 16 250 mM of methionine or pharmaceutically ac-
ceptable satts thereat U1 to 100 mM of phosphate buffer, and 1 to
1000 mM ot sodiwm chloride.
The Tiquid formulation sccording to claim 1. comprising | to 100 mg/
mlb of ctanercept, (.1 10 250 mM of lysine or pharmaceutically ac-

ceplable salts thereof, U.1 to 100 mM of phosphate buffer, and | to
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1000 mM ol sodium chloride.

[Claim 13| The liquid formulation according to claim 1, comprising 1 to 100 mg/
mL ol etanercept. .1 10 250 mM ot histidine or pharmaceutically ac-
ceptable salts thereol” (1,1 10 100 mM of phosphate buffer, and I to
1000 mM of sodium c¢hloride.

[Claim 14| The liquid tormulation secording to claim 1, comprising 1 to 100 mg/
mL of etancrcept. 0.1 15 250 mM of histidine or pharmaceutically ac-
ceptable salts thercoi. 0.1 to 250 mM of lysine or pharmaceutically ac-
ceptable salts thereot” 0.1 to 100 mM of phosphate buffer, and | to
1000 mM of sodium chloride,

[Claim 15] The Tliquid formulation according to claim 1, comprising | to 100 mg/
mL ol etancreept, 0.1 0 250 mM ol histidine or pharmaceutically ac-

. ceptable salts thereof. (0.1 to 250 mM of methionine or pharma-
ceutically acceptable salts thereof, 0.1 to 100 mM of phosphate buffer,
and T to 10400 mM ol sadium chioride.

[Claim 16] The Tiquid formulation according to claim I, comprising 1 to 100 mg/
mL of etanercept. 0.1 10 250 mM of methionine or pharmaceutically ac-
ceptable safts thereof. 0.1 to 250 mM of lysine or pharmaceutically ac-
ceptoble sa'ts thereo'. 0.1 to 100 mM of phosphate buffer, and | to

OO0 mM of sodiom ch'oride,
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applicable time limit under Rule 17.1(h-bis)). Fven theugh the prioviny document wiss not furished in compliance with Rale 17.1(a), (b)

or (b-bis), the International Burcau will nevertheless transmit o copy ol the doconent o the designated Ollices, for their consideration,
In case such a copy is not accepted by the designated Office oy the proority documoent, Ruole 17 1(c) provides that no designated Office
may disregard the priority cliim concerncd belore aiving the applicant an apportusity. upon ent=y into the national phase, to furnish the
priority document within a time Himic which is roasanable under the circamstances.

T T
The International Furcan of Wil |
34, chemin des Colombetes l
1211 Geneva 20, Switzerhd i

Sulhorezed ol

Philippe Bécamel
| eamail ntl PLEnwipo.inL

Facsimile No. +41 22 338 70 90 ’I ephore Moo 41 22 3030 74 01
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; Act. 411 PRESENTACION Follos: 101
Indicacion que se solicita una patente. o ' '

Datos de identificacién del scliciiante o de 2 persona que presenta la solicitud
Descripck;m de la invencidn

Dibujos d& ser estos pertinantes

NN

Comprebante de pago.de las tasas establecidas (
) i .
Completd ’ - } Incompleta D

Dg ser el caso formato de descuento)
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Fecha: 2013-12-02 15:16:57 Dep. 2020 DIR.NUEVASCREA(
: Tra. 11 PATENTEIYI| Eve: 378 FASENACIONAL|
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L0 -0
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|
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|
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el malerial que incorpora &) |

— |
disefio | ‘
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' l
. 1‘] Representacion grafica de un esquema de trazado _
| i | o |
! P Comprobante de page de las tasas esiablecidas :
:' : |
| | ' - Vs |
-' Complela D Incompleta ] !
!L [ N | = |
' PIOA-FO3 (20061 1-1)
L



