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DESCRIPCION
Formulaciones acuosas estables de adalimumab
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a composiciones farmacéuticas acuosas adecuadas para el almacenamiento a largo
plazo de adalimumab (que incluye proteinas de anticuerpos consideradas o dirigidas a variantes "biosimilares" o "bio-
mejores" de adalimumab disponible en el mercado), a métodos de fabricacion de las composiciones, métodos para su
administracion y kits que lo contienen.

Antecedentes de la invencién

El factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) es una citoquina de mamifero que se encuentra de forma natural, producida
por varios tipos de células, que incluyen monocitos y macréfagos en respuesta a endotoxina u otros estimulos. El
TNFa es un mediador importante de reacciones inflamatorias, inmunolégicas y fisiopatolégicas (Grell, M., et al. (1995)
Cell, 83: 793-802).

El TNFa soluble se forma por la escision de una proteina transmembrana precursora (Kriegler, et al. (1988) Cell 53:
45-53), y los polipéptidos secretados de 17 kDa se ensamblan en complejos homotrimeros solubles (Smith, et al.
(1987), J. Biol. Chem. 262: 6951-6954; para revisiones del TNF, véase Butler, et al. (1986), Nature 320: 584; Old
(1986), Science 230: 630). Estos complejos después se unen a los receptores que se encuentran en una variedad de
células. La unidon produce un conjunto de efectos proinflamatorios, que incluyen (i) liberacion de otras citoquinas
proinflamatorias como la interleuquina (IL)-6, IL-8 e IL-1, (ii) liberacién de metaloproteinasas de la matriz y (iii)
regulacion por aumento de la expresion de moléculas de adhesién endotelial, amplificando mas la cascada inflamatoria
e inmunitaria por la atraccién de leucocitos a los tejidos extravasculares.

Hay muchos trastornos asociados con niveles elevados de TNFa. Por ejemplo, se ha demostrado que el TNFa esta
regulado por aumento en una serie de enfermedades humanas, incluyendo enfermedades cronicas tales como la
artritis reumatoide (AR), trastornos inflamatorios del intestino, que incluyen la enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa,
septicemia, insuficiencia cardiaca congestiva, asma bronquial y esclerosis multiple. EIl TNFa también se menciona
como una citoquina proinflamatoria.

Fisiolégicamente, el TNFa también estd asociado con la proteccion contra infecciones particulares (Cerami et al.
(1988), Immunol. Today 9:28). El TNFa es liberado por macréfagos que han sido activados por lipopolisacaridos de
bacterias Gram negativas. Como tal, el TNFa parece que es un mediador enddgeno de importancia central implicado
en el desarrollo y la patogénesis del choque endotéxico asociado con la septicemia bacteriana.

Adalimumab (Humira®, AbbVie, Inc.) es un anticuerpo monoclonal IgG1 humano recombinante especifico para el TNF
humano. Este anticuerpo también se conoce como D2E7. Adalimumab consiste en 1330 aminoacidos y tiene un peso
molecular de aproximadamente 148 kilodaltons. Adalimumab ha sido descrito y reivindicado en la patente N°
6.090.382. El adalimumab normalmente se produce por tecnologia de ADN recombinante en un sistema de expresion
de células de mamifero, tal como, por ejemplo, células de ovario de hamster chino. El adalimumab se une
especificamente al TNFa y neutraliza la funcién biolégica del TNF al bloquear su interaccidon con los receptores de
TNF de la superficie celular p55 y p75.

Se conocen varias formulaciones de adalimumab en la técnica. Véase, por ejemplo, las patentes de EE.UU. 8.216.583
y 8.420.081. Todavia son necesarias formulaciones liquidas estables de adalimumab que permitan su almacenamiento
a largo plazo sin pérdida sustancial de eficacia.

La publicacién internacional WO 2012/065072 A2 y el documento US 2010/0278822 A2 describen formulaciones de
alta concentracion de proteinas de anticuerpos anti-TNFa.

Compendio de la invencion

La presente invencién se define por la reivindicacion independiente 1. La reivindicacion dependiente representa
realizaciones adicionales de la invencién.

La invencién proporciona formulaciones acuosas estables que comprenden adalimumab que permite su
almacenamiento a largo plazo.

En la realizacién (A), una composicion farmacéutica acuosa consiste en: (i) adalimumab 50 mg/ml, (ii) tampén de
histidina 10 mM, (iii) glicina 120 mM, (iv) arginina 120 mM, y (v) polisorbato 80 al 0,1% en peso.

En la realizaciéon (B), una composicion farmacéutica acuosa consiste en: (i) adalimumab 50 mg/ml, (ii) tampén de
histidina 10 mM, (iii) glicina 120 mM, (iv) arginina 120 mM, y (v) polisorbato 80 al 0,05% en peso.
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En la realizacion (C), una composicién farmacéutica acuosa consiste en: (i) adalimumab 50 mg/ml, (ii) tampén de
histidina 10 mM, (iii) glicina 120 mM, (iv) arginina 120 mM, y (v) polisorbato 80 al 0,01% en peso.

En la realizacién (D), una composicién farmacéutica acuosa consiste en: (i) adalimumab 50 mg/ml, (ii) tampén de
histidina 10 mM, (iii) glicina 120 mM, (iv) arginina 120 mM, y (v) polisorbato 20 al 0,05% en peso.

En la realizacién (E), una composicion farmacéutica acuosa consiste en: (i) adalimumab 50 mg/ml, (ii) tampén de
histidina 10 mM, (iii) glicina 120 mM, (iv) arginina 120 mM, y (v) pluronic F-68 al 0,1% en peso.

En la realizacion (F), una composicion farmacéutica acuosa consiste en: (i) adalimumab 50 mg/ml, (ii) tampén de
histidina 20 mM, (iii) glicina 150 mM, (iv) arginina 100 mM, y (v) polisorbato 80 al 0,01% en peso.

En la realizacién (G), una composicion farmacéutica acuosa consiste en: (i) adalimumab 50 mg/ml, (ii) tampén de
histidina 20 mM, (iii) glicina 120 mM, (iv) arginina 120 mM, y (v) polisorbato 20 al 0,01% en peso.

En cada una de las realizaciones (A)-(G), la composicién farmacéutica acuosa tiene un pH de 5,2.

En un aspecto adicional, la invencién se dirige a una composicion para usar en un método para tratar una afeccién
inflamatoria en un sujeto, que comprende administrar a dicho sujeto cualquiera de las realizaciones de formulaciones
de adalimumab (A)-(G) como se ha descrito antes.

Breve descripcion de los dibujos

La fig. 1 es una gréfica de barras de la estabilidad de diferentes formulaciones de adalimumab determinada por
cromatografia de exclusién por tamanos (SEC).

La fig. 2 es una gréfica de barras de la estabilidad de diferentes formulaciones de adalimumab determinada por
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) de fase inversa (RP).

La fig. 3 es una grafica de un modelo de minimos cuadrados parciales (PLS) 1 que demuestra el efecto de
citrato/fosfato en la estabilidad.

La fig. 4 es una grafica de un modelo de PLS 2 que demuestra el efecto de citrato/fosfato en la estabilidad.

La fig. 5 es una grafica de un modelo de PLS 1 que demuestra el efecto de histidina/glicina en la estabilidad.

La fig. 6 es una grafica de un modelo de PLS 1 que demuestra el efecto de arginina/sorbitol en la estabilidad.

La fig. 7 es una grafica de un modelo de PLS 1 que demuestra el efecto de pH/histidina en la estabilidad.

La fig. 8 es una grafica de un modelo de PLS 2 que demuestra el efecto de pH/histidina en la estabilidad.

La fig. 9 es una grafica de un modelo de PLS 2 que demuestra el efecto de trehalosa/PS80 en la estabilidad.

La fig. 10 es una gréfica de un modelo de PLS 2 que demuestra el efecto de manitol/PS80 en la estabilidad.

La fig. 11 es una gréafica de un modelo de PLS 1 que demuestra el efecto de manitol/NaCl en la estabilidad.

La fig. 12 es una gréfica de un modelo de PLS 1 que demuestra el efecto de EDTA/metionina en la estabilidad.
La fig. 13 es una gréfica de un modelo de PLS A que demuestra el efecto del citrato y fosfato en la estabilidad.

La fig. 14 es una grafica de un modelo de PLS A que demuestra el efecto del pH y tampén de histidina en la estabilidad.
La fig. 15 es una gréafica de un modelo de PLS A que demuestra el efecto de la glicina y arginina en la estabilidad.

La fig. 16 es una gréafica de un modelo de PLS A que demuestra el efecto del NaCl y polisorbato 80 (PS 80) en la
estabilidad.

La fig. 17 es una gréafica de un modelo de PLS B que demuestra el efecto del citrato y fosfato en la estabilidad.

La fig. 18 es una grafica de un modelo de PLS B que demuestra el efecto del pH y tampén de histidina en la estabilidad.
La fig. 19 es una grafica de un modelo de PLS B que demuestra el efecto de la arginina y glicina en la estabilidad.

La fig. 20 es una gréafica de un modelo de PLS B que demuestra el efecto del PS80 y manitol en la estabilidad.

La fig. 21 es una gréafica de un modelo de PLS B que demuestra el efecto del EDTA y NaCl en la estabilidad.
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La fig. 22 es una gréafica de un modelo de PLS B que demuestra el efecto del tampdn de succinato y tampén de
histidina en la estabilidad.

La fig. 23 es una gréafica de un modelo de PLS C que demuestra el efecto del citrato y fosfato en la estabilidad.

La fig. 24 es una grafica de un modelo de PLS C que demuestra el efecto del pH y tampén de histidina en la estabilidad.
La fig. 25 es una grafica de un modelo de PLS C que demuestra el efecto de la arginina y glicina en la estabilidad.

La fig. 26 es una gréafica de un modelo de PLS C que demuestra el efecto del manitol y PS 80 en la estabilidad.

La fig. 27 es una gréafica de un modelo de PLS C que demuestra el efecto del PS 80 y NaCl en la estabilidad.

La fig. 28 es una grafica de un modelo de PLS C que demuestra el efecto del pH y la concentracion de proteinas en
la estabilidad.

Descripcion detallada de la invencion

Se describen ahora en detalle diversas realizaciones de la invencion. Como se usa en la descripcion y a lo largo de
las reivindicaciones, el significado de "un", "una" y "el", "la" incluye la referencia plural a menos que el contexto indique
claramente lo contrario. Ademas, como se usa en la descripcion y a lo largo de las reivindicaciones, el significado de
"en" incluye "en"y "sobre" a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Adicionalmente, algunos términos

usados en esta memoria descriptiva se definen mas especificamente a continuacion.
Definiciones

Los términos usados en esta memoria descriptiva generalmente tienen sus significados ordinarios en la técnica, dentro
del contexto de la invencion y en el contexto especifico donde se usa cada término. Ciertos términos que se usan para
describir la invencion se discuten a continuacion, o en otra parte de la memoria descriptiva, para proporcionar
orientacion adicional al profesional con respecto a la descripcién de la invencién. Se proporcionan sinénimos para
ciertos términos. Una mencién de uno o mas sindnimos no excluye el uso de otros sinénimos. El uso de ejemplos en
cualquier parte de esta memoria descriptiva, incluyendo ejemplos de cualquiera de los términos descritos en la
presente memoria es solo ilustrativo, y de ninguna manera limita el alcance y el significado de la invencion o de
cualquier término ilustrado. A menos que se defina de otra forma, todos los términos técnicos y cientificos usados en
la presente memoria tienen el mismo significado que entiende normalmente un experto en la materia a la que pertenece
esta invencion. En caso de conflicto, prevalecera la presente memoria, incluidas las definiciones.

"Alrededor", "aproximadamente" o "de forma aproximada" en general significarda dentro del 20 por ciento, dentro del
10 por ciento, dentro del 5, 4, 3, 2 o0 1 por ciento de un valor o intervalo dado. Las cantidades numéricas dadas son

aproximadas, lo que significa que el término "alrededor", "aproximadamente" o "de forma aproximada" se pueden
inferir si no se indica expresamente.

El término "adalimumab" es sin6nimo del principio farmacéutico activo en Humira®, asi como de proteinas
consideradas o previstas como variantes del mismo biosimilares o biomejores. Adalimumab es un anticuerpo
monoclonal IgG1 humano recombinante especifico para TNF humano. Adalimumab también se conoce como D2E7.
Adalimumab tiene dos cadenas ligeras, cada una con un peso molecular de aproximadamente 24 kilodaltons (kDa) y
dos cadenas pesadas de IgG1, cada una con un peso molecular de aproximadamente 49 kDa. Cada cadena ligera
consta de 214 restos de aminoacidos y cada cadena pesada consta de 451 restos de aminoacidos. Por lo tanto,
adalimumab consta de 1330 aminoacidos y tiene un peso molecular total de aproximadamente 148 kDa. El término
adalimumab también pretende abarcar las denominadas variantes biosimilares o biomejores de la proteina
adalimumab usadas en Humira® disponible en el mercado. Por ejemplo, una variante de Humira® comercial puede
ser aceptable por la FDA cuando tiene esencialmente los mismos efectos farmacoldgicos que el Humira® disponible
en el mercado, incluso aunque pueda presentar ciertas propiedades fisicas, tales como perfil de glicosilacion, que
pueden ser similares, sino idénticos a Humira®.

Para los fines de la presente solicitud, el término "adalimumab" también abarca adalimumab con modificaciones
menores en la estructura de aminoacidos (que incluyen eliminaciones, adiciones y/o sustituciones de aminoacidos) o
en las propiedades de glicosilacion, que no afectan significativamente a la funciéon del polipéptido. El término
"adalimumab" abarca todas las formas y formulaciones de Humira®, que incluyen, pero no se limitan a formulaciones
concentradas, formulaciones inyectables listas para usar; formulaciones reconstituidas con agua, alcohol y/u otros
ingredientes, y otros.

La expresiéon "TNFa humano” (que se puede abreviar como hTNFa, o simplemente hTNF), como se usa en la presente
memoria, pretende referirse a una citoquina humana que existe como una forma secretada de 17 kD y una forma
asociada a la membrana de 26 kD, cuya forma bioldgicamente activa estd compuesta de un trimero de moléculas de
17 kD unidas de forma no covalente. La estructura del hTNFa se describe ademas, por ejemplo, en Pennica, D., et al.
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(1984) Nature 312:724-729; Davis, J.M.et al. (1987) Biochemistry 26:1322-1326; y Jones, E.Y., et al. (1989) Nature
338:225-228. La expresion TNFa humano pretende incluir TNFa humano recombinante (rhTNFa), que se puede
preparar por métodos de expresion recombinante estandar o adquirir en el mercado (R & D Systems, n® de catalogo
210-TA, Minneapolis, Minn.).

El término "anticuerpo”, como se usa en la presente memoria, se refiere a moléculas de inmunoglobulina que
comprenden cuatro cadenas de polipéptidos, dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) interconectadas por
enlaces disulfuro. Cada cadena pesada esta compuesta por una region variable de la cadena pesada (abreviada en
la presente memoria como HCVR o VH) y una regién constante de la cadena pesada. La region constante de la cadena
pesada estd compuesta por tres dominios, CH1, CH2 y CH3. Cada cadena ligera estd compuesta por una region
variable de la cadena ligera (abreviada en la presente memoria como LCVR o VL) y una regién constante de la cadena
ligera. La region constante de la cadena ligera esta compuesta por un dominio, CL. Las regiones VH y VL se pueden
subdividir en regiones de hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de complementariedad (CDR),
intercaladas con regiones que estan mas conservadas, denominadas regiones armazén (FR). Cada VH y VL esta
compuesta por tres CDR y cuatro FR, dispuestas desde el extremo amino al extremo carboxi en el siguiente orden:
FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDRS3, FR4. En una realizacion de la invencion, la formulacién contiene un anticuerpo
con secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 como las descritas en las Pat. N® 6.090.382; 6.258.562 y 8.216.583.

Un anticuerpo o parte de unién al antigeno del mismo puede ser parte de una molécula de inmunoadhesién mas
grande, formada por asociacion covalente o no covalente del anticuerpo o parte del anticuerpo con una o mas proteinas
o péptidos diferentes. Los ejemplos de dichas moléculas de inmunoadhesion incluyen el uso de la regién central de
estreptavidina para hacer una molécula scFv tetramera (Kipriyanov, S.M., et al. (1995) Human Antibodies and
Hybridomas 6:93-101) y el uso de un resto de cisteina, un péptido marcador y un marcador de polihistidina C-terminal
para hacer moléculas scFv bivalentes y biotiniladas (Kipriyanov, S.M., et al. (1994) Mol. Immunol. 31:1047-1058). Las
partes de anticuerpos, tales como los fragmentos Fab y F (ab')2, se pueden preparar a partir de anticuerpos completos
usando técnicas convencionales, tales como digestion con papaina o pepsina, respectivamente, de anticuerpos
completos. Ademas, los anticuerpos, las partes de anticuerpos y las moléculas de inmunoadhesién se pueden obtener
usando técnicas estandar de ADN recombinante, como se describe en la presente memoria.

La expresién "anticuerpo aislado", como se usa en la presente memoria, se refiere a un anticuerpo que esta
sustancialmente exento de otros anticuerpos que tienen especificidades antigénicas diferentes (p. €j., un anticuerpo
aislado que se une especificamente a hTNFa estd sustancialmente exento de anticuerpos que se unen
especificamente a antigenos distintos del hTNFa). Sin embargo, un anticuerpo aislado que se une especificamente a
hTNFa puede tener reactividad cruzada con otros antigenos, tales como moléculas de TNFa de otras especies.
Ademas, un anticuerpo aislado puede estar sustancialmente exento de otro material celular y/o productos quimicos.

El término "glicina" se refiere a un amino&cido cuyos codones son GGT, GGC, GGA y GGG.

El término "arginina" se refiere a un a-aminoacido cuyos codones son CCU, CCC, CCA y CCG.
El término "alanina” se refiere a un aminoé&cido cuyos codones son GCT, GCC, GCA y GCG.

El término "metionina" se refiere a un aminoacido cuyo codén es ATG.

El término "glutamato" se refiere a un aminoacido cuyos codones son GAA y GAG.

El término "azlcar" se refiere a monosacaridos, disacaridos y polisacaridos. Los ejemplos de azlcares incluyen, pero
no se limitan a sacarosa, glucosa, dextrosa y otros.

El término "poliol" se refiere a un alcohol que contiene multiples grupos hidroxilo. Los ejemplos de polioles incluyen,
pero no se limitan a manitol, sorbitol y otros.

La expresion "ion metélico" se refiere a un atomo de metal con una carga eléctrica neta positiva o negativa. Para los
fines de la presente solicitud, la expresién "ion metalico” también incluye fuentes de iones metalicos, que incluyen pero
no se limitan a sales metalicas.

La expresién "almacenamiento a largo plazo" o "estabilidad a largo plazo" se entiende que significa que la composicion
farmacéutica se puede almacenar durante tres meses 0 mas, durante seis meses o mas, y preferiblemente durante
un afno o mas, lo mas preferiblemente una vida en anaquel estable minima de al menos dos afios. En términos
generales, las expresiones "almacenamiento a largo plazo" y "estabilidad a largo plazo" incluyen ademas duraciones
de almacenamiento estable que son al menos comparables o mejores que la vida en anaquel estable tipicamente
requerida para las formulaciones comerciales actualmente disponibles de adalimumab, sin pérdidas en la estabilidad
que podrian hacer que la formulacién no fuera adecuada para su aplicacion farmacéutica prevista. También se
entiende que almacenamiento a largo plazo significa que la composicion farmacéutica se almacena como un liquido a
2-8°C, o se congela, p. €j., a -20°C, o mas frio. También esta contemplado que la composicion se pueda congelar y
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descongelar més de una vez.

Se entiende que el término "estable" con respecto al almacenamiento a largo plazo significa que el adalimumab
contenido en las composiciones farmacéuticas no pierde mas de 20%, o mas preferiblemente 15%, o incluso mas
preferiblemente 10%, y lo mas preferiblemente 5% de su actividad con respecto a la actividad de la composicion al
comienzo del almacenamiento.

La expresion "sustancialmente exento" significa que, o bien no hay ninguna sustancia presente o estan presentes
cantidades en trazas minimas de la sustancia que no tienen ningun impacto sustancial en las propiedades de la
composicion. Si no se hace referencia a ninguna cantidad de una sustancia, debe entenderse como "cantidad no
detectable”.

El término "mamifero” incluye, pero no se limita a, un ser humano.

La expresion "vehiculo farmacéuticamente aceptable" se refiere a una carga, diluyente, material de encapsulacion,
formulacion auxiliar o excipiente sélido, semisélido o liquido no téxico de cualquier tipo convencional. Un vehiculo
farmacéuticamente aceptable no es toxico para los receptores en las dosis y concentraciones empleadas y es
compatible con otros ingredientes de la formulacién.

El término "composicion" se refiere a una mezcla que normalmente contiene un vehiculo, tal como un vehiculo o
excipiente farmacéuticamente aceptable que es convencional en la técnica y que es adecuado para la administracion
a un sujeto para fines terapéuticos, de diagndstico o profilacticos. Puede incluir un cultivo celular en el que el
polipéptido o polinucledtido esta presente en las células o en el medio de cultivo. Por ejemplo, las composiciones para
administracion oral pueden formar soluciones, suspensiones, comprimidos, pildoras, cdpsulas, formulaciones de
liberacion sostenida, enjuagues orales o polvos.

Las expresiones "composicion farmacéutica" y "formulacién" se usan indistintamente.

El término "tratamiento" se refiere a cualquier administracion o aplicacién de remedios para la enfermedad en un
mamifero e incluye inhibir la enfermedad, detener su desarrollo, aliviar la enfermedad, por ejemplo, produciendo el
retroceso, o restableciendo o reparando una funcion perdida, ausente o defectuosa; o estimular un proceso ineficiente.
El término incluye la obtencion de un efecto farmacoldgico y/o fisioldgico deseado, que cubre cualquier tratamiento de
una afeccion o trastorno patolégico en un mamifero. El efecto puede ser profilactico en términos de prevenir total o
parcialmente un trastorno o sintoma del mismo y/o puede ser terapéutico en términos de una cura parcial o completa
para un trastorno y/o efecto adverso atribuible al trastorno. Incluye, (1) prevenir la aparicién o recurrencia del trastorno
en un sujeto que puede estar predispuesto al trastorno, pero todavia no es sintomatico, (2) inhibir el trastorno, tal como
deteniendo su desarrollo, (3) detener o terminar el trastorno o al menos sus sintomas asociados, de modo que el
hospedante ya no padezca el trastorno o sus sintomas, tal como produciendo el retroceso del trastorno o sus sintomas,
por ejemplo, restableciendo o reparando una funcioén perdida, ausente o defectuosa, o estimulando un proceso
ineficiente, o (4) mitigar, aliviar o mejorar el trastorno, o los sintomas asociados con el mismo, donde mejorar se usa
en un sentido amplio para referirse a al menos una reduccion en la magnitud de un parametro, tal como inflamacién,
dolor y/o tamafo tumoral.

El término "enfermedad" se refiere a cualquier afeccion, infeccion, trastorno o sindrome que requiere intervencion
médica o para la cual es deseable la intervencién médica. Dicha intervencion médica puede incluir tratamiento,
diagnéstico y/o prevencion.

La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad que, cuando se administra a un sujeto vivo,
logra un efecto deseado en el sujeto vivo. Por ejemplo, una cantidad eficaz del polipéptido de la invencion para la
administracion al sujeto vivo es una cantidad que previene y/o trata una enfermedad mediada por integrina avf3. La
cantidad exacta dependera del propoésito del tratamiento, y podra ser determinada por un experto en la técnica usando
técnicas conocidas. Como se sabe en la técnica, pueden ser necesarios ajustes para el suministro sistémico frente al
localizado, la edad, peso corporal, salud general, sexo, dieta, tiempo de administracién, interaccién farmacolégica y la
gravedad de la afeccién, y los expertos en la técnica los podran determinar con experimentacion rutinaria.

Realizaciones de la invencion

Cuando las composiciones farmacéuticas que contienen adalimumab (Humira®), incluyendo formulaciones acuosas
y liofilizadas de adalimumab se almacenan a largo plazo, la actividad de adalimumab se puede perder o disminuir
debido a la agregacion y/o degradacion. Por lo tanto, la presente invencién proporciona formulaciones acuosas de
adalimumab que permiten el almacenamiento estable a largo plazo de adalimumab, de modo que adalimumab es
estable durante el transcurso del almacenamiento, ya sea en estado liquido o congelado. Las formulaciones
proporcionadas no requieren ninguna etapa adicional tal como rehidratacion.

Numerosas realizaciones y ejemplos de la presente descripcion se explican con mayor detalle a continuacion.
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Adalimumab

Todas las composiciones de la presente invencion comprenden adalimumab. Como se explica en la seccioén de
antecedentes de esta solicitud, adalimumab es un anticuerpo monoclonal IgG1 humano recombinante especifico para
el factor de necrosis tumoral humano (TNF). Este anticuerpo también se conoce como D2E7. Adalimumab consiste
en 1330 aminoacidos y tiene un peso molecular de aproximadamente 148 kilodaltons. Adalimumab se ha descrito y
reivindicado en la patente de EE.UU. n? 6.090.382. El término "adalimumab" también pretende significar las versiones
denominadas "biosimilares" y "biomejores” de la proteina adalimumab activa presente en Humira® disponible en el
mercado.

El adalimumab adecuado para el almacenamiento en la presente composicién farmacéutica se puede producir por
métodos estandar conocidos en la técnica. Por ejemplo, las patentes de EE.UU. 6.090.382 y 8.216.583 describen
varios métodos que podria usar un experto en la técnica para preparar la proteina adalimumab para usar en las
formulaciones de la presente invencion. Por ejemplo, adalimumab se puede preparar por expresion recombinante de
genes de la cadena ligera y pesada de inmunoglobulina en una célula hospedante.

La purificacion de adalimumab expresado se puede llevar a cabo por cualquier método convencional. Cuando
adalimumab se produce por via intracelular, el residuo en particulas se elimina, por ejemplo, por centrifugacion o
ultrafiltracién. Cuando adalimumab es secretado en el medio, los liquidos sobrenadantes de dichos sistemas de
expresion primero se pueden concentrar usando filtros de concentracién de polipéptidos convencionales. También se
pueden afadir inhibidores de proteasa para inhibir la protedlisis y se pueden incluir antibiéticos para prevenir el
crecimiento de microorganismos.

El adalimumab se puede purificar usando, por ejemplo, cromatografia de hidroxiapatita, electroforesis en gel, didlisis
y cromatografia de afinidad, y cualquier combinacién de técnicas de purificacién conocidas o ain por descubrir, que
incluyen, pero no se limitan a cromatografia de proteina A, fraccionamiento en una columna de intercambio ionico,
precipitacion en etanol, HPLC de fase inversa, cromatografia en silice, cromatografia en heparina SEPHAROSET®,
una cromatografia de resina de intercambio anidnico o catiénico (tal como una columna de poli(acido aspartico)),
cromato enfoque, SDS-PAGE vy precipitacion con sulfato amoénico.

| Formulaciones de adalimumab con un poliol y/o tensioactivo, pero sin un tampén de citrato/fosfato

En un primer ejemplo, la descripcién proporciona una composicion farmacéutica acuosa estable que comprende
adalimumab; un estabilizante que comprende al menos un miembro seleccionado del grupo que consiste en un poliol
y un tensioactivo; y un tampdn seleccionado del grupo que consiste en citrato, fosfato, succinato, histidina, tartrato y
maleato, en donde dicha composicién tiene un pH de aproximadamente 4 a aproximadamente 8, y preferiblemente de
aproximadamente 5 a aproximadamente 6, y en donde dicho tampdn no comprende un combinacién de citrato y
fosfato. En este ejemplo, el estabilizante comprende preferiblemente tanto poliol como tensioactivo. La composicién
farmacéutica puede comprender uno, o cualquier combinacién de dos 0 mas tampones, siempre que no comprenda
citrato y fosfato. El tensioactivo puede ser cualquier tensioactivo farmacéuticamente aceptable, preferiblemente
polisorbatos (p. €., polisorbato 80) o poloxameros (p. €j., Pluronic F-68).

Il Formulaciones de adalimumab que usan un sistema de tampdn Unico

En un segundo ejemplo, que usa un sistema de tampon Unico, la descripcion proporciona una composicién
farmacéutica acuosa estable que comprende adalimumab, un poliol, un tensioactivo y un sistema de tampén que
comprende un agente de tamponamiento Unico, seleccionandose dicho agente de tamponamiento Unico de citrato,
fosfato, succinato, histidina, tartrato o maleato, pero sin incluir combinaciones de los anteriores; en donde la
formulacion tiene un pH de aproximadamente 4 a 8, y preferiblemente de aproximadamente 5 a aproximadamente 6.
La histidina y el succinato son particularmente preferidos para usar como agentes de tamponamiento Unicos.
Sorprendentemente se descubrié que las composiciones de adalimumab que comprenden solo un tampén (en
oposicion a dos 0 mas tampones) son mas estables que las composiciones de adalimumab que comprenden tanto un
tampon de citrato como un tampdn de fosfato. En el ejemplo de tampon Unico, el adalimumab puede estar presente
en una concentracion de aproximadamente 20 a aproximadamente 150 mg/ml, mas preferiblemente de
aproximadamente 20 a aproximadamente 100 mg/ml, e incluso mas preferiblemente de aproximadamente 30 a
aproximadamente 50 mg/ml. El tampén esta presente en una concentracion de aproximadamente 5 mM a
aproximadamente 50 mM. El pH de las composiciones esta entre aproximadamente 5 y aproximadamente 6. Las
composiciones de tampdn Unico de la descripcion pueden comprender ademas un estabilizante seleccionado del grupo
que consiste en un aminodacido, una sal, acido etilendiaminotetraacético (EDTA) y un ion metdlico. El aminoacido se
selecciona del grupo que consiste en glicina, alanina, glutamato, arginina y metionina, lo mas preferiblemente glicina,
arginina y metionina. La sal se selecciona del grupo que consiste en cloruro de sodio y sulfato de sodio. El ion metalico
se selecciona del grupo que consiste en cinc, magnesio y calcio. Las composiciones de la descripcién pueden
comprender ademas un tensioactivo. El tensioactivo es un tensioactivo de polisorbato o un tensioactivo de poloxamero.
Los tensioactivos de polisorbato incluyen polisorbato 80, polisorbato 40 y polisorbato 20. Un tensioactivo de polisorbato
preferido es el polisorbato 80. Los tensioactivos de poloxamero incluyen poloxamero 188 (también disponible en el
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mercado como Pluronic F-68). Lo més preferiblemente, el tensioactivo es polisorbato 80. La composicion de tampon
unico puede comprender ademas un poliol. Preferiblemente, el poliol es un alcohol de azlcar; e incluso mas
preferiblemente, el alcohol de azdcar es manitol, sorbitol o trehalosa. La composicion de adalimumab de tampén unico
también puede comprender un azlcar, preferiblemente sacarosa, glucosa o dextrosa.

En un ejemplo de una formulacién de adalimumab de tampdn Unico, la descripciéon proporciona una composicion
farmacéutica acuosa estable que comprende adalimumab en una concentracion de aproximadamente 20 vy
aproximadamente 150 mg/ml, polisorbato 80 en una concentracién de aproximadamente 1 a 50 uM y succinato en
una concentraciéon de aproximadamente 5 mM y aproximadamente 50 mM, en donde dicha composicion tiene un pH
de aproximadamente 5 a aproximadamente 5,5, y en donde dicha composicién esta sustancialmente exenta de
cualquier otro tampén.

En otro ejemplo de una formulacién de adalimumab con tampén Unico, la descripcién proporciona una composicién
farmacéutica acuosa estable que comprende adalimumab en una concentracion de aproximadamente 20 vy
aproximadamente 150 mg/ml, polisorbato 80 en una concentracion de aproximadamente 1 a 50 uM e histidina en una
concentracién de aproximadamente 5 mM y aproximadamente 50 mM, en donde dicha composicion tiene un pH de
aproximadamente 5 a aproximadamente 5,5, y en donde dicha composicion esta sustancialmente exenta de cualquier
otro tampén.

En otro ejemplo de una formulacién de adalimumab de tamp6n Unico, la descripcién proporciona una composicion
farmacéutica acuosa estable que comprende adalimumab en una concentracién de aproximadamente 20 y
aproximadamente 150 mg/ml, polisorbato 80 en una concentracion de aproximadamente 1 a 50 uM, y tartrato, maleato
o0 acetato en una concentracién de aproximadamente 5 mM y aproximadamente 50 mM, en donde dicha composicién
tiene un pH de aproximadamente 5 a aproximadamente 5,5, y en donde dicha composicién esta sustancialmente
exenta de cualquier otro tampén.

1] Formulaciones de adalimumab que excluyen tampoén

En un tercer ejemplo, la descripcion proporciona una composicion farmacéutica acuosa estable que comprende
adalimumab, un estabilizante que comprende al menos un miembro seleccionado de un poliol y un tensioactivo, en
donde dicha composicién tiene un pH de aproximadamente 4 a aproximadamente 8 y preferiblemente de
aproximadamente 5 a aproximadamente 6, y en donde dicha composicién esta sustancialmente exenta de un tampén.
Debe entenderse que la expresion "exenta de tampon” permite la inclusion del efecto de tamponamiento inherente de
la propia proteina. En una formulacion exenta de tampdn, también pueden estar presentes los estabilizantes
mencionados antes (p. €j., glicina, arginina y combinaciones de los mismos).

\Y Formulaciones de adalimumab que excluyen tensioactivo

En un cuarto ejemplo, la descripciéon proporciona una composicion farmacéutica acuosa estable que comprende
adalimumab, un poliol y un tampdn seleccionado del grupo que consiste en citrato, fosfato, succinato, histidina, tartrato
y maleato, en donde dicha composicidn tiene un pH de aproximadamente 4 a aproximadamente 8 y preferiblemente
de aproximadamente 5 a aproximadamente 6, y en donde dicha composicion esta exenta o sustancialmente exenta
de un tensioactivo. Preferiblemente, la composicion (i) no contiene la combinacién de tampon de citrato y fosfato; y (ii)
el tampon es al menos un miembro seleccionado del grupo que consiste en histidina y succinato; y (iii) el poliol no es
manitol en concentraciones inferiores a aproximadamente 150 mM, sino que en su lugar se selecciona del grupo que
consiste en manitol en concentraciones superiores a aproximadamente 150 mM, sorbitol y trehalosa.

\ Formulaciones de adalimumab que excluyen poliol

En un quinto ejemplo, la descripcion proporciona una composicion farmacéutica acuosa estable que comprende
adalimumab, un tensioactivo y un tampén seleccionado del grupo que consiste en citrato, fosfato, succinato, histidina,
tartrato y maleato, en donde dicha composicién tiene un pH de aproximadamente 4 a aproximadamente 8, y
preferiblemente de aproximadamente 5 a aproximadamente 6, y en donde dicha composicion esta sustancialmente
exenta de poliol. Preferiblemente, la composicion (i) no contiene la combinacién de tampdn de citrato y fosfato; y (ii) el
tampon es al menos un miembro seleccionado del grupo que consiste en histidina y succinato.

Estabilizantes adicionales Utiles en los ejemplos | a V. Opcionalmente, en cada uno de los cinco ejemplos resumidos
antes, la composicion puede comprender ademas un estabilizante seleccionado del grupo que consiste en un
aminoacido, una sal, &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) y un ion metalico. El aminoacido estabilizante se puede
seleccionar del grupo que consiste en glicina, alanina, glutamato, arginina y metionina. La sal estabilizante se puede
seleccionar del grupo que consiste en cloruro de sodio y sulfato de sodio. El ion metalico estabilizante se puede
seleccionar del grupo que consiste en cinc, magnesio y calcio. Preferiblemente, las formulaciones de adalimumab que
contienen los estabilizantes mencionados antes tampoco contienen sistemas de tampones en los que el tampdn de
fosfato y el tampdn de citrato estan presentes en combinacion. Lo mas preferiblemente (i) el estabilizante adicional
opcional presente en este ejemplo no es cloruro de sodio, y comprende al menos uno 0 ambos de arginina y glicina;
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(i) el tampén, cuando esta presente, no contiene combinacién de citrato y fosfato, sino que en su lugar es al menos
uno de histidina y succinato; y (iii) el estabilizante cuando incluye un poliol no es manitol, salvo en cantidades mayores
de aproximadamente 150 mM, y también puede incluir trehalosa y sorbitol. Preferiblemente, la cantidad de manitol es
mayor que aproximadamente 150 mM, y lo mas preferiblemente mayor que aproximadamente 200 mM.

VI Formulaciones de adalimumab que sustituyen tanto el tensioactivo como el poliol por otros estabilizantes

Se ha descubierto ademas que se puede lograr una estabilizacién satisfactoria cuando se usan los estabilizantes
mencionados antes en lugar tanto de poliol como de tensioactivo, por consiguiente, en un sexto ejemplo, la descripcion
proporciona una composicién farmacéutica acuosa estable que comprende adalimumab, opcionalmente un tampén,
un estabilizante seleccionado del grupo que consiste en un aminoacido, una sal, EDTA y un ion metalico, y en donde
dicha composicion tiene un pH de aproximadamente 4 a aproximadamente 8, y preferiblemente de aproximadamente
5 a aproximadamente 6, y en donde dicha composicion estd exenta o sustancialmente exenta de un poliol y
tensioactivo. Cuando el tampén esta presente en este ejemplo, se prefiere en especial que (i) el tampdn no incluya la
combinacion de citrato y fosfato; (ii) el tampdn se seleccione del grupo que consiste en histidina y succinato; y (iii) el
estabilizante no comprenda cloruro sédico, sino que en su lugar sea al menos un miembro seleccionado del grupo que
consiste en arginina y glicina. También se prefiere que el tampodn esté exento o sustancialmente exento de tampoén de
citrato, ya que se ha descubierto que en general es méas pobre en términos de contribucion a la estabilidad que otros
tampones, tales como histidina y succinato.

En cada uno de los ejemplos anteriores, puede estar opcionalmente presente al menos una de las siguientes
condiciones ventajosas (a menos que se indique como requerido): (i) el tampdn preferiblemente no contiene una
combinacion de citrato y fosfato, o esta exento o sustancialmente exento de tampdn de citrato; (ii) el tampdn
preferiblemente es al menos un miembro seleccionado del grupo que consiste en histidina y succinato; y (iii) el
estabilizante preferiblemente no incluye cloruro sédico, o si esta presente se controla a niveles inferiores a
aproximadamente 100 mM; (iv) el estabilizante es al menos un miembro seleccionado del grupo que consiste en
arginina y glicina, incluyendo combinaciones de los mismos; y (v) el poliol preferiblemente no es manitol (a menos que
el manitol esté presente en cantidades mayores que aproximadamente 150 mM y preferiblemente mayor que
aproximadamente 200 mM), pero puede incluir sorbitol y trehalosa. Se ha descubierto en la presente memoria que
cuando se usan polioles para la estabilizacién, el manitol es desestabilizante en comparacion con el sorbitol y la
trehalosa a menos que el manitol esté presente en cantidades generalmente superiores a aproximadamente 150 a
200 mM. Se ha descubierto en la presente memoria, que cuando se usan otros estabilizantes el cloruro sédico es
desestabilizante en comparacién con la arginina o la glicina, pero se observa cierta estabilizacion cuando los niveles
de cloruro sodico se controlan a menos de aproximadamente 100 mM y preferiblemente a menos de aproximadamente
75 mM.

Preferiblemente, el adalimumab esta presente en la composicién de la presente descripcion en una concentracion de
aproximadamente 20 a aproximadamente 150 mg/ml, mas preferiblemente de aproximadamente 20 a
aproximadamente 100 mg/ml, e incluso mas preferiblemente de aproximadamente 30 a aproximadamente 50 mg/ml.

El tampédn, si esta presente, esta presente en una concentracion de aproximadamente 5 mM a aproximadamente 50
mM.

El tensioactivo, si esta presente, es preferiblemente un polisorbato (PS). En un ejemplo aun mas preferido, el
polisorbato es polisorbato 80 (PS 80). Los tensioactivos de poloxamero también son adecuados (p. €j., Pluronic® F-
68).

El poliol, si esta presente, es un alcohol de azdcar. En un ejemplo atin mas preferido, el alcohol de azlcar se selecciona
del grupo que consiste en manitol, sorbitol y trehalosa, y lo mas preferiblemente sorbitol y trehalosa.

Preferiblemente, el poliol estd en una concentracién de aproximadamente 1 a aproximadamente 10%, mas
preferiblemente, de aproximadamente 2 a aproximadamente 6%, e incluso mas preferiblemente de aproximadamente
3 a 5%, en donde dichos valores son en peso por volumen (p/v) de la composicion total.

Un estabilizante, cuando esta presente, se puede seleccionar del grupo que consiste en un aminoacido, una sal, acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) y un ion metalico. El aminoacido se puede seleccionar del grupo que consiste en
glicina, alanina, glutamato, arginina y metionina. La sal se puede seleccionar del grupo que consiste en cloruro sédico
y sulfato sodico. El ion metalico se puede seleccionar del grupo que consiste en cinc, magnesio y calcio. La glicina y
la arginina son estabilizantes particularmente preferidos.

El cinc, magnesio y calcio, cuando estan presentes para la estabilizacion, pueden estar en una concentracion de
aproximadamente 1 mM a aproximadamente 100 mM, y mas preferiblemente de aproximadamente 1 a
aproximadamente 10 mM.

La glicina o arginina, o combinaciones de las mismas, si estan presentes para la estabilizacion, es en una
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concentracion total de hasta aproximadamente 300 mM, y preferiblemente de aproximadamente 150 a 300 mM.

La metionina, si esta presente para la estabilizacion, esta presente en una concentraciéon de aproximadamente 1 a
aproximadamente 10 mg/ml, mas preferiblemente de aproximadamente 1 mg/ml a aproximadamente 5 mg/ml.

El cloruro sédico, si estd presente para la estabilizacion, estd en una concentracién de aproximadamente 5 a
aproximadamente 150 mM, mas preferiblemente, de aproximadamente 20 a aproximadamente 140 mM, e incluso mas
preferiblemente menos de aproximadamente 100 mM.

El sulfato sodico, si esta presente si estd presente para la estabilizacion, esta en una concentracién de
aproximadamente 5 a aproximadamente 150 mM, mas preferiblemente, de aproximadamente 20 a aproximadamente
120 mM, e incluso mas preferiblemente de aproximadamente 60 a aproximadamente 100 mM.

El EDTA, si esta presente para la estabilizacién, esté presente en una concentracion de aproximadamente 0,01% a
aproximadamente 0,05%, mas preferiblemente de aproximadamente 0,05% a aproximadamente 0,25%, e incluso mas
preferiblemente de aproximadamente el 0,08% a aproximadamente 0,2%.

Preferiblemente, el pH de la composicion es de aproximadamente 5 a aproximadamente 5,5; e incluso mas
preferiblemente es de aproximadamente 5,2 a 5,4.

En un ejemplo de los ejemplos | y Il anteriores, la descripcién proporciona una composicion farmacéutica acuosa
estable que comprende adalimumab en una concentracion de aproximadamente 20 y aproximadamente 150 mg/ml,
sorbitol o trehalosa en una concentracion de aproximadamente 1 a 10% en peso por volumen, polisorbato 80 en una
concentracién de aproximadamente 1 a 50 uM, y al menos uno de tampédn desuccinato, histidina, fosfato, tartrato,
maleato o citrato, en una concentracién de aproximadamente 5 mM a aproximadamente 50 mM, en donde dicha
composicién tiene un pH de aproximadamente 5 a aproximadamente 5,5, y con la condicién de que dicha composicién
esté exenta o sustancialmente exenta de la combinacién de tampones de citrato/fosfato. Ademas, se clasifica al citrato
como el mas pobre de los tampones, y preferiblemente se evita, aunque todavia esta dentro del alcance de la
descripcion para formular formulaciones estables de adalimumab que incluyan el tampdén de citrato, si no su
combinacion con fosfato.

En un ejemplo del ejemplo IV, la descripcion proporciona una composicién farmacéutica acuosa estable que
comprende adalimumab en una concentracién de aproximadamente 20 y aproximadamente 150 mg/ml, sorbitol o
trehalosa en una concentracién de aproximadamente 1 a 10% en peso por volumen, y al menos uno de tampon de
succinato, histidina, fosfato, tartrato, maleato o citrato, en una concentracion de aproximadamente 5 mM a
aproximadamente 50 mM, en donde dicha composicion tiene un pH de aproximadamente 5 a aproximadamente 5,5,
y en donde dicha composicion esta sustancialmente exenta de un tensioactivo y, opcionalmente, y preferiblemente,
exenta o sustancialmente exenta de combinacion de tampones de citrato/fosfato.

En un ejemplo del ejemplo VI, la descripcidon proporciona una composicién farmacéutica acuosa estable que
comprende adalimumab en una concentracion de aproximadamente 20 y aproximadamente 150 mg/ml, glicina en una
concentracién de aproximadamente 20 a aproximadamente 200 mM, y al menos uno de tamp6n de succinato, histidina,
fosfato, tartrato, maleato o citrato, en una concentracién de aproximadamente 5 mM a aproximadamente 50 mM, en
donde dicha composicién tiene un pH de aproximadamente 5 a aproximadamente 5,5, y en donde dicha composicién
esta exenta o sustancialmente exenta de poliol; el tensioactivo (p. ej., PS8) esta preferiblemente, pero opcionalmente
presente; y la composicion esta, opcionalmente, y preferiblemente, exenta o sustancialmente exenta de combinacién
de tampones de citrato/fosfato.

En otro ejemplo del ejemplo VI, la descripciéon proporciona una composicion farmacéutica acuosa estable que
comprende adalimumab en una concentracién de aproximadamente 20 y aproximadamente 150 mg/ml, arginina o
glicina en una concentracion de aproximadamente 1 a aproximadamente 250 mM, y al menos uno de tampén de
succinato, histidina, fosfato, tartrato, maleato o citrato, en una concentracion de aproximadamente 5 mM y
aproximadamente 50 mM, en donde dicha composicion tiene un pH de aproximadamente 5 a aproximadamente 5,5,
y en donde dicha composicion esta sustancialmente exenta de poliol. El tensioactivo (p. ej., PS80) esta presente
preferiblemente pero opcionalmente, y la composicion esta, opcionalmente, y preferiblemente, exenta o
sustancialmente exenta de combinacion de tampones de citrato/fosfato.

En un ejemplo adicional del ejemplo VI, la descripcién proporciona una composicién farmacéutica acuosa estable que
comprende adalimumab en una concentracion de aproximadamente 20 y aproximadamente 150 mg/ml, cloruro sédico
en una concentracion de aproximadamente 5 a aproximadamente 150 mM, y al menos uno de tamp6n de succinato,
histidina, fosfato, tartrato, maleato o citrato, en una concentracién de aproximadamente 5 mM y aproximadamente 50
mM en donde dicha composicién tiene un pH de aproximadamente 5 a aproximadamente 5,5, y en donde dicha
composicién esta exenta o sustancialmente exenta de un poliol. El tensioactivo (p. ej. PS80) esta presente
preferiblemente pero opcionalmente; y la composicion esta, opcionalmente, y preferiblemente, exenta o
sustancialmente exenta de combinacion de tampones de citrato/fosfato.
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En un ejemplo del ejemplo V, la descripcion proporciona una composicion farmacéutica acuosa estable que comprende
adalimumab en una concentracién de aproximadamente 20 y aproximadamente 150 mg/ml, cloruro s6dico en una
concentracién de aproximadamente 5 a aproximadamente 150 mM, polisorbato 80 en una concentracion de
aproximadamente 1 a 50 uM, y al menos uno de tampdn de succinato, histidina, fosfato, tartrato, maleato o citrato, en
una concentracién de aproximadamente 5 mM y aproximadamente 50 mM, en donde dicha composicion tiene un pH
de aproximadamente 5 a aproximadamente 5,5, y en donde dicha la composicion esta exenta o sustancialmente
exenta de un poliol y, opcionalmente, y preferiblemente, exenta o sustancialmente exenta de tampones de
citrato/fosfato.

En un ejemplo de los ejemplos | y Il, con estabilizacién adicional, la descripcién proporciona una composicion
farmacéutica acuosa estable que comprende adalimumab en una concentracién de aproximadamente 20 y
aproximadamente 150 mg/ml, polisorbato 80 en una concentracién de aproximadamente 1 a aproximadamente 50 uM,
sorbitol o trehalosa en una concentracion de aproximadamente 1 a aproximadamente 10% en peso por volumen,
EDTA en una concentracion de aproximadamente 0,01% a aproximadamente 0,5%, y al menos uno de succinato,
histidina, fosfato, tartrato, maleato o citrato, como un Unico tampon, en una concentraciéon de aproximadamente 5 mM
y aproximadamente 50 mM en donde dicha composicion tiene un pH de aproximadamente 5 a aproximadamente 5,5,
y en donde la composicion esta exenta, o sustancialmente exenta de combinacion de tampones de citrato/fosfato.

En un ejemplo adicional de los ejemplos | y Il, con estabilizacién adicional, la descripcidén proporciona una composicion
farmacéutica acuosa estable que comprende adalimumab en una concentracién de aproximadamente 20 y
aproximadamente 150 mg/ml, polisorbato 80 en una concentracion de aproximadamente 1 a aproximadamente 50 pM,
sorbitol o trehalosa en una concentracion de aproximadamente 1 a aproximadamente 10% en peso por volumen,
metionina en una concentracion de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 mg/ml,%, y al menos uno de succinato,
histidina, fosfato, tartrato, maleato o citrato en una concentracién de aproximadamente 5 mM y aproximadamente 50
mM en donde dicha composicién tiene un pH de aproximadamente 5 a aproximadamente 5,5, en donde la composicion
esta exenta o sustancialmente exenta de cualquier combinacion de tampones de citrato/fosfato.

En un ejemplo adicional de los ejemplos | y Il, con estabilizacién de aminoéacidos adicional, se proporciona una
composicion farmacéutica acuosa estable que comprende adalimumab en una concentracién de aproximadamente 20
y aproximadamente 150 mg/ml, polisorbato 80 en una concentraciéon de aproximadamente 1 a aproximadamente 50
UM, manitol, sorbitol o trehalosa (preferiblemente sorbitol) en una concentracion de aproximadamente 1 a
aproximadamente 10% en peso por volumen, y un aminoacido que es preferiblemente uno y no ambos de (a) arginina
en una concentracion de aproximadamente 1 a aproximadamente 250 mg/ml, y (b) glicina en una concentracién de
aproximadamente 20 a 200 mg/ml, y tampon de histidina o tampon succinato en una concentracion de
aproximadamente 5 mM y aproximadamente 50 mM, y en donde dicha composicion tiene un pH de aproximadamente
5 a aproximadamente 5,5; y en donde la composicion esta exenta o sustancialmente exenta de cualquier combinacion
de tampones de citrato/fosfato.

En un ejemplo adicional del ejemplo 1V, con estabilizacién de aminoacidos adicional, la descripcion proporciona una
composiciéon farmacéutica acuosa estable que comprende adalimumab en una concentracién de aproximadamente 20
y aproximadamente 150 mg/ml, polisorbato 80 en una concentracion de aproximadamente 1 a aproximadamente 50
pM, arginina en una concentracién de aproximadamente 1 a aproximadamente 250 mg/ml, glicina en una
concentracién de aproximadamente 20 a 200 mg/ml y tampdn de histidina o tampon succinato en una concentracién
de aproximadamente 5 mM a aproximadamente 50 mM, y en donde dicha composicién tiene un pH de
aproximadamente 5 a aproximadamente 5,5 y esta exenta o sustancialmente exenta de poliol; y, opcionalmente, en
donde la composicion esta preferiblemente exenta de cualquier combinacién de tampdn de citrato/fosfato.

Se prepararon numerosas realizaciones y ejemplos de las formulaciones de adalimumab de la presente descripcion
en ocho bloques separados de experimentos, denominados en la presente memoria "Bloque A" a "Bloque H". Cada
bloque tenia de 12 a 16 formulaciones diferentes que se expusieron a condiciones de almacenamiento aceleradas, 1
semana a 40°C y 2 semanas a 25°C. Para cada tiempo de medicion, la estabilidad quimica y fisica de la proteina
adalimumab se midi6é por SEC, RP, UV, pH, CE-IEF y CE-SDS.

Materiales y métodos

1. Equipo usado en los estudios de formulacion

Equipo Fabricacion Modelo Numero de serie
Balanza Sartorius CPA124S 23350022
pH-imetro Denver Instrument Modelo 250 E25006B100
uv Cary Bio 100 EL07103025
HPLC Dionex 3 Ultimate 3000 UPLC 8047439

HPLC Dionex 2 Ultimate 3000, UPLC 8036991
Beckman CE Beckman P/ACE 455436
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Agilent CE Agilent 3DCE 1600A 3546G00736
Agitador de balanceo | Labnet Orbit P4 8091840

2. Productos quimicos y materiales usados en los estudios de formulacion

Productos quimicos/Materiales Productor Pureza Numero de lote:
Citrato Mallinckrodt ACS H28475
Fosfato Fisher FCC 103372
Fisher ACS 113670
Succinato Spectrum Reactivo ZM0462
Histidina Spectrum USP XV0239
Spectrum USP Z2G0216
Tartrato Spectrum FCC 1BC0152
Maleato TCI >99% 206-738-1
Manitol BDH USP 57910
Glicina Spectrum FCC YM3312
Spectrum FCC 1 BJ0243
Fisher Calidad tejido 070082
Arginina Spectrum USP 2AK0238
Spectrum USP 1CB0771
Cloruro sédico Mallinckrodt ACS J52619
Macron USP 26434
Polisorbato 80 Sigma-Aldrich Bajo en peroxidos 028K5309
Sorbitol Spectrum NF 1AH0521
Trehalosa Spectrum N/A 1AE0739
Acetato Mallinckrodt FCC H31613
EDTA Sigma 98,5% 057K00071
Metionina Spectrum USP ZF0377
F-68 Sigma Cultivo celular 057K00331
Polisorbato 20 Spectrum NF 1AE0882
Dodecilsulfato sédico Fluka ACS 1344034
Base Tris Fisher ACS S61374
2-mercaptoetanol Fisher Electroforesis 107667
Material/Reactivos Numero de pieza Suministrador
Slide-A-Lyzers corte molecular 7K 66373 Thermo
Unidades de Mini-Dialisis 69550 Thermo
Millex®-GV 0,22uM, Filtro SLGV004SL Millipore
Viales de 1 ml 4500050375 SCHOTT
Solucién de polimero gel de clEF 477497 Beckman Coulter
Kit de marcador pl A58481 Beckman Coulter
Anfolito Pharmalyte 3-10 17-0456-01 GE Healthcare
Capilar de silice fundida (50 um d.i.) TSP050375 Polymicro
SDS-tampén gel de PM A10663 Beckman
Referencia interna de 10 kD A26487 Beckman

3. Columnas de HPLC usadas en los estudios de formulacion

Columna Empresa | N° pieza Lote
Poroshell 300SB-C8, 2,1x75mm, 5um Agilent 660750-906 | USZW003083
Poroshell 300SB-C8, 2,1 x75mm, 5um Agilent 660750-906 | USZW003073

ACQUITY UPLC BEH200 SEC, Columna de 1,7 um, 4,6 x 150 mm | Waters 186005225 | 138123331
ACQUITY UPLC BEH200 SEC, Columna de 1,7 um, 4,6 x 150 mm | Waters 186005225 | 01471130951

Procesamiento de Humira®. Los experimentos del Bloque A usaban adalimumab presente en Humira® disponible en
el mercado. El material de Humira® se dializ6 como sigue: se pusieron 100 ul de Humira® en unidades de Mini-Dialisis
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con MWCO (corte de exclusion de peso molecular)3,5 y se dializaron en 1 litro de tampén de formulacién durante 24
horas de 4 a 8°C. Algunas muestras experimentaron un pequefio aumento de volumen debido a la didlisis, pero nunca
hasta el punto de que la concentracién del polisorbato 80 cayera por debajo de la CMC (concentracién micelar critica).

La concentracion de proteinas para cada formulaciéon se midié por espectroscopia de absorbancia UV, usando una
capacidad de absorcién molar experimental calculada basada en la concentracion descrita de Humira®, 50 mg/ml.
Para una serie de las formulaciones, la concentracién de proteinas se ajusté usando un concentrador centrifugo. La
muestra se colocé en el concentrador centrifugo y rot6 a 14.000 RPM durante 30 a 60 segundos. Después la
concentracién de proteinas se verificd con UV. Después de alcanzar la concentracién de proteina objetivo de
aproximadamente 50 mg/ml, las muestras se filtraron a través de un filtro estéril de 0,22 uM en viales estériles en una
campana de bioseguridad. Después las muestras se pusieron de forma estable a 40°C durante una y dos semanas.

Procesamiento de una proteina adalimumab patentada. Los estudios de formulacién descritos en la presente memoria
usaron una proteina biosimilar de adalimumab patentada que no contenia polisorbato 80. El material se dializ6 usando
Slide-A-Lyzers de MWCO 7.000 en diferentes tampones de formulacion durante 24 horas en un intervalo de
temperatura entre 4 y 8°C. Después de la dialisis, se midio la concentracion de proteina por UV y se midié el pH de la
muestra. La concentracion objetivo de las muestras era 50 + 2,5 mg/ml, que se ajusto si la concentracion de la muestra
caia fuera del intervalo anterior. Algunas de las muestras experimentaron un aumento del volumen de muestra debido
a la dilucion, requiriendo el aumento de la concentracion de proteina. Para estas muestras, la concentracién de
proteina se aumentd usando concentradores centrifugos, normalmente a 14.000 rpm durante 30 a 60 segundos. El
pH de una serie de muestras se ajusté usando NaOH 1 M o HCI 1 M para alcanzar el pH objetivo de 5,2.

Después de determinar que la concentracién de proteina objetivo y el pH de las muestras estaban dentro de los
parametros experimentales, las muestras se filtraron a través de un filtro estéril de 0,22 uM en viales estériles en una
campana de bioseguridad. Después las muestras se colocaron en forma estable a 40°C durante una semanay a 25°C
durante dos semanas.

Condiciones de congelacién-descongelacion: Las muestras de congelacion y descongelacion se prepararon el dia del
andlisis para que correspondiera a t = 0. Las muestras se congelaron a -80°C entre 3 y 7 minutos. La muestra
congelada después se descongelé a temperatura ambiente hasta que todo el hielo se habia descongelado. El ciclo de
congelacién y descongelacion se repitié 5 veces para cada muestra.

Estudios de agitacion. Las muestras se agregaron a 150 rpm durante 24 horas a 4°C en un agitador de balanceo. Se
prepard un control y se colocé al lado del agitador de balanceo para cada muestra que se sometié a agitacion.

Mediciones de pH. El pH de cada muestra se midié usando una sonda de microelectrodo de pH. Antes del inicio del
andlisis, la sonda de pH se calibrd con tres patrones de pH encargados de Fisher. Los valores de pH de las muestras
de estabilidad se midieron transfiriendo 60 pul de cada muestra de estabilidad a un tubo de PCR de 100 pl. La sonda
de microelectrodo de pH se sumergid en la muestra y se registré después de que se estabilizara el valor.

Espectroscopia de absorbancia UV. Se us6 espectroscopia UV para medir la concentracion de proteina en las
muestras. El coeficiente de extincion molar a 280 nm para la sustancia en masa era de 1,6355 mg/ml, que se determind
de manera empirica. Las concentraciones de proteina de todas las formulaciones para LB-140 se midieron usando
una longitud de paso de celda de 0,0096 cm. A continuacién, se muestran los parametros de analisis usados para LB-
140.

Intervalo de barrido: de 400 a 200 nm
Tiempo promedio (min): 0,1

Intervalo de datos (nm): 1

Velocidad de barrido (nm/min): 600
Recuento de ciclos: 5

Método de cromatografia de exclusién por tamafos (SEC). El método SEC usado para analizar las muestras de
estabilidad LB-140 se desarroll6 en Legacy BioDesign. A continuacién, se da un breve resumen de los parametros del
método SEC usado para el analisis de las muestras LB-140.

Parametros del método
Informacién de la columna: ACQUITY UPLC BEH200 SEC, columna de 1,7 um, 4,6 x 150 mm
Tampédn de andlisis: fosfato 50 mM, NaCl 250 mM, pH 6,8
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Caudal: 0,3 ml/min

Temperatura de la columna: 30°C
Deteccion: 280 nm

Volumen de inyeccion: 2
Temperatura de la muestra: aprox. 5°C

Método RP-HPLC. Se encontré que el método RP HPLC indicaba la estabilidad y se us6 para analizar muestras de
estabilidad LB-140. A continuacion, se da un resumen de los parametros del método RP usado para el andlisis de LB-
140.

Parametros del método

Informacion de columna: Poroshell 300SB-C8,2,1x75mm, 5um

Fase movil A: 98% (v/v) de H20/2% (v/v) de IPA/0,1% (v/v) de TFA

Fase mévil B: 10% (v/v) de H20/70% (v/v) de IPA/20% (v/v) de ACN /0,1% (v/v) de TFA
Caudal: 0,25 ml/min

Temperatura de la columna: 80°C

Deteccion: 225 nm

Volumen de inyeccion: 1 pl

Temperatura de la muestra: aprox. 5°C

Tiempo de analisis: 15 minutos

Gradiente:
Tiempo % de A % de B
0 100 0
10 50 50
10,1 100 0
15 100 0

Analisis CE-IEF. El enfoque isoeléctrico capilar (ClEF) se realizé6 como se describe en la Guia de aplicacion de PA 800
plus publicada por Beckman Coulter. Se puede encontrar una descripcién méas detallada en un articulo de investigacién
publicado por Mack et al'. Todos los anélisis se llevaron a cabo usando un sistema Beckman Coulter P/ACE MDQ
(Beckman Coulter, Inc.; Brea, CA) operado a temperatura ambiente con un capilar neutro de 30 cm de longitud total
(20 cm efectivos). El capilar neutro se prepar6 inmovilizando poli(acrilamida) en la pared del capilar usando un método
descrito por Gao et al.’2Las muestras de clEF se prepararon mezclando la proteina de interés en 0,25 mg/ml con una
mezcla de gel de urea-clEF 3 M que contenia anfolito, estabilizante catédico, estabilizante anddico y marcadores de
pl. La muestra se inyect6 a presion a 0,66 kg/cm? (9,5 psi) en el capilar durante 4,1 minutos, y después de este tiempo
se enfoco aplicando un voltaje de 25 kV durante 15 minutos entre el analito y el catolito. A esta etapa le siguié la
movilizaciéon quimica a 30 kV durante 30 minutos entre el analito y el movilizador quimico. Los marcadores de pl y la
proteina de interés se detectaron con absorbancia a 280 nm durante la etapa de movilizacién. El pl de la proteina se
calculd a partir de la ecuacién de regresién resultante de pl frente al momento del primer pico obtenido a partir de los
patrones de pl.

Analisis por CE-SDS. El analisis por CE-SDS se llevé a cabo en condiciones reductoras usando un método adaptado
del SOP publicado por Beckman-Coulter para determinar la pureza/heterogeneidad de IgG. Brevemente, el anticuerpo
se diluy6 con agua DDI a 6 mg/ml, se desnaturalizé afadiendo tampén de muestra (Tris 0,1 M/SDS al 1,0%, pH 8,0)
y se redujo por adicién de 2-mercaptoetanol; la concentracion final de anticuerpos era 1,2 mg/ml. La desnaturalizacion
y la reduccion se facilitaron calentando la muestra a 70°C durante 10 min. La muestra se enfrié durante 10 minutos a
temperatura ambiente antes del analisis. Se empled una etapa de centrifugacion (300 g, 5 min) antes de calentar la
muestra y directamente después de enfriarla. El andlisis de CE se llev6 a cabo un sistema Beckman Coulter P/ACE
MDQ operado a temperatura ambiente con un capilar de 30 cm de longitud total (20 cm efectivos, 50 um de d.i.). Antes
de introducir la muestra, el capilar se enjuagé secuencialmente con NaOH 0,1 M, HCI 0,1 M, agua DDI y solucién

14



10

ES 2784 861 T3

tampon de gel de SDS. La muestra se inyectd de forma electrocinética a 5 kV durante 30 s seguido de separacién a
30 kV durante 30 min. Tanto para la inyeccion como para la separacion, el instrumento se operd en modo de polaridad
inversa. Se detectaron fragmentos de anticuerpos usando absorbancia a 214 nm (adquisicion a 4 Hz) y se dieron areas
normalizadas en el tiempo para los picos medidos.

Estudios de formulaciones del bloque A

Los estudios del bloque A examinaban diferentes sistemas de tampones y usaban un material de adalimumab
disponible en el mercado que se reprocesd para estos estudios. Se observa que la patente de EE.UU. 8.216.583 hace
referencia a la estabilidad de una formulaciéon de adalimumab en relacién con el uso de un sistema tamp6n de
citrato/fosfato a pH 5,2, y de hecho la patente requeria el uso de dicha combinacién de tampones. El trabajo que se
ha hecho, reflejado aqui, indica que el citrato/fosfato es, de hecho, una eleccién de tamp6n bastante mala en
comparacién con otros tales como histidina y succinato. En los estudios del bloque A continuacion, el pH se mantuvo
constante en 5,2. Las concentraciones de manitol y polisorbato 80 también se mantuvieron constantes. Las muestras
se mantuvieron a 40°C durante dos semanas. El disefio del estudio se resume en la tabla a continuacion.
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El analisis por SEC mostrd que la formulacion solo con citrato tenia peor comportamiento que la combinacién de
tampones (Tabla A), lo que indica que el fosfato era el estabilizante principal en esa combinacion. Esto era
sorprendente e inesperado, ya que este pH esta fuera del intervalo de capacidad de tamponamiento nominal del
fosfato, pero dentro del intervalo de tamponamiento para el citrato. Ademas, el succinato, la histidina y el tartrato
funcionaron tan bien o mejor que la combinacion de citrato/fosfato, lo que indica que otros sistemas tampdn
proporcionarian una estabilidad igual o superior para adalimumab. Por consiguiente, la presente invencion en una de
sus realizaciones se dirige a formulaciones de adalimumab que presentan estabilidad a largo plazo, en donde se evita
una combinacién de tampones de citrato y fosfato a favor de histidina. La pureza de estas muestras almacenadas se
verific6 usando RP HPLC (Figura 2). Al igual que por SEC, la formulacién de citrato presentaba la peor estabilidad,
mientras que todos los demas tampones funcionaron tan bien o mejor que la combinacion de tampones que se
encuentra en el adalimumab disponible en el mercado (Humira®). Estos resultados demuestran el descubrimiento de
los autores de la invencion de que cambiar el tampdn (es decir, evitar la combinacién de tampones de citrato/fosfato
del adalimumab comercial) podria mejorar el perfil de estabilidad del adalimumab.

Estudios de formulaciones del bloque B

Se llevo a cabo un segundo estudio ("Blogue B") que examinaba solo cambios en las especies de tampo6n, donde no
se cambiaba el pH (5,2), como se describe en la tabla a continuacién denominada "Disefio del estudio del bloque B".
En este caso, la formulacion disponible en el mercado para Humira® se us6 como control, mientras que todas las otras
formulaciones usaban una proteina biosimilar de adalimumab patentada. La Tabla B-1, a continuacién, resume el
porcentaje de monémero para las formulaciones del bloque B (asi como la cantidad en porcentaje de una impureza
que se determin6 que era un fragmento de la proteina adalimumab).
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Porcentaje de monémero para las formulaciones del bloque B en t0 y después de dos semanas a 40°C (t2)

Forma N° API Tampén Monémero (t0) Monémero (t2) Fragmento (t0) Fragmento (t2)

1 Humira® Citrato/fosfato 99,34 0,26

2 Biosimilar de Adalimumab citrato 98,71 97,92 0,62 0,40
3 Biosimilar de Adalimumab fosfato 99,21 98,07 0,05 0,30
4 Biosimilar de Adalimumab succinato 99,19 98,04 0,04 0,31
5 Biosimilar de Adalimumab histidina 99,19 98,41 0,07 0,23
6 Biosimilar de Adalimumab tartrato 99,13 98,10 0,04 0,29
7 Biosimilar de Adalimumab maleato 98,91 97,90 0,36 0,76
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Como se puede ver en la Tabla B-1 anterior, tras el almacenamiento durante dos semanas a 40°C, el contenido de
monomero disminuye en mas de 1% para todas las muestras en el bloque B, excepto para la que contiene el tampon
de histidina (His) (Tabla B-1). A partir de este estudio se descubrié la probabilidad de que la His fuera un sistema de
tampon superior para adalimumab. (Se observa que el nivel de fragmentos medido por SEC dado para la formulacién
2 parece ser incorrecto ya que todos los otros niveles de fragmentos iniciales son menores de 0,1%).

Estudios de formulaciones del bloque C.

Se llevé a cabo un estudio de cribado de formulaciones a gran escala en los estudios realizados en el bloque C (véase
la Tabla C, a continuacién). Las muestras se almacenaron durante una semana a 40°C (en lo sucesivo denominado
"t1") o dos semanas a 25°C (en lo sucesivo denominado "t2"). Estas condiciones se usaron durante el resto de los
estudios, por lo que esta terminologia se empleard a lo largo de toda la presente descripcion detallada. El bloque C se
disend para ampliar la evaluacion de tampon realizada en el bloque B. Ademas, examinaba la glicina (Gly) y/o arginina
(Arg) como posibles estabilizantes en lugar de manitol y/o NaCl (Tabla C). Obsérvese que el sistema de tampon usado
en el producto Humira® emplea el tampdn de citrato 8 mM/fosfato 18 mM, que es la composicién de la formulacién 1
del bloque C. En este caso, se us6 una proteina biosimilar de adalimumab patentada para la formulacién 1 del bloque
C, en lugar de la proteina adalimumab obtenida de Humira® disponible en el mercado.

20



ES 2784 861 T3

09 0 0 0g) 0¢C 0 0Z 0 qeluntifepy ap Jejilisolg 9l
09 0 0 o€l 0 0 0z 0 qewnwiiepy ap JejiuIsolg Gl
B 0 0cl 0 0C 0 0 0 GEWNLWIEPY Op JEfILISolg vl
ge 0 0cl 0 0 0C 0 0 QEWNLIEPY op Jefiuisolg €l
ge 0 0cl 0 0 0 0z 0 GeWNLI[EpY op Jefilisolg Zl
00} 0 g9 0 0C 0 0 0 qelnwiiepy ap JeiuIsolg o
00} 0 0 g9 0z 0 0 0 1solg 0l
00} 0 g9 0 0 0z 0 0 19 6
00} 0 0 g9 0 0C 0 0 qelnwWifepy ap JejiWisolg 3
001 0 g9 0 0 0 0z 0 qelunwiiepy op Jejiisolg 7
00} 0 g9 0 0 0 0 0T qelnwifepy ap Jeiwisolg 9
00} 0 0 59 0 0 0Z 0 qelnwifepy ap JejiWisolg g
001 0 0 59 0 0 0 0C qelnwIfepy ap Jejiuisolg v
00} g9 0 0 0 0 0 0T qelunwiiepy ap Jejiuisolg 3
001 g9 0 0 0 0 8 8l qewnuWiepy ap JejiWisolg z
00} g9 0 0 0 0 8l 8 QeWNWI[EPY op JefiWISolg P
10BN |jonuew euiuibie euIpnsIy 0]euoons SR ojenio 1dv oN EWIO4

O @nbojq [ap olpn}sa [ap ouasIq

O elqel

21



Tabla C-1
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pH medido para las formulaciones del bloque C en t0 y t1 (una semana, 40°C)

Forma N° citrato fosfato succinato histidina glicina arginina manitol NaCl pH t0 pH t2
1 8 18 0 0 0 0 65 100 5,51 5,57
2 18 8 0 0 0 0 65 100 5,46 5,43
3 20 0 0 0 0 0 65 100 5,28 5,27
4 20 0 0 0 65 0 0 100 5,27 5,24
5 0 20 0 0 65 0 0 100 5,43 5,44
6 20 0 0 0 0 65 0 100 5,29 5,29
7 0 20 0 0 0 65 0 100 5,28 5,32
8 0 0 20 0 65 0 0 100 522 517
9 0 0 20 0 0 65 0 100 5,19 5,16
10 0 0 0 20 65 0 0 100 5,28 5,30
11 0 0 0 20 0 65 0 100 5,26 5,29
12 0 20 0 0 0 130 0 35 5,24 5,24
13 0 0 20 0 0 130 0 35 5,18 5,16
14 0 0 0 20 0 130 0 B 5,28 535
15 0 20 0 0 130 0 0 60 5,31 5,31
16 0 20 0 20 130 0 0 60 5,36 5,40
Tabla C-2
Contenido de monémero por SEC para las formulaciones del bloque C en t0, t1 (una semana a 40°C) y t2 (dos semanas a 25°C)
Forma N° citrato fosfato succinato His Gly Arg manitol NaCl t0 t1 t2
1 8 18 0 0 0 0 65 100 98,75 97,90 98,06
2 18 8 0 0 0 0 65 100 99,26 98,22 98,80
3 20 0 0 0 0 0 65 100 99,28 98,32 98,78
4 20 0 0 0 65 0 0 100 99,36 98,45 99,03
5 0 20 0 0 65 0 0 100 99,25 98,20 98,77
6 20 0 0 0 0 65 0 100 99,42 98,68 99,10
7 0 20 0 0 0 65 0 100 99,39 98,59 99,13
8 0 0 20 0 65 0 0 100 99,41 98,51 99,04
9 0 0 20 0 0 65 0 100 99,36 98,52 98,96
10 0 0 0 20 65 0 0 100 99,41 98,66 99,15
11 0 0 0 20 0 65 0 100 99,37 98,70 99,15
12 0 20 0 0 0 130 0 35 99,41 98,66 99,14
13 0 0 20 0 0 130 0 35 99,42 98,71 99,17
14 0 0 0 20 0 130 0 35 99,40 98,75 99,26
15 0 20 0 0 130 0 0 60 99,32 98,53 99,05
16 0 20 0 20 130 0 0 60 99,40 98,66 99,19
Tabla C-3
Porcentaje de pureza por RP HPLC para formulaciones en el bloque C en t0, t1 (una semana a 40°C) y t2 (dos semanas a 25°C)
Forma N° citrato fosfato succinato His Gly Arg manitol NaCl t0 t1 t2
1 8 18 0 0 0 0 65 100 98,04 97,92 98,10
2 18 8 0 0 0 0 65 100 97,94 97,83 98,03
3 20 0 0 0 0 0 65 100 98,03 97,92 98,00
4 20 0 0 0 65 0 0 100 97,94 97,75 97,98
5 0 20 0 0 65 0 0 100 97,98 97,69 97,95
6 20 0 0 0 0 65 0 100 97,89 97,72 97,92
7 0 20 0 0 0 65 0 100 97,80 97,70 97,91
8 0 0 20 0 65 0 0 100 97,98 97,77 98,01
9 0 0 20 0 0 65 0 100 97,98 97,73 97,94
10 0 0 0 20 65 0 0 100 97,98 97,76 98,00
11 0 0 0 20 0 65 0 100 97,87 97,78 97,97
12 0 20 0 0 0 130 0 35 97,88 97,71 97,95
13 0 0 20 0 0 130 0 35 97,95 97,62 97,93
14 0 0 0 20 0 130 0 35 97,98 97,72 98,04
15 0 20 0 0 130 0 0 60 97,91 97,72 97,96
16 0 20 0 20 130 0 0 60 98,00 97,79 97,78
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Tabla C-4

Porcentaje de bandas principales observadas en el perfil de clEF de formulaciones en el bloque C ent0, t1 (una semana
a 40°C) y t2 (dos semanas a 25°C)

Forma N° pH t0 t1 t2
1 8,59 1,94 1,97 1,82
8,43 11,76 11,30 12,49
8,27 58,29 49,88 51,54
8,20 7,18 7,59
8,05 21,49 22,38 19,79
7,86 6,53 5,35 4,66
5 HEG o6 Ty
8,44 12,08 10,89
8,29 51,70 47 63
8,22 9,74 12,32
8,09 16,29 18,25
7,91 3,50 3,64
3 8,60 1,83 1,82 1,12
8,43 11,58 9,67 10,40
8,27 45,80 32,99 44 04
8,20 12,44 22,27 18,68
8,01 17,57 16,21 14,40
7,86 4,39 3,61
4 8,57 2,31 2,04 213
8,41 12,94 11,51 12,62
8,25 33,37 59,98 81,97
8,20 23,03
8,02 15,21 18,33 16,07
7,88 3,45 5,32 3,70
5 8,58 2,40 2,00 2,30
8,41 13,01 11,02 12,34
8,25 42,09 46,32 37,30
8,21 15,58 10,65 15,80
8,03 18,48 20,58 16,80
7,86 3,74 6,13 4,83
[¢] 8,57 283
8,38 13,17 13,23
8,23 32,66 31,18
8,18 17,52 18,54
8,02 17,48 13,82
7,91 5,30 583
7 8,58 2,08 2,41 2.64
8,44 13,42 12,64 12,63
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8,27 56,79 52,48 54,76
8,16 5,36 6,16 6,38
8,04 16,91 20,09 18,45
7,94 5,44 412 515
8 8,57 1,76 2,37 1,55
: 8,44 14 41 12,13 11,61
8,29 60,01 48,87 52,94
8,19 7.07 10,66
8,10 16,22 16,55 17,10
7,95 7,61 5,02 4,55
9 8,58 2,19 2,06 0,99
8,41 11,69 10,64 12,73
8,26 50,07 44,21 60,33

819 10,66 10,39
8,01 15,62 21,51 17,79
7.87 4,67 5,37 8,16
10 8,57 1,78 2,64 1,62
é 8,41 10,55 10,95 8,11
8,25 43 82 4293 36,11
8,21 15,96 15,24 17.66
8,02 14,63 14,58 14 22
7,88 3,82 4,21 3,95
11 8,58 1,59 1,81 1,89
8,41 12,98 11,58 12,86
8,23 62,74 29,63 12,00
8,19 22,86 34,77
8,02 17,15 19,52 17,06
7,87 5,54 5,56 477
12 8,61 0,35 1,57 147
' 8,35 13,24 13,41 8,83
8,19 43,18 60,12 26,52
8,15 15,43 20,46 25,60
7,98 16,74 17,38
; 7.88 4,96 4,44 4,99
13 8,58 1,71 1,67
8,41 11,63 10,01
8,26 49,19 42 65
8,20 14,25 16,64
8,03 17,35 18,12
: 7,86 4,28 4,18
14 8,56 1,64 1,79 1,73
: 8,39 13,17 10,45 10,96
8,25 58,68 46,06 45 80
8,21 11,03 13,34
8,07 14,10 20,24 14,50
i 7,92 2,10 513 4,28
15 8,567 1,74 1,22 1,60
: 8. 41 10,49 15,21 10,78
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8,25 46,06 55,05 44,98
8,20 14,46 - 13,79
8,02 13,90 20,31 10,79
7,89 4,23 4,90 3,43
18 8,56 1,96 1,08 '
8,40 9,25 12,23 . 12,58
8,24 38,08 31,03 . 5861
820 | 1902 22,08 1 2150
803.. | 1200 -.|- 1324 . | ..7.31 ..
7,89 473 4,82 :

Tabla C-5

Porcentaje de bandas para la cadena ligera (LC), cadena pesada (HC), HC no glicosilada, y otras especies para las
formulaciones en el bloque C en t0, t1 (una semana a 40°C) y t2 (dos semanas a 25°C)

Forma N¢ Tiempo LC HC ngHC Otros
1 t0 35,87 63,20 0,51 0,42
t1 29,71 63,08 0,37 6,84

t2 31,01 67,83 0,54 0,61

2 t0 29,50 69,57 0,56 0,37
t1 30,51 67,28 0,56 1,65

t2 32,32 65,51 0,56 1,61

3 t0 32,53 66,45 0,54 0,47
t1 33,04 65,34 0,55 1,07

t2 31,94 66,60 0,57 0,90

4 t0 33,40 64,90 0,46 1,24
t1 30,96 67,16 0,52 1,36

t2 32,08 65,84 0,56 1,52

5 t0 34,17 63,89 0,49 1,45
t1 33,60 64,27 0,56 1,57

t2 32,15 66,20 0,48 1,17

6 t0 37,91 60,35 0,54 1,19
t1 34,80 62,88 0,73 1,59

t2 32,90 65,62 0,50 0,99

7 t0 32,17 66,80 0,55 0,49
t1 29,83 68,33 0,59 1,25

t2 33,32 65,97 0,55 0,15

8 t0 33,83 65,51 0,49 0,17
t1 30,37 68,48 0,58 0,57

t2 32,86 66,40 0,55 0,19

9 t0 30,69 69,31 0,00 0,00
t1 34,30 64,24 0,52 0,94

t2 29,08 69,87 0,62 0,43

10 t0 38,68 59,95 0,57 0,80
t1 36,52 58,65 0,00 4,83

t2 43,68 54,39 1,92 0,00

11 t0 35,25 59,00 1,75 4,00
t1 30,71 67,58 0,66 1,05

t2 30,18 67,14 0,47 2,21

13 t0 44,58 55,42 0,00 0,00
t1 37,73 60,75 0,25 1,28

t2 38,05 61,44 0,52 0,00

14 t0 32,50 66,66 0,60 0,24
t1 30,91 67,77 0,61 0,70

t2 29,14 70,32 0,23 0,31

15 t0 30,07 68,95 0,63 0,35
t1 30,14 68,49 0,62 0,75

t2 31,57 67,55 0,62 0,26

16 t0 30,54 68,61 0,63 0,22
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Forma N° Tiempo LC HC ngHC Otros
t1 29,81 68,81 0,63 0,75
t2 29,46 69,14 0,59 0,81

Discusién de los resultados del bloque C

Con referencia a la Tabla C-1 anterior, se midi6 el pH y se encontr6 que era relativamente estable para todas las
formulaciones. Sin embargo, los valores iniciales de pH eran ligeramente méas altos para las formulaciones de
citrato/fosfato. La formulacion menos estable por andlisis de SEC parece que es la formulacion 1, la que usa el sistema
de tampo6n de Humira®. En comparacion, se descubrié que las formulaciones que usan His como el tampén y/o las
formulaciones que contienen Gly o Arg presentaban la mayor estabilidad (véase la tabla C-2). Se observan tendencias
similares cuando se considera la pureza por RP HPLC (véase la tabla C-3). Parece que SEC puede ser un mejor
método indicador de estabilidad que la RP HPLC, aunque, cuando se considera en su conjunto, parece que el método
de RP HPLC indica la estabilidad. Basandose en los datos del bloque C resumidos antes, se ha descubierto que la
histidina es adecuada como tampdn preferido en términos de estabilidad de la formulacion, y que la glicina o arginina,
o combinaciones de las mismas, también son componentes potenciadores de la estabilidad para la inclusién en una
formulacion de adalimumab.

Las muestras almacenadas se analizaron ademas por clEF en t1 y t2 (tabla C-4 anterior). Un material de adalimumab
patentado presenta de cuatro a cinco picos con intensidades integradas superiores a 1% o similar. En general, hay
algunas pequeinas disminuciones en la intensidad del pico principal tras el almacenamiento. Estas pérdidas
normalmente son mayores en t1 que en t2. No obstante, no se observan nuevos picos significativos, lo que sugiere
que se produce una degradacion quimica minima que conduciria a cambios en la carga general de la proteina. La
variacion en los datos indica que este método, aunque es util para la caracterizacion, no parece que indique la
estabilidad.

El método analitico final usado para evaluar la estabilidad de la formulacién de adalimumab es CE-SDS, que es
esencialmente la version CE de los geles de placa de SDS-PAGE. Este método indica que las areas relativas del pico
de LC disminuyen cuando se almacenan a temperaturas elevadas (tabla C-5), mientras que aumenta la cantidad de
picos nuevos (de forma acumulada llamados "Otros"). Todos juntos, estos cambios normalmente son menores que
2% para cualquiera de las formulaciones. Hay algunas muestras donde el porcentaje de "Otros" esta en el intervalo
de 4-6%, pero estos son probablemente artefactos.

Estudio de formulaciones del bloque D

Otro conjunto de formulaciones se evalué como "Bloque D". Se disefiaron 16 formulaciones para evaluar otros
estabilizantes como alternativas al manitol, tales como el sorbitol y la trehalosa (véase la tabla D). El bloque D también
examinaba el uso de manitol o NaCl como Unico agente de tonicidad, en lugar de usar una mezcla de los dos
excipientes. La estabilidad del pH de las formulaciones era bastante buena, aunque los valores de pH iniciales reales
eran ligeramente mas bajos que los valores objetivo para algunas formulaciones (Tabla D-1).

Tabla D

Diseno del estudio del bloque D

Forma N° API| citrato fosfato sorbitol trehalosa manitol NaCl PS 80
1 Biosimilar de Adalimumab 8 18 0 0 65 100 0,1
2 Biosimilar de Adalimumab 8 18 0 0 65 100 0
3 Biosimilar de Adalimumab 20 0 0 0 65 100 0,1
4 Biosimilar de Adalimumab 20 0 0 0 65 100 0
5 Biosimilar de Adalimumab 0 20 0 0 65 100 0,1
6 Biosimilar de Adalimumab 0 20 0 0 65 100 0
7 Biosimilar de Adalimumab 8 18 65 0 0 100 0,1
8 Biosimilar de Adalimumab 8 18 0 65 0 100 0,1
9 Biosimilar de Adalimumab 0 20 65 0 0 100 0,1
10 Biosimilar de Adalimumab 0 10 0 0 240 0 0,1
11 Biosimilar de Adalimumab 0 10 240 0 0 0 0,1
12 Biosimilar de Adalimumab 0 10 0 240 0 0 0,1
13 Biosimilar de Adalimumab 10 0 0 0 0 150 0.1
14 Biosimilar de Adalimumab 10 0 0 0 0 150 0
15 Biosimilar de Adalimumab 0 10 0 0 0 150 0,1
16 Biosimilar de Adalimumab 0 10 0 0 0 150 0
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Tabla D-4

Porcentaje de las bandas principales observadas en el perfil de clEF de formulaciones en el bloque D en t0, t1 (una

semana a 40°C) y t2 (dos semanas a 25°C)

ES 2784 861 T3

Forma N° pH t0 t1 t2
1 8,56 2,28 1,81
8.41 13.84 12,88 11,73
8.25 62,27 59.80 56,15
8,14 6,48
8.04 15,71 22,93 13,73
7,99 5,82 4,39 413
2 8,55 2.08 1,58
8.40 12,89 12,58
8,24 60.15 53,24
8,14 5,98 6,69
8.03 11,92 972
7,98 365 5,67
3 8,57 1,58 2,10 1,89
8,41 11,87 11,83 11,99
8,26 54,93 5445 54,51
8,16 9,10 6,31 8,24
8.05 9,21 11,16 10,22
7,91 7,60 416 5,26
4 8,57 3,57 182 1,05
8,40 11,12 10,66 10,83
8,24 4937 47 85 42,34
8,14 3,01 1,83 3,68
8,03 10,11 10,06 17,12
7,90 2,78 472 3,84
5 8,55 2,30 2,18 2,13
8,40 7,63 8,86 8.63
8,25 33,90 14,41 16,64
8.20 23,41 33,20 33,75
8.03 10,14 20,39 19,42
7,99 6,76 542 463
6 8,59 1,87 1,39
842 11,25 11,18 11,89
8.27 50,07 61,72 64,17
8,20 12,43 22.08 19,18
7,91 270 5,01 3,38
7 8,55
8,40
8.25
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8,20
8,03
7,99
8 8,59 1.46 2,64 1,16
- 8,39 13,52 13,62 7,37
8,22 60,79 50,83 55,40
8,08 5,21 11,28 9,78
8,02 15,24 8,55 11,94
: 7,91 3,79 3,02 518
9 8,53 2,64 3,25 1,94
8,38 13,83 12,72 11,67
8,25 64,97 51,32 54,14
8,17 8,33 11420 8,61
8,06 11,75 9,08 9,03
8,01 5,79 4,80 7,31
10 8,54 .78 | 326
: 8,38 13,04 11,19
8,21 60,53 44,83
8,15 19,60 10,95
7.99 9,41
: 7,90 5,05 427
11 8,52 1,95 211 1,89
8,36 11,24 12,43 12,43
8,21 48,64 54,10 59,90
8,13 11,69 6,31
8,00 10,30 21,14 11,14
8,01 5,27 5,64 8,32
12 851 1,85 :
8,29 11,31 11,38
8,18 63,11 45,14
8,14 2,54 .
8,05 16,16 22,03
: 7,94 5,03 6,88
13 8,62 3,51 3,05
8,44 12,44 12,30
8,29 65,10 51,44
8,21 12,18
8,06 15,37 17.25
7,91 3,58 3,77
14 8,61 2,74 1,73
- 8,43 10,60 12.19
827 46,23 41,11
8,21 13,07 10,49
8,05 18,56 17,52
. 7,91 515
15 8,62
8,35 12,40 10,91 8,34
8,21 31,87 30,32 36,39
8,20 41,14 25,57 30,62
8,02 12,42 13,72 18,26
7,89 2,18 5,44 3,86
16 8,61
' 8,48 12,96 12,86 13,19
8,34 34,40 31,45 3925
8,31 2774 20,29 18,81
8,05 _ 2276 19,35
7,89 817 7.69 4,83
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Tabla D-5

Porcentaje de bandas para la cadena ligera (LC), cadena pesada (HC), HC no glicosilada, y otras especies para las
formulaciones en el bloque D en t0, t1 (una semana a 40°C) y t2 (dos semanas a 25°C)

FormaN°® |Tiempo| LC HC | ngHC Otros
1 to

t1 34,11 | 62,58 058 2,73

t2 33,19 | 64,28 | 060 1,92

2 t0 30,25 | 66,81 0,64 2,31

t1 3061 | 65,79 | 054 3,07

t2 29,22 | 67,04 0,64 3,10

3 t0 2748 | 6851 | 059 3,42

t1 30,84 | 67,27 | 054 1,35

t2 30,30 | 68,13 | 058 0,99

4 t0 30,88 | 68,33 | 0,60 0,19

t1 2076 | 6832 | 0,57 1,34

t2 31,49 | 66,95 0,55 1,01

5 t0 33,77 | 6450 | 056 1,17

t1 31,59 | 66,54 0,52 1,34

t2 29,19 | 68,16 0,59 1,06

6 t0 30,90 | 68,08 0,56 047

t1 29,32 | 69,88 0,54 0,26

t2 31,08 | 67,58 0,54 0,79

7 t0 3041 | 68,60 | 0,56 0,43

t1 30,87 | 66,95 | 0,55 1,63

t2 30,14 | 68,28 | 0,55 1,03

8 t0 31,68 | 67,41 0,60 0,31
t1
t2

9 t0 29,62 | 68,12 0,51 1,75
t1

t2 2946 | 6810 | 051 1,83

10 t0 29,80 | 67,99 | 058 1,64

t1 30,04 | 65,53 0,45 3,98

t2 3041 | 66,27 | 0,53 2,80

11 to 29,85 | 67,63 | 0,61 1,91

t1 29,02 | 68,18 | 0,60 2,20

t2 3044 | 67,14 | 0,58 1,84

12 t0 2938 | 68,11 | 0,55 1,96

tt 30,16 | 6555 | 049 3,80

t2 2820 | 69,19 0,59 2,02

13 t0 31,38 | 66,28 | 0,55 1,79

t1 33,67 | 64,10 0,56 1,67

t2 29,72 | 67,99 0,58 1,71

14 t0 3734 | 6053 | 052 1,62

t1 33,03 | 63,46 0,53 297

t2 34,39 | 63,62 0,54 1,45

15 t0 30,20 | 68,42 0,59 0,79

t1 28,67 | 69,42 | 058 1,33

t2 29,96 | 68,24 | 0,56 1,24

16 t0 31,62 | 66,95 | 0,58 0,85

t1 3048 | 66,36 | 0,55 2,61

— R L e
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Resultados del bloque D

La estabilidad del pH era bastante buena para estas formulaciones (Tabla D-1). Una vez mas, se usé la formulacion
comercial de adalimumab (Humira®) como control (pero usando una proteina biosimilar de adalimumab patentada
como API). La formulacién comercial mostrd de nuevo peor estabilidad por SEC que las que usaban tampones Unicos
como fosfato e His (véase la tabla D-2). De los dos tampones usados en Humira®, ahora se ha descubierto que el
fosfato es el mejor estabilizante. Esto es sorprendente, ya que el fosfato practicamente no tiene capacidad de tampdn
a pH 5,2, mientras que el citrato es buen tampén a este pH. Esto sugiere que las diferencias en el perfil de estabilidad
se pueden deber a la interaccion directa del tamp6n con la proteina, un fenémeno que, en el caso de la formulacién
comercial de Humira®, se cree que no se habia entendido ni apreciado previamente. Por consiguiente, el beneficio
comparativo de seleccionar fosfato como un tampdn en la formulacion de adalimumab, debido a la estabilidad superior
en la formulacion frente a la seleccion de una combinacion de citrato/fosfato, constituye uno de los aspectos
importantes de la descripcién de los autores de la invencion.

Tanto el sorbitol como la trehalosa presentan mejores perfiles de estabilidad que el manitol cuando se usan como el
Unico agente de tonicidad en estas formulaciones. También parece que la eliminacion del polisorbato 80 (PS 80)
disminuye algo la estabilidad. El mejor perfil de estabilidad por SEC parece que es para las formulaciones 10 y 11,
que contienen altas concentraciones de sorbitol o trehalosa en lugar de manitol/NaCl (tabla D-2). Estos resultados nos
indican que eliminar el NaCl de la formulacién o limitar su concentracion por debajo de ciertos niveles objetivo (por
ejemplo, menos de aproximadamente 100 mM) sera beneficioso para la estabilidad. (Se observa que el manitol parece
que es un ingrediente estabilizante, pero en niveles preferiblemente por encima de 150, y lo mas preferiblemente

Los datos de RP indican que el citrato o fosfato proporcionan mejor estabilidad que la combinacién usada en Humira®
(Tabla D-3). De nuevo, evitar la combinacion de citrato/fosfato representa una caracteristica importante de la invencion.
No se podia haber sabido ni predicho que el citrato solo o el fosfato solo proporcionarian mejor estabilidad de la
formulacion que el sistema de tampon comercial que comprende una combinacién de citrato y fosfato.

Se realizaron los analisis de clEF para muestras del blogue D (tabla D-4 anterior). Como antes, hay una disminucién
en la intensidad del pico principal, pero no se observan nuevos picos. En algunos casos, hay un pequefo aumento en
la intensidad de los picos més acidos. Las disminuciones en el pico principal parece que son mayores en t1 que en t2,
lo que sugiere que la degradacion a 5°C seria casi imperceptible. No obstante, en general, parece que se degrada
menos de 5% (y probablemente mucho menos de 5%) segln lo medido por clEF (tabla D-4). Asimismo, se ve poca
degradacién por CE-SDS (tabla D-5). Como maximo se observa una degradacion de 2 a 4%, pero la variabilidad en
el método hace que sea dificil determinar si estos son cambios reales. Parece haber niveles de impureza mas altos
(Otros) para las formulaciones 1y 2y 10 a 14.

Estudios de formulaciones del bloque E

Este blogue de formulaciones se disend para evaluar la estabilidad de las formulaciones a diferentes niveles de pH.
Si no se especifica un tampén, se emple6 un tampén de acetato (10 mM) (tabla E). Un objetivo secundario era evaluar
la Gly y Arg en concentraciones mas altas y en combinacion como estabilizantes alternativos al manitol y NaCl.

Tabla E-1

pH medido para las formulaciones del bloque E en t0 y t1 (una semana, 40°C)

Forma N° pH citrato fosfato sorbitol Gly Arg manitol NaCl PS80 t0 t1 t2
1 52 8 18 0 0 0 65 100 0.1 5,15 511 5,21
2 3,5 8 18 0 0 0 65 100 0,1 3,36 3,49 3,50
3 5.2 0 0 0 0 0 65 100 0.1 5,13 524 524
4 35 0 0 0 0 0 65 100 0,1 3,31 3,43 3,45
5 35 0 0 65 0 0 0 100 0.1 3,30 3,48 3,42
6 35 0 0 0 0 130 0 0 0.1 3,24 3,52 342
7 3,5 0 0 0 0 130 0 0 0 3.27 3,59 3,48
8 35 0 0 0 240 0 0 0 0 3.27 3,33 3,39
9 52 0 0 0 240 0 0 0 0 5,05 5,25 5,20
10 3.5 0 0 0 100 100 0 0 0 3,30 3,45 341
11 52 0 0 0 100 100 0 0 0 5,20 5,38 5,39
12 3,5 0 0 0 150 50 0 0 0 3,24 3,38 3,37
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Tabla €-2
Contenicdo de mondmero por SEC para formutaciones en of bloque E en 10, t1 (una semana a 40°C) y 12 (dos semanas a 25°C)
Foema N* pH crato fosfato rodol Gly Arg mardol NaCi PS80 0 t1 2 |
1 52 8 18 ) 0 0 65 100 0,1 9923 98,20 98,85
2 3 £ J 18 0 ) " 65 100 01 9882 44,15 8,37
3 ¥ ) ) ) ) 65 100 0,1 99,30 98,37 99,02
4 ¥ ) 0 ) 65 100 0.1 9585 33,51 76,21
-] 15 0 65 0 0 0 100 0.1 9737 2621 77,80
6 as 0 0 0 0 130 0 0 0.1 97,79 3567 6583
7 35 0 ) 0 0 130 0 0 0 99,00 5551 90,60
8 35 0 ) 0 240 0 0 0 0 99,24 7560 98,24
9 4 ) ) 240 0 ) ) 99,08 98,63 99,18
10 34 ) 100 100 9928 51,08 91,66
1 ¥ ) 100 100 99,32 98,54 99.09
12 3 ( ) 150 50 9929 4588 93,06
Tabla E-3
Porcentaje de pureza por RP HPLC para formulaciones en el bloque E en t0, t1 (una semana a 40°C) y t2 (dos semanas a 25°C)
Forma N° pH citrato fosfato sorbitol Gly Arg manitol NaCl PS80 t0 t1 2

1 52 8 18 0 0 0 65 100 0,1 98,58 96,88 96,91

2 3,5 8 18 0 0 0 65 100 0,1 98,51 90,29 95,99

3 52 0 0 0 0 0 65 100 0,1 98,50 96,90 96,83

4 35 0 0 0 0 0 65 100 0,1 98,56 91,18 95,55

5 3,5 0 0 65 0 0 0 100 0.1 98,45 90,96 95,71

6 35 0 0 0 0 130 0 0 0,1 98,71 93,28 95,38

7 3,5 0 0 0 0 130 0 0 0 98,40 90,65 96,54

8 35 0 0 0 240 0 0 0 0 98,03 93,94 96,82

9 5,2 0 0 0 240 0 0 0 0 98,23 97,19 97,12

10 3,5 0 0 0 100 100 0 0 0 98,13 91,10 96,67

11 5,2 0 0 0 100 100 0 0 0 98,13 97,17 97,12

12 3,5 0 0 0 150 50 0 0 0 98,07 93,40 96,48
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Tabla E-4

Porcentaje de bandas para la cadena ligera (LC), cadena pesada (HC), HC no glicosilada, y otras especies para las
formulaciones en el bloque E en t0, t1 (una semana a 40°C) y t2 (dos semanas a 25°C)

Forma N° Tiempo| LC | HC |ngHC | Otros

1 t0 | 29,97 | 68,80 | 0,59 0,64

t1 |2849|7007 | 0,60 0,81

2 2821|7029 | 0,59 0,90

"2 | 10 |2850|6867] 052 - 231

t1 . 2969|5092 | 0,30 19,09

t2 | 28,76 | 69,64 | 0,60 1,00

3 10 | 24,30 | 74,01 | 0,60 1,09

t1 | 28,27 |69,53| 0,60 1,51

t2 | 28,17 |69,89 | 0,54 1,40

4 0 | 2945|6873 | 056 1,26

t1 2952 |5133] 0,30 18,86

t2 | 27,92|6573| 052 5,83

5 10 |3559|63,85| 0,56 0,00

t1 32,47 ]48,72| 0,30 18,52

t2 | 34,98 | 60,88 | 0,46 3,68

6 t0 | 34,33 | 63,39 | 0,51 1,77

t1 - :

2 3532|6131 045 2,92

7 0 |30,13|68,87 | 0,60 0,40

t1 28,13 54,79 | 0,59 16,49

2 [34,39]6332| 053 1,76

8 t0 | 33,27 | 64,97 | 0,55 1,21

1 ]33,20 5262 | 0,33 13,85

2 |33,25| 65,26 | 0,58 0,92

9 t0 [32,28|66,34| 057 0,81

t1 |31,81]65,76| 057 1,86

2 [31,23)6681| 057 1,39

10 t0 | 3566 | 63,36 | 0,43 0,56

t1 . | 2496| 58,61 0,33 16,10

t2 33,44 66,03 | 0,53 0,00

% t0 |29,75| 69,08 | 0,60 0,57

t1 | 27,67 |70,83| 0,61 0,89

2 |28,81]69,86| 0,59 0,73
e AF e o | o fee [I0DF LAGOT-- 26| ~ 20504 - -
T T A T
120120751 69,08 | 0,60 | - 057 ]
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Tabla E-5

Porcentaje de las bandas principales observadas en el perfil de clEF de formulaciones en el bloque E en t0, t1 (una
semana a 40°C) y t2 (dos semanas a 25°C)

Forma N° pH 10 t1 t2

1 8,56
8,37 12,52 12,65
8,23 51,77 50,04
8,14
8,03 21,54 12,40
7,93 14,17 16,26

2 . . . . 1,88. 1,49

8,37 10,07 17,66 14,15
8,21 37,52 32,26 33,88
8,13 19,03 9,96
8,01 16,57 28,70
7,93 4,12 7,45

4 8,54 1,04 2,67
8,38 10,50 9,32
8,21 68,34 31,91
8,13 28,52
8,02 16,55 10,05
7,88 3,57 8,67

5

6

7

8

9 8,60 1,40 2,60 3,26
8,43 10,04 12,33 12,03
8,26 62,39 63,19 63,89
8,14
8,03 15,00 16,95 16,57
7,88 7,08 4,93 4,25

Resultados de los estudios del bloque E
La estabilidad del pH era moderada, con aumentos en el pH que se producian en t1 para muchas de las formulaciones,
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en especial las tamponadas con acetato a pH bajo (tabla E-1 anterior). Dos de las muestras (formulaciones 6 y 12)
gelificaron en t1.

Habia pérdidas considerables en el contenido de monémero para las muestras de pH 3,5 (Tabla E-3), mientras que
las muestras de pH 5,2 presentaban una estabilidad comparable a la observada en los bloques anteriores. También
estaba claro que la degradacion era mucho mas pronunciada a 40°C que a 25, a pesar de ser almacenada durante el
doble de tiempo. De hecho, la formulacion 8 perdié menos de 1% de mondémero en t2 (tabla E-2). Todas las
formulaciones de Gly y Arg mostraron buena estabilidad, siempre que el pH se mantuviera a 5,2. Los datos en este
bloque de estudios confirman el descubrimiento de que la glicina o la arginina, o una mezcla de las mismas, son
buenos estabilizantes en una formulacién de adalimumab.

Los datos de RP HPLC muestran disminuciones grandes en la pureza, aunque no tan grandes como para la pérdida
de mondmero por SEC (Tabla E-3). Esto sugiere que la inestabilidad quimica es menor que la inestabilidad fisica. Al
igual que con los resultados de la SEC, la pérdida de estabilidad es mas pronunciada en t1 que en t2.

Los resultados de CE-SDS muestran aumentos grandes de nuevos picos, aumentando la categoria de Otros a 15-
20% para muestras a pH bajo en t1 (tabla E-4). La formulacion mas estable por CE-SDS parece que es la formulacion
11, que contiene tanto Gly como Arg como modificadores/estabilizantes de la tonicidad.

Se encontraron dificultades para realizar el clEF para muchas de las muestras del bloque E. Sin embargo, dada la
estabilidad claramente inferior a pH 3,5, es poco probable que el clEF proporcione informaciéon nueva sobre esos
perfiles de estabilidad. Por ejemplo, la formulacién 4 (pH 3,5) muestra una divisién del pico principal en t1.

Estudios de formulaciones del bloque F

Los estudios del bloque F estaban dirigidos a investigar la estabilidad de la formulacion que contiene His usando
manitol, Gly o Arg como el Unico modificador de la tonicidad (tabla F a continuacién). También sirvi6 como una
oportunidad para evaluar aditivos tales como EDTA y metionina (Met), que pueden ser eficaces para ralentizar la
oxidacion. Ademas, se examinaron una formulacién de concentracién alta de citrato y una de concentracion alta de
fosfato.
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Tabla F-1

pH medido para las formulaciones del blogue F en t0 y t1 (una semana, 40°C)

Forma N° citrato fosfato His Gly Arg manitol NaCl PS80 EDTA Met t0 t1 t2
1 8 18 0 0 0 65 100 0,1 0 0 4,67 4,88 4,77
2 8 18 0 0 0 65 100 0,1 0,5 0 5,05 5,15 5,20
3 0 0 10 0 150 0 0 0 0,1 0 5,11 5,22 5,27
4 0 0 10 0 150 0 0 0 0,5 0 4,95 5,06 5,15
5 0 0 10 0 0 240 0 0 0 0 5,12 5,25 5,29
6 0 0 10 0 0 240 0 0 0 10 4,45 4,74 4,67
7 0 0 10 0 0 240 0 0 0 50 5,03 5,24 5,24
8 30 0 0 240 0 0 0 0 0 0 5,09 5,18 5,22
9 0 30 0 240 0 0 0 0 0 0 5,13 5,25 5,32
10 0 0 30 240 0 0 0 0 0 0 5,08 5,24 5,24
11 0 0 20 0 25 120 0 0.1 0 0 5,01 5,17 5,18
12 0 0 20 0 25 120 0 0,1 0 0 5,06 5,20 5,19
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Tabla F-4

Porcentaje de bandas para la cadena ligera (LC), cadena pesada (HC), HC no glicosilada, y otras especies para las
formulaciones en el bloque F en t0, t1 (una semana a 40°C) y t2 (dos semanas a 25°C)

Forma N° |Tiempo| LC HC | ngHC Otros
1 t0 27,36 | 71,86 | 0,60 0,17
{1
2 2534 | 73,18 | 063 0,86
2 t0 27,80 | 71,07 0,60 0,53
t1 28,29 | 71,08 | 0,63 0,00
t2 21,53 | 70,97 0,64 0,86
3 t0 27,78 | 70,62 0,65 0,95
t1 28,26 | 70,85 | 0,66 0,23
t2 28,26 | 70,50 | 0,63 0,61
e T T
t1 29,17 | 69,30 0,74 0,80
t2 29,17 | 70,27 0,56 0,00
5 t0 27,50 | 70,74 | 0,59 147
t1 29,56 | 65,79 | 0,41 4,24
t2 28,24 | 69,90 0,58 1,28
6 0 22,170 | 68,84 0,54 1,52
t1 28,58 | 69,18 | 0,54 1,70
t2 27,47 | 70,39 0,54 1,60
7 t0 27,87 | 70,28 | 0,55 1,30
11
t2
8 10 | 34,72 | 64,87 | 041 0,00
1 34,94 | 64,53 0,53 0,00
2 | 33,21 | 6576 | 0,50 0,52
9 t0 31,96 | 68,04 0 0
t1 48,51 | 51,49 0 0
t2 3315 | 6582 | 0,57 0,46
10 0 | 2781 | 71,27 | 051 0,40
t1 | 29,59 | 68,46 | 0,53 1,43
2 | 31,25 | 67,89 | 0,50 0,36
11 t0 27,33 | 70,80 0,61 1,26
t1 26,54 | 71,00 | 0,64 1,82
t2 29,46 | 69,85 0,69 0,00
12 0 | 24,18 | 71,21 0 4,61
t1 :
t2 | 2895 | 68,98 | 0,59 1,46

Tabla F-5

Porcentaje de las bandas principales observadas en el perfil de clEF de formulaciones en el bloque F en t0, t1 (una
semana a 40°C) y t2 (dos semanas a 25°C)
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Forma N°. pH to t1 12

1 8,65 2,11
8,31 13,07 11,43 34,17
8,24 64,66 67,99 28,67
8,14 2,29
8,08 16,13 17,73 15,98
7,95 6,14 4,80

2 8,60 1,56 1,93 1,12
8,48 12,95 11,26 11,12
8,24 58,99 55,85 60,37
8,13 20,98 2243 18,77
7,93 3,56 6,41 6,09
8,60 1,56 1,93 1,12

3 8,56 1,56 1,69
8,34 10,88 12,85 10,83
8,18 66,93 55,35 62,00
8,02 17,28 19,04 20,13
7,89 4,91 11,21 5,35

4 8,58 1,86 1,68
8,45 13,79 10,61 12,84
8,27 65,06 51,89 61,94
8,06 19,29 18,85 25,22
7,96 6,28 4,91

5 8,60 1,35 1,78 1,45
8,45 12,35 13,63 8,59
8,27 60,12 55,07 64,28
8,07 20,50 20,35 19,73
7,94 5,69 9,17 5,95

6 8,55 1,30 1,30 1,08
8,43 13,29 13,26 13,23
8,24 54,83 56,88 61,67
8,08 20,76 19,79 17,19
7,96 9,82 8,76 6,84

7 8,57 1,28 1,41 2,40
8,44 12,08 12,63 13,05
8,27 61,50 55,33 60,70
8,08 17,55 19,48 17,43
7,94 5,93 8,92 4,25

8 8,55 1,32 0,90
8,43 11,51 12,47 10,09
8,24 62,99 54,09 63,81
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8,05 15,43 22,71 20,91
7,90 8,75 9,83 5,19
9 8,59 1,35 1,63
- 8,45 11,59 13,67 11,40
8,28 63,60 52,70 63,11
8,06 17,98 24.08 18,57
7.04 2.28 7.05 5,29
10 8,57 1,56 2,50 2,08
: 8,45 13,22 11,93 12,90
8,28 61,86 55,12 61,87
8,08 17.87 20,99 18,74
. 7,97 5,50 4,71 4.41
11 8,59 1,43 1,19 :
: 8 45 12,25 11.42 9,85
8,28 58,83 59,88 64,13
8,08 18,18 22,06 17,48
: 7,97 9,61 5,45 6,97
12 8,56 1,64 1,309 0,94
= 8,39 15,30 13,07 15,71
8,21 63,76 59,71 62,92
8,02 16,72 20,51 16,60
7.97 2,58 4,21 3,85

Resultados del bloque F

En este bloque de formulaciones, los valores de pH eran ligeramente menores que el valor objetivo de pH 5,2 (tabla
F-1). Ademas, el pH cambia en aproximadamente 0,1 unidades para la mayoria de las formulaciones cuando se mide
en t1. Estas diferencias se consideraron al construir modelos matematicos de los datos, como se discute a
continuacion.

La adicién de EDTA parece que mejora la estabilidad para la peor formulacién (Formulacién 1). Estaba menos claro
en general si aumenta la estabilidad, basandose en los datos de la SEC (Tabla F-2). Las formulaciones que contienen
concentraciones altas de Arg o Gly funcionaron todas bastante bien tras el almacenamiento (tabla F-2).

Las purezas iniciales por RP HPLC eran globalmente mas bajas de lo esperado para estas formulaciones (tabla F-3).
Tras el almacenamiento en t1 y t2, hay algunas pequerias diferencias, mostrando las formulaciones basadas en Gly y
Arg la mayor estabilidad. Basandose en los datos de RP HPLC, el EDTA no parece que sea un estabilizante
significativo (tabla F-3). Del mismo modo, el efecto de la Met parece que es minimo en la estabilidad medida por RP
HPLC o SEC, con la excepcién del contenido de monémero para la concentracion de Met mas alta (tabla F-2,
Formulacién 7).

El andlisis por CE-SDS indica que se produce muy poca degradacion tras el almacenamiento (normalmente, menos
de 1% de aumento en "Otros") (tabla F-4). Sin embargo, hay algunas formulaciones que empiezan con contenidos de
"Otros" mas altos (formulaciones 4 a 7, por ejemplo). Todas estas son formulaciones que usan una alta concentracion
de manitol (240 mM). Lo mismo parece ser cierto para las formulaciones que contienen manitol 120 mM.

En cuanto al andlisis por clEF, hay poco cambio en las intensidades relativas del pico principal, al menos de manera
sistematica que permita discernir las tendencias de estabilidad (tabla F-5). En general, los cambios son méas pequefos
ent2 que enti.

Estudios de formulaciones del bloque G

Los estudios de formulaciones del bloque G examinaban una variedad de formulaciones con combinaciones de Gly y
Arg como estabilizantes primarios (Tabla XXXIV). Ademas, se evaluaron otros dos tensioactivos (Pluronic F-68 y
polisorbato 20, PS 20) ademas de PS 80. Finalmente, se evalud un intervalo de concentraciones de PS 80.
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Tabla G-4

Porcentaje de bandas para la cadena ligera (LC), cadena pesada (HC), HC no glicosilada, y otras especies para las
formulaciones en el bloque G en 10, t1 (una semana a 40°C) y t2 (dos semanas a 25°C)

FormaN° ([Tiempo| LC | HC [ ngHC Otros
1 t0 28,55 | 70,77 | 0,50 0,17
t1 29,71 | 6942 | 0,57 0,30
t2 30,32 | 68,80 | 0,53 0,35
2 t0 37,14 | 6238 | 0,49 0,00
t1 30,31 | 6938 | 0,28 0,03
t2 3160 | 6787 | 0,53 0,00
3 t0 28,95 | 70,40 | 0,65 0,00
t1 28,17 | 70,26 | 0,58 0,99
t2 2732 | 7152 | 0,56 0,59
4 to 29,56 | 69,02 | 0,65 0,77
t1 32,19 | 66,09 | 0,53 1,19
t2 31,58 | 66,03 | 0,57 1,81
5 t0 36,54 | 62,48 | 0,56 0,42
t1 28,77 | 69,28 | 0,62 1,33
t2 23,76 | 7449 | 0,60 1,16
6 t0 29,60 | 68,61 0,58 1.2
t1 3037 | 6742 | 0,59 1,61
t2 32,27 | 66,08 | 0,59 1,06
7 t0 31,90 | 6550 | 0,63 1,97
t1 31,26 | 66,66 | 0,56 1,51
t2 31,37 | 66,64 | 0,67 1,31
8 t0 31,04 | 67,38 | 054 1,04
t1 30,34 | 6799 | 0862 1,05
£2 30,21 | 67,63 | 0,68 1,48
9 t0 33,12 | 6534 [ 0,67 0,94
t1 34,01 | 63,97 | 0,56 1,46
t2 3447 | 63,77 | 0,57 1,19
10 t0 36,78 | 61,61 0,54 1,07
1 M [ 3925 | 5866 | 053 | 156
t2 32,83 | 6542 | 055 n2
11 t0 36,37 | 61,97 | 0,54 A1
t1
t2 34,97 | 63,14 | 0,54 1,36
12 t0 34,26 | 64,16 | 0,52 1,05
t1
t2 34,90 | 63,35 | 0,56 1,19

Tabla G-5

Porcentaje de las bandas principales observadas en el perfil de clEF de formulaciones en el bloque G en t0, t1 (una
semana a 40°C) y t2 (dos semanas a 25°C)
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IForma N° pH t0 1 t2
1 8,563 1,24 1,21
8,36 14,30 12,69 13,67
8,24 64,03 53,50 60,30
8,14
8,01 15,77 9,32 19,12
7,86 3,73 3,35 4,48
2 8,52 1,06 1,37 0,88
8,35 13,10 13,30 12,53
8,16 66,28 50,68 57,99
7.97 17,14 19,60 21,55
7,83 2,42 4,78 4,92
3 8,51 0,65 0,65 1,03
8,34 13,31 14,00 15,31
8,16 65,13 59,04 60,70
8,14
7,98 17,26 18,90 17,56
7,82 2,89 5,68 4,16
4 8,36 1,87 2.43 1,00
8,19 7,74 10,89 11,69
7,99 61,91 54,27 59,10
7.82 20,94 22,72 19,81
7,66 6,35 7,98 6,92
5 8,44 1,79 0,95 071
8,26 13,33 12,85 10,43
8,06 61,67 59,94 60,12
7,88 17,49 21,08 20,82
7,69 4,02 4,50 6,50
6 8,36 1,71 4,76
8,21 12,37 12,93 10,95
8,04 62,53 54,16 | 56,48
7,87 19,24 26,08 17,97
7,64 4,15 207 6,50
7 8,54 0,77 1,19 0,79
8,34 7,15 12,32 13,15
8,17 54,73 42,64 60,58
8,02 22,18 29,90 17,28
7,83 7,12 11,47 477
7,69 1,41 2,48 2,11
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Forma N°, pH t0 t1 t2
8 8,55 1,04 2,11
8,39 7,28 10,69 14,82
8,23 64,01 57,42 55,68
8,05 20,81 23,86 23,76
796 679’ 5,47 TBTA
9 8,54
8,48 10,99 7,91
8,31 53,85 61,43
8,17 31,58 23,83
7,99 8,82
7,85 3,58 3,27
10 8,50 0,95 2,16 :
8,36 9,10 10,65 16,79
8,18 59,02 55,35 58,56
8,02 23,76 24,79 25,66
7,87 5,83 7,05
11 8,58 2,08 1,68
8,40 9,74 10,05 9,67
8,21 62,70 56,96 57,36
8,05 21,39 24,14 2518
7,99 5,24 6,77 6,11
12 8,54 1,67 f
8,37 15,99
5.02 T8AAG
8,02 15,41
7,82 3,75
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Resultados del bloque G

Todos los valores de pH estaban cerca de los valores objetivo (tabla G-1), con cambios relativamente pequerios
ocurridos tras el almacenamiento. Parece que hay cierta preferencia en términos de polisorbatos frente a F-68 en
términos de estabilidad, medido por SEC (tabla G-2). Sin embargo, las diferencias son relativamente pequefias. Parece
que las formulaciones de succinato (Formulaciones 9 y 10) iban razonablemente bien en cuanto al contenido de
monomero retenido.

Los datos de RP HPLC estan todos muy cerca, lo que hace que cualquier determinacion de diferencias de estabilidad
sea practicamente imposible (tabla G-3). Estos datos solo seran interpretables cuando se examinen en el contexto
mas amplio de todos los bloques de estudios de cribado.

Los resultados de CE-SDS sugieren que PS 20 es el mejor estabilizante en una concentracion de 0,1% para la
formulacion de Humira® (Formulaciones 1 a 3) (tabla G-4). De lo contrario, las diferencias parecen ser demasiado
pequenias y variables para sacar cualquier conclusion general.

Como se ha visto antes, los resultados para los datos de clEF son suficientemente variables como para dificultar la
interpretacién (tabla G-5). Parece que los cambios son mas pequefios en las formulaciones de Gly/Arg que para las
formulaciones que usan otros estabilizantes, como el manitol. No obstante, en general, la estabilidad por clEF parece
que es bastante buena para muchas de las formulaciones en este estudio.

Estudios del bloque G (F/T y agitacion).

Para una formulacién liquida, es importante evaluar la sensibilidad a la tension interfacial. Se seleccionaron dos tipos
de estudios de tension. El primero es agitacion a 150 rpm en un agitador orbital durante 24 horas a 2-8°C. El segundo
es cinco ciclos sucesivos de congelacién y descongelacion (F/T), donde este ciclo deberia generar cantidades
crecientes de proteina dafada, si la proteina es sensible al dafo interfacial. Se seleccionaron cuatro formulaciones
del bloque G para la evaluacion, y se resaltan en texto en azul en negrita en la tabla G-6.

Tras ciclos repetidos de F/T, hay una disminucion muy pequefna en el contenido de monémero para todas las
formulaciones ensayadas (tabla G-7). Por lo tanto, parece que hay poca sensibilidad interfacial por esta tensiéon y que
la presencia de PS 80 no es critica para la proteccién. En cuanto a las muestras agitadas, las pérdidas son incluso
menores. Las tendencias en los datos de RP HPLC son esencialmente las mismas (tabla G-7). Hay pocas pérdidas,
si es que hay alguna, en la pureza tras la exposicién a la tension interfacial.

Estudios de formulaciones del bloque H
Las formulaciones del bloque H se centraban en tres aspectos de la formulacion de adalimumab: (1) concentraciones

de proteinas més altas, (2) formulaciones sin tampones presentes (aparte de la proteina) y (3) el uso de varias
combinaciones de tampones ademas de citrato-fosfato (Véase la tabla H).
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Tabla H
Tabla H-4

Porcentaje de bandas para la cadena ligera (LC), cadena pesada (HC), HC no glicosilada, y otras especies para las
formulaciones en el bloque H en t0, t1 (una semana a 40°C) y t2 (dos semanas a 25°C)

‘FormaN° |Tiempo| LC | HC | ngHC Otros
1 t0 32,87 | 65,48 0,54 1,11
t1 28,08 [ 70,09 0,58 1,25
t2 | 52,57 | 47,43 | 0,00 0,00
2 0 36,20 | 62,40 0,55 . 0,86
t1 29,64 | 68,68 0,57 . 1,11
2 43,08 | 55,23 4,57 - 1,10
3 t0 34,70 | 63,55 57 1,18
t1 28,24 | 69,72 0,61 1,567
t2 34,25 | 63,97 | 067 1,11
4 t0 41,04 | 57,61 0,51 - 0,84
t1 27,58 | 70,65 0,62 1,15
t2 34,14 | 64,01 0,60 1,28
5 t0 37,64 | 60,77 0,50 1,09
t1 28,07 | 70,02 | 061 1,30
t2 37,67 [ 60,76 0,55 1,02
t1 2767 | 7018 0,50 1,64
t2 34,07 | 6349 0,62 - 1,81
7 t0 30,38 | 69,10 0,53 0,00
t1 27,14 | 70,55 0,62 1,69
t2 46,41 | 51,27 g,00 2,38
8 t0 | 2846 | 71,19 | 0,35 0,00
t1 30,05 | 68,71 0,55 0,69
we  w  w 2 1.34,14 | 6387 t 063 ... 1,25
9 t0 27,74 | 70,63 0,60 1,03
t1 2748 | 70,48 | 0,61 1,43
t2 36,56 | 61,58 0,49 1,36
10 t0 ]
t1 27,68 | 70,46 0,60 1,24
t2 ’
11 t0 2764 [ 70,83 0,57 1,13
t1 31,85 | 66,08 | 061 1,46
t2 38,58 [ 59,26 0,52 1,64
12 t0_ | 2948 | 6855 | 058 1,40
t1 29,53 | 6868 058 1,40
t2 30,64 | 68,20 0,70 0,46

Tabla H-5

Porcentaje de las bandas principales observadas en el perfil de clEF de formulaciones en el bloque H en t0, t1 (una
semana a 40°C) y t2 (dos semanas a 25°C)
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Forma N°. pH t0 t1 12
1 8,55 1,20 1,17 1,21
8,39 9,57 5,57 8,23
8,23 46,84 38,18 39,78
7,99 13,67 12,64 11,62
7,81 6,93 4,61 3,70
2 8,43 1,17 1,06 1,38
8,26 8,97 8,15 8,38
8,09 45,46 40,27 39,95
7,87 13,37 16,45 8,77
7,72 5,47 5,39 9,55
; 7,58 1,64 1,82 3,33
3 8,36 0,80 0,74 0,61
8,16 6,02 6,03 7,30
7,98 35,60 35,58 37,24
7,83 11,75 14,10 13,15
7,64 2,17 478 2,00
7,51 1,23 1,81
4 8,40 0,82 0,74 0,30
: 8,22 7,87 7,38 6,29
8,04 42,46 34,42 35,89
: 7,89 14,44 13,71 11,34
: 7,71 3,18 3,31 2,69
f 7,56 0,08 0,95
5 8,42 0,82 1,02
8,25 7,22 5,09
8,07 34,68 28,99
7,91 2,67 3,63
7.86 10,63 7,83
7,72 2,52 2,05
6 8,42 1,17 1,28 1,22
8,23 9.88 8,56 7,90
8,09 4526 40,45 40,80
7,94 13,23 16,50 13,28
7 8,59 1,79 1,45 1,90
8,45 11,74 11,32 11,51
8,28 59,90 61,63 56,22
8,05 20,34 19,49 22,98
7,92 6,24 6,11 7,39
8 8,58 1.59 2,04 1,38
8,44 11,86 12,83 12,12
8,26 61,08 60,20 63,05
8,05 20,21 24,03 23,45
7,88 5,25 ; 6,55
9 8,61 1,22 1,42 1,21
8,48 12,47 12,36 11,00
8,33 56,64 54,59 55,34
8,10 23,37 23,81 25,31
7,94 6,30 7,83
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Resultados del bloque H

La estabilidad del pH de estas formulaciones era aceptable (<0,1 unidades), excepto para las formulaciones 4 y 5.
Estas son las formulaciones sin tampo6n que usan Gly y Arg como estabilizantes (tabla H-1). También habia un ligero
aumento en el pH para la formulacién 1 (la formulacion de Humira® en una concentracion de proteina de 100 mg/ml).

La estabilidad de las formulaciones del bloque H se controlé usando SEC y RP HPLC. Hay poca pérdida en contenido
de mondmero, y la Formulacion 1 parece ser la menos estable por SEC (tabla H-2). Con 100 mg/ml de API biosimilar
de adalimumab, la formulacion tamponada con histidina que contiene Gly y Arg parece que es bastante estable. En
general, parece que la mejor combinacion de tampones es His-succinato (Formulaciones 7 y 12). Las formulaciones
sin tampon con Gly y Arg también muestran estabilidad aceptable (tabla H-2). Los datos de RP HPLC indican que las
formulaciones sin tampén (4 y 5) pueden no funcionar tan bien como se muestra por SEC (tabla H-3), con
disminuciones medibles en pureza, pero se cree que son satisfactorias para obtener una formulacién que tenga
estabilidad a largo plazo.

Los datos de CE-SDS detectan el menor cambio en la Formulacién 12, que es una formulacién de His-succinato (tabla
H-4). El mayor cambio en t1 ocurre con la Formulacién 7, que también es una formulacién de His-succinato, pero que
usa manitol y NaCl como modificadores de la tonicidad.

Modelizacion por PLS
Método de PLS

Los datos para las formulaciones de adalimumab en los Bloques A a H se analizaron juntos usando un método
quimiométrico denominado minimos cuadrados parciales (PLS).

Se han publicado descripciones detalladas de la modelizacion por PLS. Véase, por ejemplo, Katz, M.H. Multivariate
Analysis: A Practice Guide for Clinicians. Cambridge University Press, New York, pag. 158-162 (1999); Stahle, L.,
Wold, K., Multivariate data analysis and experimental design in biomedical research. Prog. Med. Chem. 1988, 25: 291-
338; Wold S. PLS-regression: a basic tool of chemometrics. Chemom. Intell. Lab. Syst. 2001, 58: 109-130; y Martens,
H.; Martens, M. Multivariate Analysis of Quality: An Introduction, Wiley and Sons, Chichester, UK (2001).

Para cualquier matriz grande de valores, donde hay un nimero razonable de muestras (que forman juntas la llamada
matriz X), se pueden construir modelos matematicos que expliquen la mayor cantidad de varianza en la(s) variable(s)
dependiente(s) de interés (lamatriz Y). La mejor descripcion individual de la relacién entre la variacion en la matriz X
y el punto final (la matriz Y) se llama el primer componente principal, PC1. El siguiente componente importante (en
términos de describir la varianza en la matriz Y) se llama el segundo componente principal, PC2, y asi sucesivamente.
Muy a menudo, solo se requieren uno o dos PC para explicar la mayor parte de la varianza en la matriz Y. Cada uno
de estos PC contiene alguna contribuciéon de cada una de las variables en la matriz X. Si una variable dentro de la
matriz X contribuye en gran medida a la construccion de un PC determinado, entonces se clasifica como significativo.
De hecho, se pueden calcular los coeficientes de regresion para cada variable en la matriz X para un modelo dado,
donde un modelo es la combinacién de un cierto nimero de PC con el fin de proporcionar una descripcién adecuada
de la matriz Y. En resumen, PLS toma informacion de la matriz X, calcula el nimero deseado de PC y construye un
modelo adecuado. El modelo que incluye todas las muestras se denomina un modelo de calibracion [1,2]. El coeficiente
de determinacion global (r?) indica la calidad del modelo. Todos los célculos de PLS se realizaron usando el software
Unscrambler® (CAMO, Corvallis, OR). Un andlisis de PLS hecho con una sola variable en la matriz Y se denomina
andlisis PLS1. La construccion de un modelo que se ajuste a mdltiples variables en la matriz Y se llama analisis PLS2.

Se realizé una validacién cruzada completa en todos los modelos de calibracion usando técnicas estandar.
Brevemente, se saca una muestra cada vez, el conjunto de datos se recalibra y se construye un nuevo modelo. Este
procedimiento se repite hasta que todas las muestras de calibracion se sacan una vez y se cuantifican como un modelo
de validacion. Por lo tanto, el primer conjunto, que contiene todas las muestras, se denomina conjunto de calibracion
y el de después de la validacion cruzada, conjunto de validacion. El algoritmo jack-knife (Véase, Martens et al) se us6
para determinar la significacién estadistica de cualquier factor usado en la construccion de los modelos de PLS
descritos antes.

Modelizacion por PLS de formulaciones de adalimumab
(Blogues B, C y D)
(Véase las figuras 3 a 12)

Nota: Los gréaficos de superficie PLS representados en figuras 3 a 12 se basan en los datos obtenidos de los Bloques
B, C y D. Lo siguiente es una discusién de los hallazgos reflejados en los graficos de superficie PLS que se muestran
en figuras 3 a 12.
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Modelo 1 de PLS - Figura 3.

La figura 3 contiene una representacién del contenido de mondémero en t1 (modelo 1) en funcién de las
concentraciones de citrato y fosfato. El pH se ha fijado en 5,2. El modelo indicaba que el fosfato y el citrato por si
mismos eran desestabilizantes débiles (no con significacién estadistica), junto con el tartrato y maleato. En
comparacion, el succinato, que es estructuralmente similar al citrato, tartrato y maleato, era un estabilizante débil. El
Unico tampén que se encontré que era un estabilizante significativo era la histidina. Ninguno de estos hallazgos se
podria haber predicho basandose en la bibliografia o el examen de la estructura quimica de cada tampén. El modelo
también indicaba que cuando el tamp6n de citrato y fosfato se usan juntos, la formulacién es menos estable. Si solo
se usa un unico tampoén, en especial fosfato, la estabilidad mejora. Esto es sorprendente ya que el fosfato tiene poca
0 ninguna capacidad de tampdn a pH 5,2, mientras que el tampén de citrato si. No se podria haber predicho ninguno
de estos comportamientos basandose en lo que se sabia en la técnica.

Modelo 2 de PLS - Figura 4.

La figura 4 contiene una representacién del contenido de monémero en t2 (modelo 2). Asimismo, se construyé un
modelo usando el contenido de mondémero por SEC en t2 como punto final. Este modelo también demostraba que la
estabilidad es la mas baja cuando se usan citrato y fosfato juntos. La estabilidad mas baja se mostré cuando el citrato
esta por encima de 10 mM y el fosfato esta entre 5 y 15 mM. La estabilidad mejora cuando la concentracion de citrato
disminuye y/o la concentracién de fosfato disminuye o aumenta. Estos hallazgos sugieren que se prefiere una
composicion de tampén Unico. Se observa la misma tendencia en la estabilizacién del tampén que con el Modelo 1 de
PLS, siendo el citrato y fosfato estabilizantes débiles (no estadisticamente significativos), mientras que la histidina es
un estabilizante fuerte (estadisticamente significativo).

Modelo 1 de PLS - Figura 5.

La figura 5 es un modelo de PLS 1 que muestra el efecto de la histidina y la glicina en la estabilidad de las
formulaciones. Contiene una representacion del contenido de monémero en t1 (modelo 1). Este modelo indicaba que
la combinacion de histidina y glicina daba muy buenos resultados de estabilidad. Se determin6 que tanto la histidina
(His) como la glicina (Gly) eran estabilizantes. La menor estabilidad en la superficie de respuesta (mostrada en azul)
es cuando hay la concentracién mas baja de His y Gly. El efecto de la His en la estabilidad es mayor, proporcionando
con His 20 mM que proporciona una estabilizacién comparable a la Gly 120 mM (obsérvense las esquinas opuestas
del grafico). El modelo indica que habra un beneficio adicional para la estabilidad usando ambos excipientes, con la
mayor estabilidad cuando la concentraciéon de His es 20 mM y la concentracion de Gly es 120 mM.

Modelo 1 de PLS - Figura 6.

La figura 6 es un modelo 1 de PLS que muestra el efecto de la arginina y el sorbitol en la estabilidad de las
formulaciones. Contiene una representacion del contenido de monémero en t1 (modelo 1). Este modelo indicaba que
la arginina era un buen estabilizante, mientras que el sorbitol era un estabilizante malo. Del mismo modo, la arginina
(Arg) proporciona un grado de estabilizacién similar al encontrado para la Gly. La peor estabilidad segun indica este
modelo es cuando la concentracion de Arg es baja y la concentracién de sorbitol es baja (el area azul del grafico). A
medida que aumentan las concentraciones de cada excipiente, aumenta el contenido de monémero en t1. El efecto
del sorbitol es aproximadamente lineal con la concentracion, mientras que el efecto de la Arg parece que aumenta
mas rapidamente una vez que la concentracién supera 60 mM. Aunque se predice que el sorbitol aumenta la
estabilidad de adalimumab en términos de contenido de mondmero retenido, su capacidad para aumentar la
estabilidad es menor que la encontrada para la Gly y Arg (base molar)

Modelo 1 de PLS - Figura 7.

La figura 7 es un modelo 1 de PLS que muestra el efecto del pH y la histidina sobre la estabilidad de las formulaciones.
Contiene una representacion del contenido de monémero en t1 (modelo 1). Este modelo indicaba que la histidina
parece que es el mejor tampén, mientras que el pH deberia ser preferiblemente de 5 0 mas para una mejor estabilidad.

Modelo 2 de PLS - Figura 8.

La figura 8 es un modelo 2 de PLS que muestra el efecto del pH y la histidina en la estabilidad de las formulaciones.
Contiene una representacion del contenido de monémero en t2 (modelo 2). Este modelo indicaba que la histidina
parece que es el mejor tampén, mientras que el pH deberia ser preferiblemente de 5 0 mas para una mejor estabilidad.
Los resultados indican que el pH éptimo esté cerca de 5,2. De todos los tampones que se examinaron, la histidina
proporciona el mayor grado de estabilizacion. Esta superficie de respuesta ilustra dos puntos importantes. Primero, la
estabilidad parece ser maxima cerca de pH 5,2, disminuyendo a un pH mas alto y méas bajo. Segundo, se muestra que
la histidina proporciona un aumento significativo en la estabilidad. Cuando se usa histidina 20 mM, proporciona un
aumento notable en la estabilidad en concentraciones de tampén mas bajas. De hecho, el efecto parece que es no
lineal, produciéndose mas estabilizacion de 10 a 20 mM que de 0 a 10 mM. Ademas, la pérdida de estabilidad es mas
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abrupta a un pH mas alto que a un pH mas bajo.
Modelo 2 de PLS - Figura 9.

La figura 9 es un modelo 2 de PLS que muestra el efecto de la trehalosa y PS80 en la estabilidad de las formulaciones.
Contiene una representacion del contenido de monémero en t2. Este modelo indicaba que la trehalosa parece que es
un estabilizante débil, mientras que PS80 mejora la estabilidad térmica. La superficie de respuesta mostrada en la
figura 9indica que PS 80 es un potente estabilizante para proteger adalimumab contra el estrés térmico,
proporcionando una concentracion de 0,1% la maxima estabilidad. La concentracion de PS 80 no ha variado mas que
a 0y 0,1%. En comparacién, este modelo muestra que el efecto estabilizante de la trehalosa es bastante pequerio,
ciertamente menor que lo que se observaba con sorbitol.

Modelo 2 de PLS - Figura 10.

La figura 10 es un modelo 2 de PLS que muestra el efecto del manitol y PS80 en la estabilidad de las formulaciones.
Contiene una representacion del contenido de monémero en t2 (modelo 2). Este modelo indicaba que el manitol parece
que es un desestabilizante, mientras que PS80 mejora la estabilidad térmica. El modelo de PLS que usa el contenido
de monomero por SEC en t2 permite examinar los efectos relativos de cualquiera de los factores incluidos en el
modelo. A medida que aumenta la concentracion de manitol, disminuye la estabilidad general. En comparacion, el
impacto de PS80 en la estabilidad es bastante pequerio.

Modelo 1 de PLS - Figura 11.

La figura 11 es un modelo 1 de PLS que muestra el efecto del manitol y el NaCl sobre la estabilidad de las
formulaciones. Contiene una representacion del contenido de monémero en t1 (modelo 1). Este modelo indicaba que
el manitol y el NaCl parece que son desestabilizantes. La estabilidad, indicada por el contenido de monémero en t1,
es la mas baja cuando la concentraciéon de manitol esta en cualquier punto por debajo de 150 mM. Asimismo, la adicién
de NaCl también disminuye la estabilidad del adalimumab.

Modelo 1 de PLS -Figura 12.

La figura 12 es un modelo 1 de PLS que muestra el efecto del EDTA y la metionina en la estabilidad de las
formulaciones. Contiene una representacion del contenido de mondmero en t1. En el caso de EDTA, la estabilidad
disminuye ligeramente a medida que aumenta la concentracion de este aditivo. En contraste, la adicién de Met parece
que mejora la estabilidad.

Modelizacion de PLS de formulaciones de adalimumab para los bloques Ba G
(Véanse las figuras 13 a 28)
El primer modelo de PLS ("Modelo A de PLS)

El primer modelo PLS (Modelo A de PLS) usaba la diferencia en el contenido de monémero en t1 como punto final. El
modelo usaba tres PC y tenia un coeficiente de correlacién para el conjunto de calibracién de 0,83 y un valor r de 0,67
para el conjunto de validacion. Era un modelo cuadratico que incluia términos de interaccién pH-tampdn y tampon-
tampon.

Tabla J
Coeficientes del "modelo A" de PLS
Factor valor r
pH t0 0,041
proteina -0,025
citrato +0,123
fos +0,267
succinato -0,089
histidina -0,174
acetato -0,053
| glicina -0,190
| arginina -0,128
sorbitol -0,003
trehalosa +0,020
manitol -0,104
NaCl +0,250
F68 +0,018
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Coeficientes del "modelo A" de PLS

Factor valor r
PS 20 +0,021
PS 80 -0,152
EDTA +0,112
Met -0,062

Nota: Los coeficientes de correlacién globales para cada factor lineal se incluyen en el primer modelo de PLS
(Modelo A de PLS) usando la diferencia en el contenido de monémero por SEC en t1 como criterio de valoracién.
Los factores que se consideran estadisticamente significativos se destacan en texto en negrita.

La calidad del modelo es aceptable, considerando los coeficientes de correlaciéon de los conjuntos de calibracion y
validacioén. Los coeficientes de correlacion globales para los diversos factores incluidos en el modelo se resumen en
la Tabla J. Obsérvese que los términos cuadraticos y de interaccion no se dan aqui. Puesto que el criterio de valoracion
es la diferencia en el contenido de monémero, se desea minimizar este valor. Por lo tanto, los estabilizantes presentan
coeficientes de correlacion negativos, mientras que los desestabilizantes tienen valores r positivos. De los
estabilizantes, la His, Gly, Arg y PS 80 son los mas potentes, aunque el manitol y el succinato también tienen un efecto
estabilizante (tabla J). A la vez, hay algunos desestabilizantes significativos, como NaCl, citrato y fosfato. Tenga en
cuenta que estos modelos son una combinacion de todos los datos de estabilidad recogidos en los distintos bloques
de formulaciones, de A a H, y las formulaciones individuales pueden variar del modelo. Aunque la tabla de coeficientes
de correlacion es util para medir los efectos de varios factores, no captura los efectos no lineales y de interaccion, por
lo que es util ver las superficies de respuesta para examinar los efectos de varios parametros con mayor detalle, como
se muestra en las superficies de respuesta que se reproducen en las figuras 13 a 28.

Discusién del Modelo A de PLS - Figura 13y 14.

La patente Krause '583 describe el sistema de tampdn de citrato-fosfato como parte integral de la estabilidad del
producto. Los estudios de los autores de la invencién muestran que este no es el caso. La peor estabilidad se
produciria cuando estos dos tampones se usaran en combinacion y el efecto empeoraria a medida que aumentaran
las concentraciones de tampon, segin este modelo (Figura 13[1]). La superficie de respuesta indica que el fosfato y
el citrato son igualmente desestabilizantes, al contrario de algunas observaciones anteriores, pero la naturaleza
cuantitativa de estas superficies debe considerarse con cuidado ya que incluyen datos de todas las formulaciones de
los Bloques B a H.

El efecto del pH y la His se muestra en Figura 14. Muestra que la His es desestabilizante a pH bajo, donde esta
claramente fuera de la capacidad de tamponamiento de la His. De nuevo, este resultado es una funcién de todas las
observaciones de pH en este estudio, no solo las que implican His (aunque esto podria hacerse). De acuerdo con esta
superficie de respuesta, el pH 6ptimo puede estar mas cerca de 5,4 que de 5,2, aunque la superficie es relativamente
plana a lo largo de esta regién, lo que indica una superficie de respuesta poco profunda de pH 5 a 5,4 (Figura 14)

Discusién del Modelo A de PLS - Figura 15

La superficie de respuesta para la Gly y Arg se muestra en Figura 15. Los estudios muestran repetidamente que estos
dos aminod&cidos pueden ser estabilizantes potentes de adalimumab. Obsérvese que la diferencia minima en el
contenido de mondémero (es decir, la parte azul de la superficie) se alcanza con Arg 100 mM, pero con Gly 200 mM,
lo que sugiere que la Arg puede ser el mejor estabilizante para adalimumab a pH 5,2.

Discusién del Modelo A de PLS - Figura 16

La superficie de respuesta final mostrada para el modelo A de PLS es para el efecto del NaCl y PS 80 (Figura 16)
Muestra que la estabilidad de adalimumab disminuye con la adicién de NaCl, en especial por encima de 100 mM.
Mientras tanto, PS 20 proporciona una estabilidad significativa cuando se usa por encima del 0,04%.

El segundo modelo de PLS (modelo B de PLS)

El segundo modelo PLS (Modelo B de PLS) usaba el contenido de monémero ent1 y en t2 como criterios de valoracion.
El modelo usaba cuatro PC y tenia un coeficiente de correlacién para el conjunto de calibracion de 0,82 y un valor r
de 0,67 para el conjunto de validacion. Era un modelo cuadratico que incluia términos de interaccion pH-tampén y
tampdn-tampén. En términos de calidad del modelo, este es comparable al primer modelo A de PLS descrito antes.
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Tabla K (L)

Coeficientes de correlacion del "modelo B" de PLS

Factor valor r
pH -0,086
proteina +0,030
citrato -0,079
fos -0,157
succinato +0,060
histidina +0,185
acetato +0,063
glicina +0,126
arginina +0,150
sorbitol +0,025
trehalosa +0,006
manitol +0,014
NaCl -0,215
F68 -0,044
PS 20 -0,028
PS 80 +0,227
EDTA -0,097
Met +0,096

Los criterios de valoracién para el modelo B de PLS son los contenidos totales de monémero tanto en t1 como en t2.
Por lo tanto, se deseara maximizar estos valores. Esto significa que los estabilizantes con coeficientes de correlacion
positivos y los desestabilizantes presentaran valores r negativos (tabla K). Al igual que con el modelo anterior, el citrato,
fosfato y NaCl son desestabilizantes significativos. Por otro lado, la His, Gly Arg y PS 20 son potentes estabilizantes.
En este modelo, la trehalosa, sorbitol y manitol tienen muy poco efecto. Las principales diferencias son que el pH
ahora es un factor significativo y que el EDTA es un desestabilizante significativo, mientras que parece que la Met es
también un estabilizante.

Discusién del Modelo B de PLS - Figura 17

Este modelo sugiere que la adicion de citrato tiene poco efecto en la estabilidad si no hay fosfato (véase el borde
posterior de la superficie de respuesta de la figura 5). Por otro lado, el fosfato afiadido disminuye el contenido de
monomero (véase el borde de la derecha) y la combinacion es todavia mas desestabilizante (Figura 5). Por lo tanto,
la combinacion de tampones de citrato-fosfato no es efectiva para estabilizar adalimumab, al contrario de lo que ensefia
la patente '583. El efecto desestabilizante del fosfato es aproximadamente tres veces mayor que para el citrato segun
este modelo.

Discusién del Modelo B de PLS - Figura 18

El uso de His a pH bajo tiene poco efecto o efectos perjudiciales (Figura 18[6\). Sin embargo, cuando se usa a pH 5,2
o superior, la His proporciona un aumento significativo en la estabilidad (medido por el contenido de monémero por
SECQC).

Discusién del Modelo B de PLS - Figura 19

La superficie de respuesta para la Gly y Arg se muestra en la Figura 19. Incluir ambos estabilizantes en
concentraciones altas seria beneficioso para la estabilidad, pero poco practico por razones de tonicidad. Parece que
la Arg es el estabilizante mas potente en este modelo en comparacion con la Gly, donde una concentracion de Arg de
75 mM tiene el mismo efecto que la Gly ~120 mM. El modelo indica que uno solo funcionaria bien o que una
combinacion también seria efectiva.

Discusién del Modelo B de PLS - Figura 20

El modelo B de PLS muestra un efecto modesto del manitol en la estabilidad, mientras que el PS 80 es un estabilizante
efectivo por encima de concentraciones cercanas a 0,05% (Figura 20). Por lo tanto, se podria concluir de estos datos
que una formulacion estable podria estar compuesta de manitol 240 mMy PS 80 al 0,1% a pH 5,2.

Discusién del Modelo B de PLS - Figura 21

Alo largo del proyecto, parece que el NaCl es un desestabilizante de adalimumab, en especial cuando la concentracion
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alcanza los 100 mM o mas, como se muestra en esta superficie de respuesta (Figura 21). Aunque solo se ensayaron
algunas formulaciones que incluian EDTA, parece que este excipiente es desestabilizante, a menos que la
concentracién fuera ~0,1%. También se observé que el efecto de la Met era favorable con respecto a la estabilidad,
pero no demostrd ser un efecto significativo, probablemente porque se evaluaron relativamente pocos ejemplos.

Discusién del Modelo B de PLS - Figura 22

La superficie de respuesta final del modelo B de PLS que hay que considerar es el efecto del succinato y la His (Figura
22). El modelo incluia todas las interacciones de tampdn-tampon relevantes. Esta superficie muestra que el succinato
tiene poco efecto o incluso efectos perjudiciales por si solo (véase el borde frontal del grafico). Sin embargo, en
conjunto con la His demuestra que aumenta la estabilidad general (p. ej., obsérvese el borde posterior de la superficie).
Por lo tanto, parece que un sistema de tampdn de His-succinato es el mas favorable de todas las combinaciones de
tampones ensayadas hasta la fecha.

El tercer modelo de PLS (modelo C de PLS)

El tercer modelo C de PLS usaba la diferencia en porcentaje de pureza por RP HPLC en t1 como criterio de valoracion.
El modelo usaba dos PC y tenia un coeficiente de correlacion para el conjunto de calibracion de 0,86 y un valor r de
0,67 para el conjunto de validacion. Era un modelo cuadratico que incluia términos de interaccion pH-tampdn y tampén-
tampon. En términos de calidad del modelo, esto es muy similar al modelo anterior.

Tabla L

Coeficientes de correlacion del "modelo C" de PLS

Factor valor r
pH -0,115
proteina -0,139
citrato +0,014
fosfato +0,084
succinato -0,051
histidina -0,075
acetato +0,159
glicina -0,096
arginina -0,045
sorbitol +0,029
trehalosa +0,020
manitol -0,060
NaCl +0,068
F68 -0,047
PS 20 -0,067
PS 80 -0,028
EDTA +0,099
Met -0,015

El modelo C de PLS demuestra que la RP HPLC indica la estabilidad, aunque la sensibilidad puede ser menor que
para SEC. El modelo encuentra que tanto el fosfato como el citrato son desestabilizantes, siendo el efecto del fosfato
estadisticamente significativo (Tabla LI). Del mismo modo, el acetato es un desestabilizante fuerte como lo es el EDTA.
Se muestra que tanto la Gly como la Arg son estabilizantes, pero los efectos no se consideran estadisticamente
significativos. Se encontrd que solo la His era un estabilizante significativo (junto con la concentracién de proteina).

Discusién del Modelo C de PLS - Figura 23

La superficie de respuesta para el citrato y fosfato a pH 5,2 se muestra en Figura 23[11]. Ambos tampones son
desestabilizantes (siga los bordes frontal e izquierdo del grafico). Por encima de concentraciones de ~10 mM, la
combinacion se vuelve bastante desestabilizante. En general, se predice que el fosfato es mas desestabilizante segun
este modelo (Figura 11).

Discusién del Modelo C de PLS - Figura 24

Como se ha visto en modelos anteriores, la estabilidad del adalimumab disminuye a medida que el pH se reduce a
menos de 5,0 (Figura 12). En este modelo, el efecto estabilizante de la His se observa en todos los valores de pH,
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pero es mas pronunciado cuando el pH es mas bajo.
Discusién del Modelo C de PLS - Figura 25

Los efectos de la Gly y Arg se ven en la figura 25. Ambos excipientes disminuyen la pérdida de pureza a medida que
aumenta la concentracién y se predice que seran mas o menos equipotentes, segun las pendientes a lo largo de los
bordes de la superficie de respuesta. De lo contrario, parece que se necesita menos Arg (75 mM) para lograr una
pérdida de pureza éptima (la regién azul del grafico) que para la Gly (~200 mM).

Discusién del Modelo C de PLS - Figura 26

El efecto del manitol y PS 80 se ve en la superficie de respuesta en la figura 26[14]. Esta claro que la estabilidad
quimica mejora mucho al afadir PS 80, en especial en concentraciones superiores a 0,04%. Mientras tanto, el manitol
también es estabilizante, pero incluso el manitol 240 mM tiene menos efecto que una pequefia cantidad de
tensioactivo.

Discusién del Modelo C de PLS - Figura 27

Aunque se cree que el manitol es un estabilizante en la formulacién de Humira®, el NaCl es claramente un
desestabilizante, tanto en este modelo (véase la figura 27[15]) como en modelos de PLS previos. El efecto es
sustancial cuando la concentracion de NaCl supera 75 mM o similar.

Discusién del Modelo C de PLS - Figura 28

La superficie de respuesta final del modelo C de PLS se ve en la figura 28[16] que describe los efectos del pH y la
concentracién de proteinas. Como se ha visto antes, la estabilidad es la mejor cuando el pH esta por encima de 4,8 o
5,0. En cuanto al efecto de proteina, este modelo predice que la estabilidad, basada en RP HPLC, es mejor a
concentraciones de proteina mas altas. Se observd una tendencia similar, aunque bastante débil, para los datos de
SEC (contenido de mondémero en t1 y t2). Por lo tanto, puede ser posible lograr perfiles de estabilidad similares en
concentraciones de 100 mg/ml como se podria obtener con 50 mg/ml.

Resumen de los hallazgos para los bloques A a H

Los estudios de formulaciones en los Bloques A a H evaluaban las formulaciones de adalimumab almacenadas a
temperatura elevada y mantenidas durante una semana a 40°C o durante dos semanas a 25°C. La estabilidad se
control6 usando SEC, RP HPLC, clEF y CE-SDS.

El pH éptimo parece que es 5,2 £ 0,2. De todas las composiciones tampén ensayadas, la combinacién de citrato-
fosfato es inferior a casi cualquier otro sistema de tampdén evaluado, por lo tanto, un aspecto importante de la presente
invencion es evitar este sistema de tampdén combinado por completo. El mejor tampén individual parece que es la His,
mientras que un tampoén de His-succinato también ofrece muy buena estabilidad. Incluso los sistemas sin tampones,
que dependen de la capacidad de la proteina para tamponar la formulacion, parece que tienen perfiles de estabilidad
aceptables en condiciones de estrés acelerado.

De todos los estabilizantes/modificadores de tonicidad evaluados, tanto la Arg como la Gly producen una muy buena
estabilizacion de adalimumab. Ambos funcionan mejor que el manitol. El manitol parece que es un estabilizante, sin
embargo, se ha descubierto que, si se usa, debe ser en las concentraciones mas altas posibles, pero en cualquier
caso superiores a aproximadamente 150 mM, y lo mas preferiblemente a o superiores a aproximadamente 200 mM.
En comparacion, el NaCl es claramente un desestabilizante, en especial cuando las concentraciones superan 75-100
mM; por lo tanto, el NaCl, si esta presente, se debe controlar a niveles inferiores a aproximadamente 75 mM. Otros
polioles, tales como el sorbitol y la trehalosa, parece que funcionan tan bien como el manitol y, por lo tanto, pueden
sustituir al manitol si se desea.

Sorprendentemente, el polisorbato 80 (PS 80) proporciona una proteccion significativa contra el estrés térmico. Aunque
no se conoce el mecanismo de estabilizacion, parece que otros tensioactivos ensayados (PS 20 y F-68) no parece
que sean tan eficaces como el PS 80. Por lo tanto, la seleccion de PS80 frente a PS 20 es una caracteristica preferida
de la presente descripcion. Las formulaciones de acuerdo con la presente descripcion contienen preferiblemente
contienen al menos 0,04% (p/v) de PS 80.

Basandose en los hallazgos en los estudios de formulaciones de los bloques A a H, las siguientes son formulaciones
de adalimumab particularmente preferidas de acuerdo con la presente descripcion.

68



10

15

20

25

30

35

ES 2784 861 T3

Tabla M

Formulaciones seleccionadas

Forma N° pH His (mM) succinato (mM) Gly (mM) Arg (mM) manitol (mM) NaCl (mM) PS 80 (% en peso)
A 52 30 0 240 0 0 0 0,1
B 5.2 30 0 240 0 0 0 0,02
c 52 30 0 0 0 240 0 0,1
D 5,2 30 15 0 0 220 0 0,1
E 52 30 0 90 0 150 0 0,1
F 5.2 30 0 240 0 0 0 0
G 5.2 20 0 0 0 240 0 0
H 54 30 0 240 0 0 0 0,02
| 52 30 0 120 80 0 0 0,1
J 5,2 30 15 90 80 0 0 0,1
K 52 30 0 0 0 240 0 0,1
L 52 30 0 0 50 160 0 0,1
M 52 30 0 90 100 0 0 0,1
N 52 20 0 120 90 0 0 0,1
[0) 54 30 0 120 80 0 0 0,1
P 52 30 0 120 0 0 50 0,01
Q 52 30 0 0 0 240 0 0,02

Componentes adicionales de las composiciones farmacéuticas proporcionadas

Las formulaciones de la descripcién también pueden incluir otros tampones (salvo que se excluyan especificamente
en la descripcién de los ejemplos especificos de la descripcion), modificadores de la tonicidad, excipientes, vehiculos
farmacéuticamente aceptables y otros ingredientes inactivos usados habitualmente en las composiciones
farmacéuticas.

Un modificador de la tonicidad es una molécula que contribuye a la osmolalidad de una disolucion. La osmolalidad de
una composicion farmacéutica se ajusta preferiblemente para maximizar la estabilidad del ingrediente activo y/o
minimizar la incomodidad para el paciente tras la administracion. En general, se prefiere que una composicion
farmacéutica sea isotonica con el suero, es decir, que tenga la misma osmolalidad o similar, lo que se consigue
mediante la adicion de un modificador de tonicidad.

En una realizaciéon preferida, la osmolalidad de las formulaciones proporcionadas es de aproximadamente 180 a
aproximadamente 420 mOsM. Sin embargo, debe entenderse que la osmolalidad puede ser mayor o menor seguin lo
requieran condiciones especificas.

Los ejemplos de modificadores de la tonicidad adecuados para modificar la osmolalidad incluyen, pero no se limitan a
aminoacidos (sin incluir arginina) (p. €j., cisteina, histidina y glicina), sales (p. €j., cloruro de sodio o cloruro de potasio)
y/o0 azucares/polioles (p. ej. sacarosa, sorbitol, maltosa y lactosa).

En un ejemplo preferido, la concentracion del modificador de tonicidad en la formulacion esta preferiblemente entre
aproximadamente 1 mM a aproximadamente 1 M, mas preferiblemente aproximadamente 10 mM a aproximadamente
200 mM. Los modificadores de la tonicidad son bien conocidos en la técnica y se fabrican por métodos conocidos y
estan disponibles en proveedores comerciales.

Los modificadores de la tonicidad adecuados pueden estar presentes en las composiciones de la descripcion a menos
que se excluyan especificamente en la descripcion de los ejemplos especificos de la descripcion.

También se pueden anadir excipientes, también denominados aditivos quimicos, cosolutos o codisolventes, que
estabilizan el polipéptido mientras estan en disolucién (también en formas secas o congeladas) a una composicion
farmacéutica. Los excipientes son bien conocidos en la técnica y se fabrican por métodos conocidos y estan
disponibles en proveedores comerciales.

Los ejemplos de excipientes adecuados incluyen, pero no se limitan a azlcares/polioles tales como: sacarosa, lactosa,
glicerol, xilitol, sorbitol, manitol, maltosa, inositol, trehalosa, glucosa; polimeros tales como: albimina de suero
(albumina de suero bovino (BSA), SA humana o HA recombinante), dextrano, PVA, hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC),
polietilenimina, gelatina, polivinilpirrolidona (PVP), hidroxietilcelulosa (HEC); disolventes no acuosos tales como:
alcoholes polihidricos, (p. ej., PEG, etilenglicol y glicerol) dimetilsulféxido (DMSO) y dimetilformamida (DMF);
aminoacidos tales como: prolina, L-serina, acido glutamico de sodio, alanina, glicina, hidrocloruro de lisina, sarcosina
y acido gamma-aminobutirico; tensioactivos tales como: Tween®-80 (polisorbato 80), Tween®-20 (polisorbato 20),
SDS, polisorbatos, poloxameros; y excipientes diversos tales como: fosfato de potasio, acetato de sodio, sulfato de
amonio, sulfato de magnesio, sulfato de sodio, N-6xido de trietilamina, betaina, CHAPS, monolaurato, 2-O-beta-
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manoglicerato, o cualquier combinacion de los anteriores.

Pueden estar presentes excipientes adecuados en las composiciones de la invencién a menos que se excluyan
especificamente en la descripcion de las realizaciones especificas de la invencién.

La concentracién de uno o mas excipientes en una formulacion de la descripcién es/esta preferiblemente entre
aproximadamente 0,001 a 5 por ciento en peso, mas preferiblemente aproximadamente 0,1 a 2 por ciento en peso.

Composiciones para usar en métodos de tratamiento

En otro ejemplo, la descripcién proporciona una composicion para usar en un método de tratamiento de un mamifero
que comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de las composiciones farmacéuticas de la invencion
a un mamifero, en donde el mamifero tiene una enfermedad o trastorno que se puede tratar de forma beneficiosa con
adalimumab.

En un ejemplo preferido, el mamifero es un ser humano.

Las enfermedades o trastornos que se pueden tratar con las composiciones proporcionadas incluyen, pero no se
limitan a artritis reumatoide, artritis psoriasica, espondilitis anquilosante, enfermedad de Wegener (granulomatosis),
enfermedad de Crohn (o enfermedad inflamatoria intestinal), enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC),
hepatitis C, endometriosis, asma, caquexia, psoriasis y dermatitis atépica. Las enfermedades o trastornos adicionales
que se pueden tratar con las composiciones de la presente invencion incluyen las descritas en las patentes de EE.UU.
N¢ 6.090.382 y 8.216.583.

Las composiciones farmacéuticas proporcionadas se pueden administrar a un sujeto que necesita tratamiento por
inyeccion sistémica, tal como por inyeccion intravenosa; o por inyeccién o aplicacion en el sitio relevante, tal como por
inyeccion directa, o aplicacién directa al sitio cuando el sitio esta expuesto en cirugia; o por aplicacién tépica.

En una realizacién, la invencién proporciona una composicién para usar en un método de tratamiento y/o prevencion
de la artritis reumatoide, que comprende administrar a un mamifero que lo necesite una cantidad terapéuticamente
eficaz de una de las composiciones de adalimumab proporcionadas.

La cantidad terapéuticamente eficaz del adalimumab en las composiciones proporcionadas dependera de la afeccion
que se va a tratar, la gravedad de la afeccion, |a terapia previa y el historial clinico del paciente y la respuesta al agente
terapéutico. La dosis adecuada se puede ajustar de acuerdo con el criterio del médico que asiste, de modo que se
puede administrar al paciente una vez o a lo largo de una serie de administraciones.

En una realizacion, la cantidad eficaz de adalimumab por dosis para adulto es de aproximadamente 1-500 mg/m?, o
de aproximadamente 1-200 mg/m?, o de aproximadamente 1-40 mg/m? o aproximadamente 5-25 mg/m2.

Alternativamente, se puede administrar una dosis fija, cuya cantidad puede variar de 2-500 mg/dosis, 2-100 mg/dosis
o de aproximadamente 10-80 mg/dosis.

Si la dosis se va a administrar mas de una vez por semana, un intervalo de dosis de ejemplo es el mismo que el de
los intervalos de dosis descritos anteriormente o inferior y preferiblemente se administra dos o mas veces por semana
en un intervalo de dosis de 25-100 mg/dosis.

En oftra realizacion, una dosis aceptable para administracion por inyeccion contiene 80-100 mg/dosis, o
alternativamente, contiene 80 mg por dosis.

La dosis se puede administrar semanalmente, quincenalmente o separada por varias semanas (por ejemplo, de 2 a
8).

En una realizacién, adalimumab se administra en 40 mg mediante una Unica inyeccién subcutanea (SC).

En algunos casos, se obtendra una mejora en la afeccidon de un paciente administrando una dosis de hasta
aproximadamente 100 mg de la composicion farmacéutica de una a tres veces por semana a lo largo de un periodo
de al menos tres semanas. El tratamiento durante periodos mas largos puede ser necesario para inducir el grado
deseado de mejoria. Para afecciones crénicas incurables, el régimen se puede continuar indefinidamente. Para
pacientes pediatricos (edades de 4-17 afios), un régimen adecuado puede implicar la administracion de una dosis de
0,4 mg/kg a 5 mg/kg de adalimumab, una o mas veces por semana.

En otra realizacidn, las formulaciones farmacéuticas de la invencién se pueden preparar en una formulaciéon en masa,
y como tal, los componentes de la composicién farmacéutica se ajustan para que sean mas altos de lo que se requeriria
para la administracion y se diluyen adecuadamente antes de la administracién.

Las composiciones farmacéuticas se pueden administrar como un solo tratamiento terapéutico o en combinacién con
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terapias adicionales segun sea necesario. Por lo tanto, en una realizacién, las composiciones proporcionadas para
usar en métodos de tratamiento y/o prevencion se usan en combinacion con la administracion de una cantidad
terapéuticamente eficaz de otro agente activo. El otro agente activo se puede administrar antes, durante o después
de administrar las composiciones farmacéuticas de la presente invencion. Otro agente activo se puede administrar
como parte de las composiciones proporcionadas, o alternativamente, como una formulacion separada.

La administracion de las composiciones farmacéuticas proporcionadas se puede lograr de varias maneras, que
incluyen la administracién parenteral, oral, bucal, nasal, rectal, intraperitoneal, intradérmica, transdérmica, subcutanea,
intravenosa, intraarterial, intracardiaca, intraventricular, intracraneal, intratraqueal, administracion intratecal, inyeccion
intramuscular, inyeccion intravitrea y aplicacion topica.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencidn son particularmente Utiles para la administracién parenteral, es
decir, subcutanea, intramuscular, intravenosa, intraperitoneal, intracerebrospinal, intraarticular, intrasinovial y/o
intratecal. La administracién parenteral puede ser por inyeccién de bolo o infusiéon continua. Las composiciones
farmacéuticas para inyeccion pueden presentarse en forma farmacéutica unitaria, p. ej., en ampollas o en envases
multidosis, con un conservante afadido. Ademas, se han desarrollado una serie de enfoques recientes de suministro
de farmacos y las composiciones farmacéuticas de la presente invencién son adecuadas para la administracion
usando estos nuevos métodos, por ejemplo, Inject-ease®, Genject®, inyectores como GenPen® y dispositivos sin
aguja tales como MediJector® y BioJector®. La presente composicion farmacéutica también se puede adaptar para
métodos de administracion aun por descubrir. Véase también Langer, 1990, Science, 249: 1527-1533.

Las composiciones farmacéuticas proporcionadas también se pueden formular como una preparacién de deposito.
Dichas formulaciones de accién prolongada se pueden administrar por implantacion (por ejemplo, por via subcutanea
o intramuscular) o por inyeccién intramuscular. Por lo tanto, por ejemplo, las formulaciones se pueden modificar con
materiales poliméricos o hidréfobos adecuados (por ejemplo, como una emulsién en un aceite aceptable) o resinas de
intercambio i6nico, o como derivados bastante solubles, por ejemplo, como una sal bastante soluble.

Las composiciones farmacéuticas se pueden presentar, si se desea, en un vial, envase o dispositivo dispensador que
puede contener una o mas formas farmacéuticas unitarias que contienen el principio activo. En un ejemplo, el
dispositivo dispensador puede comprender una jeringa que tiene una dosis Unica de la formulacion liquida lista para
inyeccion. La jeringa puede ir acompanada de instrucciones para la administracion.

En otro ejemplo, la presente invencion se dirige a un kit o recipiente, que contiene una composicion farmacéutica
acuosa de la invencion. La concentracion del polipéptido en la composicion farmacéutica acuosa puede variar en un
amplio intervalo, pero generalmente esta dentro del intervalo de aproximadamente 0,05 a aproximadamente 20,000
microgramos por mililitro (ug/ml) de formulacién acuosa. El kit también puede ir acompanado de instrucciones de uso.

Ademas de las formulaciones a las que se hace referencia en los estudios de formulacién de los Bloques A a H, se
proporcionan los siguientes ejemplos adicionales como ejemplos adicionales de la invencion:

Ejemplo 1
Formulacién de adalimumab estabilizada (tampdn Gnico) que contiene poliol; sin tensioactivo

Se puede preparar una composicion farmacéutica acuosa estable que contiene adalimumab, usando un Unico tampén,
y sustancialmente exenta de un tensioactivo, como sigue:

Se puede pesar cada componente sélido de la formulacion en la cantidad requerida para un volumen dado de tampén
de formulacién. Después, estos componentes se pueden combinar en un vaso de precipitados o recipiente capaz de
transportar y medir el volumen dado de tamp6n de formulacion. Se puede afnadir al vaso de precipitados un volumen
de agua desionizada igual a aproximadamente % del tampdn de formulacién objetivo dado, y los componentes se
pueden solubilizar mediante el uso de una barra agitadora magnética. El pH del tamp6n se puede ajustar al pH de la
formulacion objetivo usando hidréxido de sodio 1 molar y/o cloruro de hidrégeno 1 molar. El volumen final del tampdn
de formulacién se puede elevar al volumen objetivo por la adicidn de agua desionizada. Después, la solucién se puede
mezclar con una barra agitadora magnética después de la adicion final de agua. La disolucién de adalimumab se
puede colocar en una caja de material de dialisis (tal como la Unidad de dialisis Slide-A-Lyzer MINI de Thermo Scientific
con MWCO de 10.000), que después se puede poner en contacto con el tampén de formulaciéon deseado durante 12
horas a 4°C. La relacién de volumen de tampon de formulaciéon a volumen de disoluciéon de proteina no debe ser
inferior a 1000:1. La caja de didlisis y la disolucién de proteina que contiene se pueden colocar en un segundo volumen
igual de tampén de formulacion durante 12 horas adicionales a 4°C.

Después la disolucién resultante de adalimumab se puede retirar de la caja del material de didlisis, y la concentracion
de adalimumab se puede determinar usando espectroscopia ultravioleta. Después, la concentracion de adalimumab
se puede ajustar al nivel deseado usando centrifugacion (tal como concentradores centrifugos Amicon Ultra con
MWCO de 10.000) y/o dilucion con tampo6n de formulacion.
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Una composicion de muestra de la descripcion se representa en la Tabla 1 a continuacion:

Tabla 1
Ingrediente concentracion
Adalimumab (principio activo) 50 mg/ml
Manitol (ingrediente inactivo) 4%
Citrato (pH 5,2) (tamp6n Unico) 15 mM

La composicion descrita en la tabla 1 no contiene una combinacion de tampdn de citrato y fosfato. Tampoco requiere

la presencia de un tensioactivo.

Ejemplo 2

Formulacién de adalimumab estabilizada (tampén Unico) sin poliol o tensioactivo

Ingrediente concentracién
Adalimumab (principio activo) 50 mg/ml
Citrato (pH 5,2) 15 mM
Glicina (ingrediente inactivo) 100 mM

Ejemplo 3

Formulacién de adalimumab estabilizada (tampdn Gnico) que contiene poliol sin tensioactivo

Ingrediente concentraciéon
Adalimumab (principio activo) 50 mg/mi
Manitol (ingrediente inactivo) 4%

Citrato (pH 5,2) 15 mM

Las composiciones de los ejemplos 2 y 3 tienen estabilidad a largo plazo y no contienen una combinacién de tampon

de citrato y fosfato y no requieren la presencia de un tensioactivo.

Ejemplo 4

Formulacién de adalimumab estabilizada (tampén Gnico) que contiene tensioactivo sin poliol

4A
Ingrediente concentraciéon
Adalimumab (principio activo) 50 mg/ml
(Sin ingrediente de poliol)
Tampédn de histidina (pH 5,2) (tampén Unico) 20 mM
Glicina (estabilizante) 50 mM
Arginina (estabilizante) 130 mM
Polisorbato 80 0,1 (% en peso) (p/v)
4B
Ingrediente concentracion
Adalimumab (principio activo) 50 mg/ml
(Sin ingrediente de poliol)
Tampédn de histidina (pH 5,2) (tampén Unico) 20 mM
Glicina (estabilizante) 120 mM
Arginina (estabilizante) 100 mM

Polisorbato 80

0,1 (% en peso) (p/v)
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P4C
Ingrediente concentracion
Adalimumab (principio activo) 50 mg/ml
(Sin ingrediente de poliol)
Tampdn de histidina (pH 5,2) (tampén Unico) 10 mM
Glicina (estabilizante) 50 mM
Arginina (estabilizante) 130 mM
Polisorbato 80 0,1 (% en peso) (p/v)
4D
Ingrediente concentracion
Adalimumab (principio activo) 50 mg/ml
(Sin ingrediente de poliol)
Tampédn de succinato (pH 5,2) (tampdn Unico) 20 mM
Glicina (estabilizante) 50 mM
Arginina (estabilizante) 130 mM
Polisorbato 80 0,1 (% en peso) (p/v)
4E
Ingrediente concentracion
Adalimumab (principio activo) 50 mg/ml
(Sin ingrediente de poliol)
Tampédn de succinato (pH 5,2) (tampdn Unico) 20 mM
Glicina (estabilizante) 120 mM
Arginina (estabilizante) 100 mM
Polisorbato 80 0,1 (% en peso) (p/v)
4F
Ingrediente concentracion
Adalimumab (principio activo) 50 mg/mi
(Sin ingrediente de poliol)
Tampédn de succinato (pH 5,2) (tampdn Unico) 10 mM
Glicina (estabilizante) 50 mM
Arginina (estabilizante) 130 mM

Polisorbato 80

0,1 (% en peso) (p/v)

Las composiciones descritas en los ejemplos 4(a) a 4(f) anteriores proporcionaran estabilidad sin necesidad de poliol
y sin necesidad de un sistema de tampones combinados. En la medida en que la presente invencion ha descubierto
que la combinacién de tampones de citrato/fosfato requerida en la patente de EE.UU. 8.216.583 no se requiere para
la estabilizacién de las formulaciones de adalimumab de acuerdo con la presente invencion, los expertos en la técnica
pueden apreciar, en la practica de los ejemplos 4(a) a 4(f), que se pueden usar tampones adicionales en combinacion
con los tampones de histidina y succinato descritos en la presente memoria (p. €j., tampones de acetato, citrato,
maleato, tartrato y fosfato); siempre que la formulacién no use una combinacion de tampones de citrato y fosfato.

EJEMPLO 5

Formulacién de adalimumab estabilizado (tampén Gnico) que contiene tensioactivo; y poliol
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5A
Ingrediente Concentracién
Adalimumab (principio activo) 50 mg/ml
Sorbitol 65 mM
Tampdn de histidina (pH 5,2) (tampén Unico) 20 mM
Arginina (estabilizante) 130 mM
Polisorbato 80 0,1 (% en peso) (p/v)

5B
Ingrediente Concentracién
Adalimumab (principio activo) 50 mg/ml
Sorbitol 65 mM
Tampédn de succinato (pH 5,2) (tampdén Unico) 20 mM
Arginina (estabilizante) 130 mM

Polisorbato 80

0,1 (% en peso) (p/v)

74




10

15

20

25

30

35

ES 2784 861 T3

REIVINDICACIONES

1. Una composicion farmacéutica acuosa que consiste en:

(A)

(i) adalimumab 50 mg/ml,

(i) tampon de histidina 10 mM,
(iii) glicina 120 mM,

(iv) arginina 120 mM, y

(v) polisorbato 80 al 0,1% en peso;

(i) adalimumab 50 mg/ml,

(i) tampon de histidina 10 mM,

(iii) glicina 120 mM,

(iv) arginina 120 mM, y

(v) polisorbato 80 al 0,05% en peso;

(i) adalimumab 50 mg/ml,

(i) tampon de histidina 10 mM,
(iii) glicina 120 mM,

(iv) arginina 120 mM, y

(v) polisorbato 80 al 0,01% en peso;

(i) adalimumab 50 mg/ml,

(i) tampon de histidina 10 mM,

(iii) glicina 120 mM,

(iv) arginina 120 mM, y

(v) polisorbato 20 al 0,05% en peso;

(i) adalimumab 50 mg/ml,

(i) tampon de histidina 10 mM,
(iii) glicina 120 mM,

(iv) arginina 120 mM, y

(v) pluronic F-68 al 0,1% en peso;

(i) adalimumab 50 mg/ml,

(i) tampon de histidina 20 mM,
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(iii) glicina 150 mM,
(iv) arginina 100 mM, y

(v) polisorbato 80 al 0,01% en peso; o

(i) adalimumab 50 mg/ml,
(i) tampon de histidina 20 mM,
(iii) glicina 120 mM,
(iv) arginina 120 mM, y
(v) polisorbato 20 al 0,01% en peso;
en donde cada uno de (A)-(G) tiene un pH de 5,2.
2. Una composicién para usar en un método de tratamiento de una afeccion inflamatoria en un sujeto, en donde el

método comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de la composicion farmacéutica de la
reivindicacion 1.
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FIGURA 1

LB-140En pH 5,2 (240 C)
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FIGURA 2

LB-140 EnpH 5,2 (12 40 C)
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FIGURA 3
Efecto de citrato/fosfato (PLS Modelo 1)

98,285 98,302 98,31
R R R RSSRRT: s

Superficie de respuesta

RESULTS, PC: 1, Yovar t1 SEC, (X-var= Valon: pH 10 =5,2000, succinatg = 0,0000, histiding = 0,0000, tartrato = 0,0000, maleato = 0,0000, acetatd

79



ES 2784 861 T3

FIGURA 4
Efecto de citrato/fosfato (PLS Modelo 2)

98,852 95,902 BT 98,941 g 95,960 98930
S SR : i

Superficie de respuesta

LB-140BloquesB...,PC: 1, Y-var t2 SEC, (X-var = valdn) pH t0 = 5,2000, succinato = 0,0000, histidina= 10,0000, acetato = 0,0000, glicina = 0,000C
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FIGURA 5
Efecto de HIS/GLY (PLS Modelo1)

08,252 98,334 98417

H m&“\m\m@\&\\k\\\\\\\

Superficie de respuesta

LB-140 SECt1 M..., PC: 1, Y-var: 11 SEC, (X—vér = valor): pH10 = 5,2000,'cirrato =0,0000, fos =0,0000, succinato =0,0000, tartrato = O,UUUU‘ i
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FIGURA 6
Efecto de Arg/sorbitol (PLS Modelo1)

952 G 98,429 98,518 -

98,695

Superficie de respuesta

LB-140 SECt1 M., PC: 1, Y-var 11 SEC, (X—\rﬂﬁ walon]: pH10 = 5,2000,‘ citrato = 0,0000, fos = 0,0000, succinato = 0,0000, histidina = 0,0000, &
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FIGURA 7
Efecto de pH/His (PLS Modelo 1)

98,198 98,270 98,341
SRR S N S g -

Superficie de respuesta

LB-140Bloques BC. .., FC: 1, Y-var, t1 SEC, (¥ovar = welor) citrato = 0,0000, fos =0,0000, succina.lo =0,0000, taﬁrato =0,0000, maleato = 0,0000,
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FIGURA 8

Efecto de pH/His (PLS Modelo 2)
98,833 98,872 9o 98051

B R

Ja029

Superficie de respuesta

LB-140 SECt2M. ., PC: 1, Y-var t2 SEC, [Xvar = valor): citrato = 0,0000, fos =.O,UO[JO, succinato = 0,0000, glicina = 0,0000, arginina = 0,0000,
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FIGURA 9

Efecto de trehalosa/PS 80 (PLS Modelo 2)
96,879 93,895 %I B 98,9

OGO RARRE

Superficie de respuesta

LB 140 SECt2 M. PC: 1, Yvar t2 SEC, (ﬁ{fvar = velory pH0 = 5,200ii], citrato = 0,0000, fos =0,0000 succinato = 0,0000, histidina = 0,0000, ¢
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FIGURA 10
Efecto de manitol/PS80 (pH 5,2) (PLS Modelo 2)

98,681

744 a8
TR EE RN

Superficie de respuesta

LB-140Bloques B..., PC: 1, V-var t2 SEC, (¥-var = valor): pk t0 =5,2000, citrato = 0,0000, fos =0,0000, succinato= O,OOEIU, histidina = Ij,OOOC, =
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FIGURA 11

Efecto de manitol/NaCl (pH 5,2) (PLS Modelo 1)
98,213 98,754 03,295 43,235 93,376 98,417

Superficie de respuesta

RESULTS, PC: 1, Yovar t1 SEC, (Rovar = valor): pHt0 = 5,2000, citrato = 0,0000, fos=0,0000, succinato = 0,0000, histidina = 0,0000,tai’trsto =0
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FIGURA 12

Efecto de EDTA/Met (pH 5,2) (PLS Modelo 1)
98,287 98,380 98473 93 566 98,660 98 753

T

Superficie de respuesta

RESULTS, PC: 1, Yovar t1 SEC, (Xovar = vélor ¥ pH 0 =5,2000 citrrato=0,0000, fos = 0,0000, succinato = 0,0000, histidina = 0,0000 tartrato =0
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FIGURA 13

Efecto del citrato y fosfato segun el modelo A de PLS usando la diferencia en el
contenido de monémero en t1 como criterio de valoracion. El pH se fijaen 5,2y la
proteina en 50 mg/ml.

1,008
S AN

1,302 4

Superficie de respuesta

RESULTZ, PC: 3, Y-var, SEC diff, {¥var= vvalorﬁl: pH 10 = 59,2000 proteina= 50,0000, succinato = 0,0000, histidina = 0,0000, acetato = 0,0000, glicina

89



ES 2784 861 T3

FIGURA 14

Efecto del pH e His segun el modelo A de PLS usando la diferencia en el contenido de
monémero en t1 como criterio de valoracion. La concentracion de proteina se fija en
50 mg/mi

0481 0,736

SRR S R
Superficie de respuesta '

RESULT2, PC: 3, Y-var, SEC diff, (X-var = valor:):protez'haz 50,0000, citrato=0,0000, fos =0,0000, succinato = 0,0000, acetato = 0,0000, glicina
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FIGURA 15

Efecto de la Gly y Arg segtin el modelo A de PLS usando la diferencia en el contenido de
monoémero en t1 como criterio de valoracion. El pH se fija en 5,2 y la concentracion de
proteina en 50 mg.ml

0,190 0,504

0399
R T T

Superficie de respuesta

RESULTE, PC: 3, Y-var SEC diff, (X-var = valor) pHt0 = 52000 prateina= 50,0000, citrato = 0,0000, fos = 0,0000, succinata = 0,0000, hist dina =
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FIGURA 16

Efecto del NaCl y polisorbato 80 (PS 80) segin el modelo A de PLS usando la diferencia
en el contenido de monémero en t1 como criterio de valoracion. El pH se fijaen 5,2 y la
concentracion de proteina se fija en 50 mg/ml.

0,445 0,563 0580 0797 0915 1032

Superficie de respuesta

RESULTZ, PC: 3, Y-var, SEC diff, (¥-var = valor): oH t0 = 5,2000, proteina= 50,0000, citrato = 0,0000, fos =10,0000, succinato = 0,0000, histiding =
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FIGURA 17

Efecto del citrato y fosfato segin el modelo B de PLS usando los contenidos de
monomero en t1 y t2 como criterios de valoracion. El pH se fija en 5,2 y la
concentracion de proteina se fija en 50 mg/ml.

97,533 97 695

[ 978
R

Superficie de respuesta

LB-140 PLS2 SEC...,PC: 4, Yovar: 11 SEC, (X-var = valor): pH 0 = 52000, proteing= 50,0000, succinato = 0,0000, histidina = 0,0000, acetato = 0,
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FIGURA 18

Efecto del pH y la His segtin el modelo B de PLS usando los contenidos de monémero en t1
y t2 como criterios de valoracion. La concentracion de proteina se establece en 50 mg.mi

98,154 98,264 98,374 98,485

3

Superficie de respuesta

LB-140 PLS2 SEC...,PC: 4, Y-var t1 SEC, (X-var = valor ); proteina= 50,0000, citrato = 0,0000, fos = 0,0000, succinato = 0,0000, acetato = 0,00C
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FIGURA 19

Efecto de la Arg y Gly segiin el modelo B de PLS usando los contenidos de monémero
en t1y t2 como criterios de valoracion. El pH se fija en 5,2 y la concentracién de
proteina se establece en 50 mg/ml

98,341 98,425 98,510 98594 98,678 93,767

Superficie de respuesta

[E-140PLS?2 SEC ,PC: 4, Y-var 11 SEC, (Xvar = valor ) pH1t0 = 5,2000 proteina= 50,0000, citrato = 0,0000, fos =0,0000, succinatg = 0,0000,
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FIGURA 20

Efecto del PS 80 y manitol segiin el modelo B de PLS usando los contenidos de monémero
en t1y t2 como criterios de valoracién. El pH se fija en 5,2 y la concentracion de proteina
en 50 mg/ml.

48,339 98436
s s e e

Superiicie de respuesta

‘LB-MU PLS2 SEC..., PC: 4, Yvar, t1 SEC, (X-var = valor:): oH t0 =5,2000 proteina= 50,0000, citrato = 0,0000, fos =0,0000, succinato = 0,0000,
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FIGURA 21

Efecto del EDTA y NaCl segin el modelo B de PLS usando los contenidos de monémero
en t1 y t2 como criterios de valoracion. El pH se fija en 5,2 y la concentracion de proteina
se establece en 50 mg/ml.

97,729 47,852 87,974 93,096 98 219 43,341

Superficie de respuesta

LB-140FLS2 SEC.. \PC: 4, Yovar t1 SEC, (X—\far = valor) pH t0 = 5,2000  proteina= 50,0000, ctrato = 0,0000, fos = 0,0000, éuccinaloz 0,0000,
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FIGURA 22

Efecto del succinato e His segiin el modelo B de PLS usando los contenidos de
monomero en 1 y t2 como criterios de valoracion. El pH se fija en 5,2 y la concentracion
de proteina se establece en 50 mg/ml.

93,283 98,359 98435 93,511 98,587 43,662
Pre s ;

T R TR S R A A N R B

Superficie de respuesta

LBMU PLS2 SEC... PC: 4, Y-var. t1 SEC, (Xvar= Vaior): pH10 = 5,2000 proteina= 50,0000, citrato = 0,0000, fos =0,0000, acetato = 0,0000, ¢l
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Figura 23

Efecto del fosfato y citrato segiin el modelo C de PLS usando la diferencia de pureza en t1
por RP HPLC como criterio de valoracion. El pH se fija en 5,2 y la concentracion de
proteina se establece en 50 mg/ml.

0,172 0,204 .- 0,236°

Superficie de respuesta -

RESULT14, PC: 2, Y-var. t1 RP diff, {¥-var = valor): pH t0 = 5,2000 proteina= 50,0000, succinabo = 0,0000, histiding = 00000, acetato = 0,0000, gli
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Figura 24

Efecto del pH y la His segun el modelo C de PLS usando la diferencia de pureza en t1 por
RP HPLC como criterio de valoracion. La concentracion de proteina se fija en 50 mg/ml.

0,163

S

Superficie de respuesta

RESULT14, PC: 2, Y-var 11 RP diff (X-var - valor }proteing = 50 0000, citrato = 0,0000, fos = 0,0000, succinato = 0,0000, gcetato = 00000, glicing
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Figura 25

Efecto de la Arg y Gly segin el modelo de C PLS usando la diferencia de pureza en t1
por RP HPLC como criterio de valoracion. El pH se fija en 5,2 y la concentracién de
proteina se establece en 50 mg/ml.

)

-1,198¢-03 3.357-02
[ e

)
a-
R

Superficie de respuesta

RESULTM, PE2, V;\rar‘ t1RP dff, (x-var = valor) pHt0 = 52000 proteina= 50,0000, citrato =0,0000, fos = 0,0000, succinato = 0,0000, histiding
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FIGURA 26

Efecto del manitol y PS 80 segtin el modelo C de PLS usando la diferencia de pureza en t1
por RP HPLC como criterio de valoracion. El pH se fija en 5,2 y la concentracion de
proteina se establece en 50 mg/ml.

-2,780e-03 3,2258-02 6,728

L = T R RN
Superficie de respuesta '

pir

RESULT14, PC: 2, Yvar t1 RP diff, (X-var = velor ) pH10 = S,ZOU-Uprote\’ha: 50,0000, citratp = 0,0000, fos =0,0000, succinato = 0,0000, histiding
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FIGURA 27

Efecto del PS 80 y NaCl segun el modelo C de PLS usando la diferencia de pureza en t1'
por RP HPLC como criterio de valoracion. El pH se fija en 5,2 y la concentracion de
proteina se establece en 50 mg/ml.

0,109 0,140 0472 p34 . (238 o

Superficie de respuesta

RESULT14,PC: 2, Y-var, t1 RP diff, (X-var = valor): pHItO =5,2000, proteina= 50,0000, citrato = 0,0000, fos = 0,0000, succinato = 0,0000, histidina

103



ES 2784 861 T3

FIGURA 28

Efecto del pH y la concentracion de proteina segin el modelo C de PLS usando la
diferencia de pureza en t1 por RP HPLC como criterio de valoracion.

0228 %03 0158 0,320 0482

Superficie de respuesta

RESULTY,PC: 2, Y-var t1 RP diff, (X-var = valor): citrato = 00000, fos =0,0000, Succiﬂa’fo =0,0000, histidina = 0,0000, acstato = 0,00C0, glicina
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