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DESCRIPCION

Métodos y formulaciones que permiten la modulacion de respuestas inmunitarias relacionadas con la administracion
de un farmaco biofarmacéutico.

Campo de la invencion

La presente invencion se relaciona con métodos y formulaciones que permiten la modulacién de respuestas inmunes
relacionadas con la administracién de un farmaco biofarmacéutico.

Antecedentes de la invencién

Por multiples razones, como el tamafio de la molécula, muchos farmacos modernos, como los biofarmacéuticos, no
son adecuados para la administracion oral. En su lugar, deben inyectarse de manera invasiva en el espacio
extravascular, por ejemplo, por via subcuténea (s.c), por via intramuscular (i.m.), o directamente en el sistema vascular,
por ejemplo, por via intravenosa (i.v.). A partir de estas opciones, la ruta subcutanea es tipicamente la mas preferida.
Una de las principales razones es que permite la autoadministracién por parte de los pacientes, lo que es
especialmente importante en el caso de las terapias crénicas. Ademas, es menos invasivo en comparacién con la
administracion intravenosa y, en consecuencia, los riesgos asociados son generalmente mas bajos, como en el caso
de la inyeccién involuntaria en condiciones higiénicas bajas. La administracién subcutanea es favorable, aunque la
reabsorcion del espacio subcutaneo es solo parcial, y la baja biodisponibilidad generalmente requiere un aumento de
la dosis, lo que se traduce en mayores costes para la terapia.

Ademas de sus funciones de regulacion y sensacion, la funcion principal de la piel es la protecciéon. Actia como una
barrera contra el estrés mecanico pero también protege al individuo como una barrera de primera linea contra los
microorganismos, como lo ilustra un mayor riesgo de infeccion/inflamacién en caso de que la piel esté lesionada. Como
la funcionalidad mecanica sola seria insuficiente, el pH y, en algunos sitios, las proteasas, sirven como mecanismos
adicionales de defensa quimica contra los patégenos. De manera importante un mecanismo altamente eficiente de
proteccion es la mayor vigilancia del tejido por parte del sistema inmune. Si bien se desea la deteccion fisiolégica de
patégenos, el procesamiento de productos biofarmacéuticos por parte del sistema inmune como los patdgenos es en
la mayoria de los casos no deseado. El aumento de la vigilancia explica por tanto la segunda desventaja clave de la
administracion subcutanea de productos biofarmacéuticos, a saber, la inmunogenicidad no deseada, ademas de
mayores costes derivados de mayores cantidades del producto, pero también mayores esfuerzos en la fabricacion y
desarrollo de esta clase de productos. Dicha inmunogenicidad no deseada puede dar lugar a numerosas
consecuencias. Puede llevar a la pérdida de eficacia, a una mayor depuracién de la circulacién o a desencadenar
reacciones anafilacticas potencialmente mortales. Como la pérdida de eficacia puede notarse después de un periodo
prolongado, lo que también puede significar costes innecesarios para el sistema de atencién de la salud, debido al alto
precio de esta clase de productos. Si bien es méas preferible desde la perspectiva del paciente y del responsable
médico, la biodisponibilidad limitada en combinacién con riesgos tales como la inmunogenicidad, plantea un problema
serio.

Dado que los factores de riesgo relacionados con la inmunogenicidad, como la disposicién genética, son poco
conocidos y dificiles de controlar, el control y la optimizacién de los factores de riesgo relacionados con el producto
son la Unica oportunidad para que los pacientes se beneficien plenamente de las terapias modernas, como los
biolégicos, especialmente ya que se recetan solo en caso de que todas las demas opciones terapéuticas ya hayan
fallado, también como consecuencia de sus altos costes.

La modulacién deseada en este contexto puede significar en la mayoria de los casos el objetivo de disminuir la
inmunogenicidad, ya que en la mayoria de los casos, los farmacos que tienen el potencial de ser reconocidos por el
sistema inmune, incluyendo la formacion posterior de anticuerpos, son completamente eficaces y seguros solamente
cuando no ocurre tal respuesta inmune. Por otro lado, existen terapias que apuntan especificamente a provocar una
respuesta inmune adecuada para eliminar o inactivar el objetivo deseado. El objetivo respectivo podria ser una
proteina extrafia que deberia reconocerse/neutralizarse.

En todos estos casos, podria ser deseable aumentar adicionalmente la respuesta inmune prevista que resulta del
farmaco, y en tales casos la presencia de acido citrico en la solucién de administracion o en etapas de fabricacion
anteriores podria ser beneficiosa a este respecto.

Las formulaciones del estado de la técnica, por ejemplo, Humira® utilizado como una formulacién del anticuerpo anti-
TNF-alfa (anti-TNFa) adalimumab que comprende fosfato como también acido citrico como sustancia reguladora,
cumplen los requisitos de tolerabilidad tras la administracién, estabilidad del farmaco biofarmacéutico y vida util.

Sin embargo, dichas formulaciones tienen varias desventajas. Una desventaja es que muchos productos
biofarmacéuticos tras la administraciéon subcutanea inducen inmunogenicidad no deseada como se describe
anteriormente. Debido a sus propiedades antigénicas, otras contaminaciones similares a proteinas, que son dificiles
de detectar analiticamente, también pueden desencadenar reacciones inmunoldgicas en humanos. Ademas, las
proteinas de origen animal pueden desencadenar reacciones inmunoldgicas en humanos debido a sus propiedades
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especificas de especie en general. Incluso si el riesgo de tales reacciones ya es bajo para los métodos de fabricacion
de ultima generacion, podria acumularse con el tiempo, en particular tras la reaplicacion cronica de tales farmacos.

Esto es, en particular, también en caso de aplicacion subcutanea, ya que la eliminacion y distribucion a través del
torrente sanguineo es mucho mas tardia en comparaciéon con la aplicacion intravenosa. Una formulacion favorable
contribuiria asi a reducir la inmunogenicidad inducida por farmacos y a proporcionar un medicamento mas rentable, o
a aumentar la inmunogenicidad inducida por farmacos, en caso de que esta sea la reaccion prevista como una
intervencion profilactica o terapéutica.

El documento WO 2012089778 divulga formulaciones farmacéuticas que comprenden un farmaco biofarmacéutico,
comprendiendo ademas dichas composiciones al menos un acido mono o dicarboxilico con un esqueleto principal de
2-6 atomos C, o al menos una sal del mismo, y un método para preparar la formulacién. La formulacién puede
comprender ademas un acido/sal adicional, un estabilizador que puede ser un aminoacido, un poliol de azlcar, un
disacarido y/o un polisacarido.

El problema que subyace a la presente invencién es proporcionar una forma de formulaciéon para farmacos
biofarmacéuticos que no muestre las desventajas descritas anteriormente de las formas de dosificacion hasta ahora
conocidas, con el objetivo de una baja inmunogenicidad o que produzca una reacciéon inmune aumentada, si esto se
desea. En particular, debe ser adecuado para la autoaplicacion por pacientes o personal médico entrenado y debe
caracterizarse por la capacidad de reducir la inmunogenicidad o aumentar la inmunogenicidad dependiendo de la
situacion médica y/o al mismo tiempo evitar irritaciones indeseadas de la piel y/o dolor en el sitio de inyeccion que a
menudo ocurre junto con la (auto) aplicacién de un farmaco por medio de una inyeccion.

Por lo tanto, existe la necesidad de proporcionar formulaciones farmacéuticas adecuadas para
administracion/inyeccion parenteral, en particular subcutanea.

Este problema se resuelve mediante las realizaciones caracterizadas en las reivindicaciones. El método de la presente
invencion ofrece ventajas en la preparacion de formulaciones para reducir o aumentar la inmunogenicidad de farmacos
biofarmacéuticos como se describe en la presente descripcion. La invencion se basa en la observacion sorprendente
de que la respuesta inmune puede modularse seleccionando una formulacién apropiada que comprende acido
hexanodidico y/o un nivel adecuado de &cido citrico. Esto puede ser especificamente deseable para farmacos, con el
potencial de ser reconocido por el sistema inmune. Esto hace que las formulaciones de la presente invencion sean
adecuadas y ventajosas para el uso en jeringas y kits listos para usar proporcionados con los mismos, tales como para
uso doméstico.

Sumario de la invencién

Antes de que la invencién se describa en detalle, debe entenderse que esta invencion no esta limitada a las partes
componentes particulares de los dispositivos descritos o las etapas de proceso de los métodos descritos ya que tales
dispositivos y métodos pueden variar. También debe entenderse que la terminologia utilizada aqui es solo para
describir realizaciones particulares, y no pretende ser limitativa. Debe observarse que, tal como se usa en la
especificacion y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un”, "una" y "el" incluyen referentes singulares
y/o plurales a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Ademas, debe entenderse que, en el caso de
que se den intervalos de parametros que estén delimitados por valores numéricos, se considera que los intervalos

incluyen estos valores de limitacion.

El acido hexanodiéico es un compuesto de acido carboxilico, que también se llama acido adipico, &cido 1,4-
butanodicarboxilico, acido 1,6-hexanodiéico, acifloctina, acinetten, acido adipinico, acido octafluorohexanodi6ico o
acido adipico fundido. El &cido adipico tiene la férmula molecular de CeH10O4 y un peso molecular de 146,1 g/mol. Los
términos "acido adipico" y "acido hexanodidico" se usan de forma intercambiable aqui.

De acuerdo con un aspecto de la invencion, se proporciona un método para usar acido hexanodiéico o al menos una
sal del mismo, y/o &cido citrico o al menos una sal del mismo, método que permite modular la inmunogenicidad de
una formulacion farmacéutica que comprende un farmaco biofarmacéutico, en particular un anticuerpo anti-TNFa.

De acuerdo con la presente invencion, el término "formulacion farmacéutica” se relaciona con cualquier formulacion
que sea adecuada para ser administrada a un paciente y comprende un farmaco que exhibe un efecto terapéutico y/o
de diagnéstico. Dicha "formulacion farmacéutica” es, preferiblemente, una formulacion de administracién de farmacos.

Como se usa aqui, el término "inmunogenicidad" y/o "inmunogénico" y/o "rata de inmunogenicidad” se debe entender
en términos del potencial de una molécula, cuando se inyecta en un sujeto, para ser reconocida por el sistema inmune,
incluyendo reacciones posteriores, sean intencionales o no, tales como la formacién de anticuerpos contra la molécula,
es decir, podrian causar/inducir una respuesta que afecte al sistema inmune del sujeto.

Como se usa aqui, el término "modulacién de respuestas inmunes" debe entenderse como aumentar o reducir la
inmunogenicidad relacionada con la administracién de una formulacién dada. Aunque en muchos casos, puede ser
deseable una reduccion de la inmunogenicidad para aumentar el cumplimiento de los pacientes y reducir los efectos
secundarios perjudiciales, un aumento de la inmunogenicidad puede ser deseable en otros casos.
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El término "inmunogenicidad reducida" como se usa aqui se refiere a una formulacién disefiada para comprender al
menos una molécula biofarmacéutica que, cuando se inyecta en un paciente, por ejemplo, por via subcutanea,
provocara/inducird una respuesta inmune que no es sustancialmente mas fuerte que una respuesta inmune inducida
por una molécula de referencia indicada como esencialmente no inmunogénica.

Como se usa aqui, el término "farmaco biofarmacéutico" incluira cualquier molécula terapéutica o de diagndstico
derivada de una fuente bioldgica o biotecnoldgica, o sintetizada quimicamente para ser equivalente a un producto de
dicha fuente, por ejemplo, una proteina, un péptido, un acido nucleico, una inmunoglobulina, un polisacérido, un
producto celular, un extracto de planta, un extracto de animal, una proteina recombinante o combinaciones de los
mismos. Comunmente, el farmaco biofarmacéutico es el ingrediente activo de un biofarmacéutico. Los términos
"farmaco" y "compuesto” se usan indistintamente aqui y pretenden significar (un) agente o agentes y/o medicamento
o medicamentos utilizados para diagnosticar, prevenir o tratar los sintomas de una enfermedad, afeccién fisica o
mental, lesién o infeccién.

El término "biodisponibilidad" se refiere al grado o rata con la que un farmaco u otra sustancia se absorbe o queda
disponible en el sitio de la actividad fisiolégica después de la administracion. La biodisponibilidad de una
macromolécula puede analizarse mediante métodos de farmacocinética in vivo conocidos en la técnica.

Los ensayos adecuados para la evaluacién de la inmunogenicidad son bien conocidos en la técnica y comprenden
ensayos de enlace cualitativos y semicuantitativos, ensayos de neutralizacion y ensayos confirmatorios
(inmunoensayo y ensayos inmunocromatograficos) para la medicion de anticuerpos antifarmacos (ADAs). Otros
ensayos comprenden ensayos cualitativos para la determinacion total de anticuerpos (criba y titulo), ensayo
confirmatorio (especificidad) mediante ELISA, ECL, RIA y formatos de citometria de flujo (incluyendo la disociacién
acida "AD" y ensayos de extraccion en fase sélida "SPEAD" y "BEAD" para aumentar la tolerancia a los farmacos).
También son bien conocidos los ensayos a base de células para la deteccion de anticuerpos neutralizantes y el analisis
toxicocinético para moléculas grandes.

Los términos "sujeto” o "individuo" o "animal" o "paciente" o "mamifero”, significan cualquier sujeto, particularmente un
sujeto mamifero, para quien se desea el diagndstico, prondstico, prevencion o terapia. Un "mamifero”, para fines de
tratamiento, se refiere a cualquier animal clasificado como mamifero, que incluye pero no se limita a humanos,
animales domésticos y de granja, y animales de zooldgico, deportes 0 mascotas, como perros, caballos, gatos, vacas,
y similares. Preferiblemente, el mamifero es humano.

En el proceso de experimentos realizados dentro del alcance de la presente invencion, sorprendentemente se
descubrié que las propiedades ventajosas de formulaciones reguladas con acido hexanodidico comprenden una buena
aceptabilidad/compatibilidad en conejos tras la inyeccion subcutanea y una eliminacién menor en comparacion con
farmacos comercialmente disponibles y formulaciones de referencia después de una semana después de la
dosificacién. Por lo tanto, como se muestra en los Ejemplos 1 y 2, la inmunogenicidad se puede influenciar
seleccionando una concentracion apropiada de acido hexanodioico en la formulacion o solucion de aplicacion. Esto
puede ser especificamente deseable para los farmacos, con el potencial de ser reconocido por el sistema inmune.

Muchos factores influyen en la inmunogenicidad de formulaciones farmacéuticas que comprenden farmacos
biofarmacéuticos, incluyendo caracteristicas estructurales (variacién de secuencia y glicosilacion), condiciones de
almacenamiento (desnaturalizacion o agregacion causada por oxidaciéon), contaminantes o impurezas en la
preparacion, dosis y duracién del tratamiento, asi como la via de administracién, formulaciéon adecuada y las
caracteristicas genéticas de los pacientes. Las manifestaciones clinicas se han descrito en la seccion anterior.

Como se describe en detalle en la seccion experimental, los inventores encontraron sorprendentemente que una
formulacion que comprende &cido hexanodioico presenta una respuesta inmune reducida tras la inyeccion subcutanea
en conejos en comparacion con la inyeccién de formulaciones que comprenden acido citrico. Al mismo tiempo, los
inventores encontraron sorprendentemente que una formulacién que tiene un contenido reducido, o es esencialmente
libre, de acido citrico, o una sal del mismo, presenta una respuesta inmune reducida tras la inyeccion subcutanea en
conejos. Esto dltimo es particularmente llamativo porque, en general, las moléculas pequefias como los acidos
organicos no provocan ninguna respuesta inmune. Sin estar ligados a la teoria, los inventores postulan que el acido
citrico, o las sales, pueden ser inmunogénicas como tales o desempefar un papel en el desarrollo de una respuesta
inmune.

Por lo tanto, es prudente esperar que la formulacién de un farmaco farmacéutico en un regulador de &cido
hexanodidico induzca menos irritacion o respuesta inmune en comparacion con, por ejemplo, los reguladores de acido
citrico. Al mismo tiempo, es prudente esperar que la formulaciéon de un farmaco farmacéutico en un regulador que
tiene un contenido reducido, o es esencialmente libre, de acido citrico, o sus sales, induzca menos irritacion o
respuesta inmune en comparacion con, por ejemplo, reguladores de acido citrico. La presente invencion divulga estas
observaciones sorprendentes por primera vez, que, aplicadas en consecuencia, permiten afectar, reducir, minimizar
y/o modular la inmunogenicidad de farmacos que son reconocidos por el sistema inmune a través de la formulacién,
sin afectar la biodisponibilidad.
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Ademas, es prudente esperar que cuando se formula un farmaco biofarmacéutico en un regulador que comprende
una concentracion adecuadamente alta de &cido citrico, las reacciones inmunes deseadas pueden aumentarse
adicionalmente.

Los métodos y formulaciones de la presente invencion pueden alterarse como conocera la persona experimentada en
la técnica, pero en general seguiria un procedimiento tal como se describe a continuacién. En primer lugar, se obtiene
un farmaco biofarmacéutico purificado, tal como un anticuerpo o proteina, en una concentracién deseada en un
disolvente tal como agua, complementado preferiblemente con otros medios reguladores adecuados tales como NaCl,
Tween 80 u otros medios reguladores bien conocidos en la técnica en valores de pH entre 5y 8, en los que el farmaco
biofarmacéutico es estable. La formulacién farmacéutica de acuerdo con la presente invencion contiene el farmaco
biofarmacéutico en una cantidad que es eficaz para lograr un efecto terapéutico.

En la segunda etapa, dicho farmaco biofarmacéutico se disuelve en un regulador que comprende al menos acido
hexanodiéico o al menos una sal del mismo en una concentracién adecuada como se describe en detalle a
continuacion para permitir la formaciéon de una formulacion o una suspension del farmaco biofarmacéutico. En la
preparacion de la formulacién liquida de acuerdo con la presente invencion, la sustancia reguladora se proporciona
preferiblemente en forma de su &cido libre. El valor de pH deseado de la solucién se ajusta mediante la adicion de
bases, como por ejemplo hidréxidos alcalinos, hidréxidos alcalinotérreos o hidréxido de amonio. Para este propésito,
se prefiere el uso de hidréxido de sodio.

Usualmente, una formulacién para un farmaco biofarmacéutico comprende uno o mas reguladores, agente o agentes
isotonizantes y agua para inyeccion como disolvente. Ademas, con frecuencia se afiaden estabilizadores, como por
ejemplo un agente crioprotector. Ademas, se pueden agregar uno o mas agentes quelantes de metales y tensioactivos.
Algunos agentes pueden tener un doble papel, por ejemplo, algunos azucares o alcoholes de azlcar pueden servir
como un agente crioprotector y un agente isotonizante.

Como apreciara una persona experimentada, se pueden afadir uno o mas acidos adicionales adecuados para producir
una formulacién en cantidades adecuadas. Particularmente preferidos son acidos mono o dicarboxilicos, o una sal del
mismo, con al menos uno seleccionado del grupo que consiste en:

« 4cido acético o acetato

* 4cido glutamico o glutamato
» 4cido médlico o malato

* 4cido citrico y/o citrato,

« acido fosférico y/o fosfato

* 4cido tartarico, o tartrato, y/o
* 4cido succinico o succinato.

De acuerdo con la presente invencion, la persona experimentada en la técnica entendera que el término "acido o
acidos adecuados” se relaciona con &cido o acidos que no son inmunogénicos en una "cantidad adecuada", es decir,
a la concentracién final de la formulacion preparada. Por lo tanto, ciertos acidos que se sabe que son reconocidos por
el sistema inmune, es decir que son inmunogénicos, y/o inducen una respuesta inmune en un sujeto/paciente no se
consideran adecuados para la preparacion de una formulacion para reducir la inmunogenicidad de acuerdo con la
presente invencion.

Se pueden afadir aditivos adicionales tales como estabilizadores, tensioactivos, agentes isotonizantes, quelantes de
iones metalicos, etc. a la formulacion y/o suspension, cuyos aditivos son adecuados para la aplicacion deseada y son
bien conocidos por las personas experimentadas en la técnica. Como se usa aqui, el término "estabilizador" se referira
a un agente que ayuda a mantener la integridad estructural del farmaco biofarmacéutico, particularmente durante la
congelacién y/o liofilizacion y/o almacenamiento.

Dichos agentes son, en el contexto de la presente invencion, también denominados "crioprotectores” o "lioprotectores”.

Como una etapa opcional del método de la presente invencion, la formulacion y/o suspensién obtenida se puede
liofilizar usando técnicas estandar que son bien conocidas por la persona experimentada. En una realizacion preferida
de la invencién, dicha formulacién esta en una forma seleccionada del grupo que consiste en

a) forma acuosa
b) forma liofilizada, y/o

C) suspension.
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En forma acuosa, dicha formulacion puede estar lista para administracion, mientras que en forma liofilizada dicha
formulacion puede transferirse a forma liquida antes de la administracion, por ejemplo, mediante la adicién de agua
para inyeccion que puede comprender o no un conservante tal como alcohol bencilico, antioxidantes como vitamina
A, vitamina E, vitamina C, retinilpalmitato y selenio, los amino&cidos cisteina y metionina, acido citrico y citrato de
sodio, conservantes sintéticos como parabenos, metil parabeno y propil parabeno.

Finalmente, la formulacion, la suspensién y/o la formulacion liofilizada obtenidas se pueden procesar, por ejemplo,
anadiendo conservantes para el almacenamiento a largo plazo o rellenando un receptaculo adecuado para la
administracion deseada. Por lo tanto, la formulacién obtenida mediante el método de la presente invencién es util para
la administracién parenteral de un farmaco terapéutico y/o diagndstico. La administracion parenteral puede ser
intramuscular o subcutanea, en la que la aplicacion subcutanea es particularmente preferida.

Particularmente, la formulacién de la presente invencién esta disefiada para administracion oral, excepto
administracion oral de rotavirus, asi como rutas de administracion no orales, tales como, pero sin limitacién,
administracién parenteral, administracion topica, administracién pulmonar.

Por lo tanto, en una realizacién preferida, la presente invencién se relaciona con una formulacién y/o método
farmacéutico como se menciona anteriormente y se describe en detalle a continuacion, en el que la formulacion esta
en una forma de dosificacién no oral, es decir, disefiada para administrarse de forma no oral.

Preferiblemente, el acido hexanodidico se usa como el Unico acido carboxilico o sal, o incluso como el Unico regulador
principal en la formulaciéon de acuerdo con la presente invencién.

Particularmente preferida, la formulaciéon puede estar sustancialmente libre de al menos un compuesto regulador
adicional seleccionado del grupo que consiste en:

« 4cido acético o acetato

* acido glutamico o glutamato

» 4cido mdlico o malato

« &cido fosférico y/o fosfato

* 4cido tartérico, o tartrato, y/o

« 4cido succinico o succinato.

o cualquier otro recurso para el cual se sabe que induce o aumenta la inmunogenicidad tras la inyeccion a un sujeto.

De acuerdo con una realizacion preferida, esta provisto que el método o formulaciéon de acuerdo con la invencién da
como resultado una reduccién de las respuestas inmunitarias relacionadas con la administraciéon de las mismas. En
una realizacién preferida, esto se puede lograr, entre otros, de tal manera que la formulacién tenga un contenido
reducido, o sea esencialmente libre, de acido citrico, o una sal del mismo. Preferiblemente, tal formulacién comprende
en su lugar acido hexanodidico.

El término "contenido reducido de &cido citrico", como se usa aqui, significa que la formulacion preferiblemente no
contiene mas de acido citrico 0,01, 0,05, 0,1 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7,0,8, 0,9, 1,0, 1,2 0 1,3 mM, o una sal del mismo.

Este intervalo de concentracion también puede abarcar concentraciones acumulativas de acido citrico y una sal del
mismo, por ejemplo, citrato de sodio. En el caso de que se proporcione &cido citrico como hidrato (por ejemplo,
monohidrato), las concentraciones respectivas deben corregirse en consecuencia.

El término "esencialmente libre de acido citrico”, como se usa aqui, significa que no se ha afiadido intencionalmente
acido citrico, o sal del mismo, a la composicion. La cantidad total de acido citrico, o sus sales como producto de
contaminacion involuntaria es, por lo tanto, inferior al 0,05%, preferiblemente inferior al 0,01%. La méas preferida es
una composicion en la que no se puede detectar ninguna cantidad de acido citrico, o una sal del mismo, con métodos
analiticos estandar usados en tecnologia farmacéutica.

Se prefiere particularmente que el acido hexanodidico esté presente en la formulacion de acuerdo con la presente
invencion, en una concentracién de entre = 1 y < 100 mM, preferiblemente entre =2 2 y < 50 mM, e incluso mas
preferiblemente entre =2 5 y < 25 mM, lo mas preferiblemente 23 mM. Debe entenderse que cada valor numérico entre
1 mMy 100 mM se puede usar de acuerdo con la presente invencién y depende del uso previsto de la formulacién y
del paciente a tratar.

Ademas, se prefiere que, ademds del &cido hexanodioico, la formulacion farmacéutica también pueda contener fosfato,
preferiblemente fosfato de sodio (aqui también denominado "NaP"). El término "fosfato de sodio" debe entenderse
como que abarca el dihidrogenofosfato de sodio y el hidrogenofosfato de disodio, y todas las sales y/o hidratos posibles
de los mismos.
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De acuerdo con otra realizacién preferida, se proporciona que el método o formulaciéon de acuerdo con la invencion
da como resultado un aumento de las respuestas inmunitarias relacionadas con la administracién de las mismas. En
una realizacién preferida, esto se puede lograr, entre otros, de tal manera que la formulacién comprenda acido citrico
0 una sal del mismo.

Preferiblemente, esto significa que el acido citrico, o una sal del mismo, se ha afiadido intencionalmente a la
composicién, aunque esta realizacién también abarca aquellas formulaciones donde el acido citrico esta presente sin
haber sido intencionalmente afadido.

Preferiblemente, la formulacion podria contener més de &cido citrico 1,30, 1,40, 1,50, 1,60, 1,70, 1,80, 1,90, 2,00, 2,10,
2,20, 2,30, 2,40, 2,50, 2,60, 2,70, 2,80, 2,90, 3,00, 3,10, 3,20, 3,30, 3,40, 3,50, 3,60, 3,70, 3,80, 3,90, 4,00, 4,10, 4,20,
4,30, 4,40, 4,50, 4,60, 4,70, 4,80, 4,90, 5,00, 5,10, 5,20, 5,30, 5,40, 5,50, 5,60, 5,70, 5,80, 5,90, 6,00, 6,10, 6,20, 6,30,
6,40, 6,50, 6,60, 6,70, 6,80, 6,90, 7,00, 7,10, 7,20, 7,30, 7,40, 7,50, 7,60, 7,70, 7,80, 7,90, 8,00, 8,10, 8,20, 8,30, 8,40,
8,50, 8,60, 8,70, 8,80, 8,90, 9,00, 9,10, 9,20, 9,30, 9,40, 9,50, 9,60, 9,70, 9,80, 9,90, 0 10,00 mM, o una sal del mismo.

Este intervalo de concentracion también puede abarcar concentraciones acumulativas de acido citrico y una sal del
mismo, por ejemplo, citrato de sodio. En el caso de que se proporcione acido citrico como hidrato (por ejemplo,
monohidrato), las concentraciones respectivas deben corregirse en consecuencia.

Dicha forma acuosa de la formulacion farmacéutica tiene, preferiblemente, un pH de entre 23 y <9, preferiblemente
entre 24 y <8, mas preferiblemente entre 25y <7.

En aln otra realizacion preferida de la presente invencién, la formulacién comprende ademas al menos un estabilizante
seleccionado del grupo que consiste en un aminoacido, un poliol de azucar, un disacéarido y/o un polisacéarido.

Preferiblemente, dicho disacarido es al menos un agente seleccionado del grupo que consiste en sacarosa, trehalosa,
maltosa y/o lactosa.

Asimismo, preferiblemente, dicho poliol de azlcar es al menos un agente seleccionado del grupo que consiste en
manitol y/o sorbitol. Entre estos, el manitol es un poliol de azlcar particularmente preferido. Preferiblemente, se usa
como el unico poliol de azucar, o incluso el Unico estabilizador en la formulacién farmacéutica de acuerdo con la
presente invencion.

Se prefiere particularmente que dicho estabilizador esté presente en una forma acuosa de la formulacién farmacéutica
en una concentraciéon de entre 21 mMy < 300 mM, preferiblemente entre 22 mM y < 200 mM, y mas preferiblemente
entre 25 mMy <150 mM.

En adn otra realizacién preferida de la presente invencion, dicha formulacion comprende ademas al menos un agente
seleccionado del grupo que consiste en:

* un tensioactivo

* un agente isotonizante, y/o

* un quelante de iones metdlicos.

Dicho tensioactivo mejora la capacidad de humectaciéon de los componentes y respalda su solubilidad. Esto es
particularmente importante porque los farmacos biofarmacéuticos a menudo se formulan en altas concentraciones (por
ejemplo, >100 mg en 1-10 ml).

Los tensioactivos adecuados son, por ejemplo, lecitina y otros tensioactivos no iénicos, como polisorbatos ("Tween")
o poloxameros. Los tensioactivos particularmente preferidos son polisorbato 80 ("Tween 80") o poloxamero 188.

Dicho agente isotonizante sirve para ajustar la presién osmética de la formulacién de acuerdo con la invencién a un
valor fisiolégicamente aceptable, por ejemplo, a la osmolaridad de la sangre.

El agente isotonizante es un compuesto fisiolégicamente aceptable y no esté particularmente limitado. Ejemplos tipicos
del agente isotonizante son, por ejemplo, una sal inorganica tal como cloruro de sodio, cloruro de potasio o cloruro de
calcio, y similares. Estos pueden usarse solos o0 en una mezcla de los mismos.

Dicho quelador de iones metalicos sirve para la formacion compleja de metales pesados, que de otro modo puede
inactivar el farmaco biofarmacéutico comprendido en la formulacion de acuerdo con la invencion. Preferiblemente,
dicho quelador de iones metalicos es EDTA y/o EGTA.

Aunque existe una evidencia creciente de que altas cantidades de &cido citrico pueden tener un impacto sobre la
inmunogenicidad cuando se inyecta por via subcutanea, dicha inmunogenicidad es probable que induzca y/o aumente
la eliminacion de un farmaco farmacéutico contenido en una composicion regulada de &cido citrico, se desea evitar
una eliminacién no deseada de farmacos farmacéuticos que deben estar presentes en forma activa en el cuerpo.

Como se describe en el Ejemplo 2 asi como en la Figura 3 y la Tabla 4, el uso de la formulacién que contiene
adalimumab regulado con &cido adipico sin acido citrico sorprendentemente muestra una respuesta inmune
insignificante cuando se inyecta por via subcutdnea. Como resultado, una formulacién regulada con &cido adipico da
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como resultado un nivel muy bajo de respuesta inmune, y por lo tanto hace que esta formulacion sea particularmente
superior para la inyeccién subcutanea.

Por lo tanto, en otra realizacion preferida, dicha formulacién es una formulacién adecuada para administracion
parenteral, preferiblemente para administracion intramuscular y/o subcutanea. Es particularmente preferido que la
formulacion esté disefiada para la administracién subcutanea.

En una realizacion preferida de la presente invencion, dicha formulaciéon es adecuada para mantener la integridad
estructural del farmaco biofarmacéutico almacenado en el mismo en términos de agregacion, potencial de proteccién
y estabilidad tal como estabilidad termodinamica.

La siguiente tabla muestra formulaciones que comprenden un anticuerpo quimérico, humanizado o humano (formato
IgG) que muestran un comportamiento de agregacion superior sobre reguladores de control que comprenden un
sistema de fosfato/citrato, como se divulga por ejemplo en el documento W02012/089778 presentado por el
cesionario, cuyo contenido se adjunta expresamente por referencia.

Compuesto | peso [mg/mL] | Concentracion | Concentracion
mol de ejemplo | de ejemplo
(mM) (mg/mL)
IgG 5 - 50 mg/mL
quimérico, 100,00
humanizado
0 humano
NaCl 58,4 50 —-1]105,00 6,132
7,0
Manitol 182 10,0 - 66,00 12,012
14,0
acido adipico | 146,14 1,5 — 23,00 3,36122
4,0
acido citrico | 192,124 |0-9,6 |1,30 0,2497612
Tween 80 1,310 05 -10,80 1,048
1,5
NaOH (para qg.s.
ajustar pH)
pH 5,20

Las técnicas analiticas para medir la estabilidad de proteinas estan disponibles en la técnica y se revisan, por ejemplo
en Peptide and Protein Drug Delivery, 247-301 (Vincent Lee ed., Nueva York, N.Y., 1991) y Jones, 1993 Adv. Drug
Delivery Rev. 10:29-90. La estabilidad se puede medir a una temperatura seleccionada durante un periodo de tiempo
seleccionado como se ejemplifica en los ejemplos proporcionados. El almacenamiento de formulaciones estables (es
decir, vida util) es preferiblemente de al menos 6 meses, mas preferiblemente de 12 meses, mas preferiblemente de
12 a 18 meses, y mas preferiblemente de 2 0 mas afnos.

En otra realizacion preferida de la presente invencién, dicho farmaco biofarmacéutico es una proteina. Dicha proteina
puede ser una proteina natural, una proteina modificada (es decir, una proteina que ha sido modificada con respecto
a su contraparte natural, también llamada armazén o plantilla) o una proteina totalmente sintética (es decir, una
proteina que no tiene equivalente natural).

Dicha proteina puede aislarse de un organismo natural o puede obtenerse por fermentacién de un organismo cultivado.
Ademas, dicha proteina puede ser una proteina que es un homoélogo o un heterélogo de la proteina que se ha obtenido
del organismo. Ademas, dicha proteina puede ser una proteina recombinante.
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En una realizacion particularmente preferida, el farmaco biofarmacéutico es una inmunoglobulina. Preferiblemente, es
una IgG.

Se prefiere que la proteina y/o inmunoglobulina esté presente en una forma acuosa de la formulacion farmacéutica en
una concentracion de entre 2 0,1 y < 500 mg ml', preferiblemente entre = 20 y < 200 mg ml".

El término "inmunoglobulina" se entiende que incluye, pero no se limita a, un anticuerpo y fragmento de anticuerpo (tal
como scFv, Fab, Fc, F(ab')2), y otras porciones genéticamente modificadas de anticuerpos. Dependiendo de la
secuencia de aminoacidos del dominio constante de sus cadenas pesadas, las inmunoglobulinas se pueden asignar
a diferentes clases. Hay cinco clases principales de inmunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM. Varios de estos pueden
dividirse adicionalmente en subclases (isotipos), por ejemplo, 1gG1, IgG2, IgG3 e 1gG4; IgA1 e IgA2. Los dominios
constantes de cadena pesada que corresponden a las diferentes clases de inmunoglobulinas se denominan alfa(a)
delta(d), épsilon (), gamma (y) y mu (), respectivamente. Las estructuras de subunidades y configuraciones
tridimensionales de diferentes clases de inmunoglobulinas son bien conocidas.

Particularmente preferido de acuerdo con la presente invencion, dicha inmunoglobulina es al menos un anticuerpo, o
fragmento o derivado del mismo, seleccionado del grupo que consiste en:

(i) anticuerpo derivado de hibridoma
(i) anticuerpo quimerizado

(iii) anticuerpo humanizado, y/o

(iv) anticuerpo humano.

Se prefiere particularmente que dicha inmunoglobulina sea un anticuerpo monoclonal, o un fragmento o derivado del
mismo.

Como se usa aqui, la expresion "anticuerpo monoclonal (mAb)" se referird a una composicién de anticuerpo que tiene
una poblacién de anticuerpos homogénea, es decir, una poblacion homogénea que consiste en una inmunoglobulina
completa o un fragmento o derivado de la misma. Particularmente preferido, tal anticuerpo se selecciona del grupo
que consiste en IgG, IgD, IgE, IgA y/o IgM, o un fragmento o derivado del mismo.

Como se usa aqui, el término "fragmento” se referira a fragmentos de dicho anticuerpo que retienen, en algunos casos,
capacidades de enlace al objetivo, por ejemplo:

» una CDR (region determinante de complementariedad)

* una regién hipervariable,

» un dominio variable (Fv)

* una cadena pesada de IgG (que consta de las regiones VH, CH1, bisagra, CH2 y CH3)
* una cadena ligera IgG (que consta de regiones VL y CL), y/o

» un Fab y/o F(ab)2.

Como se usa aqui, el término "derivado" se referird a constructos de proteinas y/o inmunoglobulinas que son
estructuralmente diferentes de, pero que todavia tienen alguna relacion estructural con, el concepto de anticuerpo
comun, por ejemplo, scFv, Fab y/o F(ab)2, asi como estructuras de anticuerpos especificos bi-, tri- 0 superiores. Todos
estos articulos se explican a continuacién.

Otros derivados de anticuerpos conocidos por las personas experimentadas en la técnica son diacuerpos, anticuerpos
de camélidos, anticuerpos de dominio, homodimeros bivalentes con dos cadenas que consisten en scFvs, IgAs (dos
estructuras de IgG unidas por una cadena J y un componente secretor), anticuerpos de tiburén, anticuerpos que
consisten de estructura de primate del nuevo mundo mas CDR de primate del viejo mundo, estructuras dimerizadas
que comprenden CH3+VL+VH, y conjugados de anticuerpos (por ejemplo, anticuerpo o fragmentos o derivados unidos
a una toxina, una citocina, un radiois6topo o una etiqueta).

Los métodos para la produccion y/o seleccion de mAbs quiméricos, humanizados y/o humanos son conocidos en la
técnica. Por ejemplo, el documento US6331415 de Genentech describe la produccién de anticuerpos quiméricos,
mientras que el documento US6548640 del Consejo Médico de Investigacion describe técnicas de injerto de CDR y el
documento US5859205 de Celltech describe la produccién de anticuerpos humanizados. Las bibliotecas de
anticuerpos in vitro se divulgan, entre otros, en los documentos US6300064 de MorphoSys y US6248516 de
MRC/Scripps/Stratagene. Las técnicas de despliegue de fago se divulgan, por ejemplo, en el documento US5223409
de Dyax. Las plataformas de mamiferos transgénicos se describen, por ejemplo, en US200302048621 por
TaconicArtemis.
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IgG, scFv, Fab y/o F(ab)2 son formatos de anticuerpos bien conocidos por la persona experimentada. Las técnicas de
habilitacion relacionadas estan disponibles en los respectivos libros de texto.

Como se usa aqui, el término "Fab" se relaciona con un fragmento de IgG que comprende la regiéon de enlace al
antigeno, estando dicho fragmento compuesto por un dominio constante y uno variable de cada cadena pesada y
ligera del anticuerpo.

Como se usa aqui, el término "F(ab)2" se relaciona con un fragmento de IgG que consiste en dos fragmentos Fab
conectados entre si mediante enlaces disulfuro.

Como se usa aqui, el término "scFv" se relaciona con un fragmento variable de cadena sencilla que es una fusién de
las regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulinas, unido entre si mediante un conector
corto, generalmente serina (S) o glicina (G). Esta molécula quimérica retiene la especificidad de la inmunoglobulina
original, a pesar de la eliminacién de las regiones constantes y la introduccion de un péptido conector.

Los formatos de anticuerpos modificados son, por ejemplo, estructuras de anticuerpos biespecificos o triespecificos,
proteinas de fusion a base de anticuerpos, inmunoconjugados y similares.

En otra realizacién preferida de la presente invencion, dicho anticuerpo, o fragmento o derivado del mismo, es un
anticuerpo anti-TNF-a.

Un ejemplo para un anticuerpo anti-TNF-a se define mediante el listado de secuencias incluido en la solicitud
internacional W02012089778. En ella, la SEQ ID No 1 define la secuencia de &cido nucleico de codificacion de la
cadena pesada de IgG, la SEQ ID No 2 define la secuencia de acido nucleico de codificacion de la cadena ligera de
IgG, y las SEQ ID Nos 3 y 4 definen las secuencias de aminoacidos de la cadena pesada y la cadena ligera,
respectivamente.

Las SEQ ID Nos 5, 7 y 9 definen las secuencias de aminoacidos de las regiones determinantes de complementariedad
(CDR) de la cadena ligera (es decir, LC CDR 3, LC CDR 2 y LC CDR 1). Las SEQ ID Nos 6, 8 y 10 definen las
secuencias de aminoacidos de las regiones determinantes de complementariedad de la cadena pesada (es decir, HC
CDR 3,HC CDR 2y HC CDR 1).

Se tiene en cuenta que las SEQ ID No 1y 2, o partes de las mismas, pueden ser reemplazadas de manera equivalente
por

* secuencias de acidos nucleicos que codifican las mismas proteinas, o las cadenas de proteinas, codificadas por las
SEQID No 1y 2, pero tienen sustituciones de nucleétidos que son tolerables bajo la degeneracion del codigo genético,
* secuencias que codifican una fraccién, variante, homologo o derivado de las proteinas, o las cadenas de proteinas,
codificadas por las SEQIDNo 1y 2,

* secuencias de acido nucleico que estan optimizadas por cédigo para un huésped de expresion dado, y/o

» molécula de &cido nucleico que tiene una identidad de secuencia de al menos 70, preferiblemente 95% con cualquiera
delas SEQIDNo 1o02.

En una realizacién particularmente preferida, la formulacion farmacéutica o la formulacion obtenible mediante el
método de acuerdo con la presente invencion comprende un anticuerpo que comprende (i) una secuencia de
aminodcidos que es al menos 80% idéntica a la secuencia de amino&cidos de la SEQ ID No 1 y/o la SEQ ID No 2; y/o
(i) regiones CDR que tienen secuencias de aminoacidos que son idénticas a las secuencias de aminoacidos de las
regiones CDR de adalimumab.

En una realizacion, un anticuerpo de la invencion comprende al menos una CDR de cadena pesada o ligera de una
molécula de anticuerpo conocida como adalimumab. En otra realizacion, un anticuerpo de la invencion comprende al
menos dos CDRs de una o méas moléculas de anticuerpo. En otra realizacién, un anticuerpo de la invencién comprende
al menos tres CDRs de una o mas moléculas de anticuerpo. En otra realizaciéon, un anticuerpo de la invencion
comprende al menos cuatro CDRs de una o mas moléculas de anticuerpo. En otra realizacion, un anticuerpo de la
invencion comprende al menos cinco CDRs de una o mas moléculas de anticuerpo. En otra realizacion, un anticuerpo
de la invencién comprende al menos seis CDRs de una o mas moléculas de anticuerpo.

En otra realizacién, la formulacién farmacéutica o la formulaciéon obtenible mediante el método de acuerdo con la
presente invenciéon comprende un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80%,
85%, 90% 0 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No 1 y/o la SEQ ID No 2. En particular, dicho
anticuerpo comprende, consiste esencialmente de, o consiste de una regién variable de cadena ligera y/o pesada de
inmunoglobulina (VL y/o Vu), donde al menos uno de los los Vi.-CDRs de la region variable de cadena ligera o al menos
dos de las VL.-CDRs de la regién variable de cadena ligera son al menos 80%, 85%, 90% o0 95% idénticas a la cadena
ligera de referencia de secuencias de aminacido V.-CDR1, V.-CDR2 o V.-CDRS3 y/o Vu-CDR4, Vu-CDR5 o Vu-CDR6
de anticuerpo como se describe por las SEQ ID No 1 a 10.

Obsérvese que las SEQ ID No 3 a 10, o partes de las mismas, pueden reemplazarse de manera equivalente por
secuencias de aminoacidos que llevan una o mas sustituciones conservadoras de aminoacidos, es decir, una 0 mas
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sustituciones que no afectan a caracteristicas proteicas significativas, como afinidad de enlace a diana,
inmunogenicidad, respuesta de ADCC, vida media en suero, solubilidad, etc.

Otros anticuerpos preferidos son anticuerpos que reconocen una cualquiera o una combinacion de proteinas que
incluyen, pero no se limitan a, cualquiera de las proteinas mencionadas anteriormente y/o los siguientes antigenos:
CD2, CD3, CD4, CD8, CD11a, CD14, CD18, CD20, CD22, CD23, CD25, CD33, CD40, CD44, CD52, CD80 (B7.1),
CD86 (B7.2), CD147, IL-la, IL-1, IL-2, IL-3, IL-7, IL-4, IL-5, IL-8, IL-10, receptor IL-2, receptor IL-4, receptor IL-6,
receptor IL-13, subunidades del receptor IL-18, PDGF-B y analogos de los mismos, PLGF, VEGF, TGF, TGF-p2, TGF-
p1, receptor de EGF, receptor de PLGF, receptor de VEGF, factor de crecimiento de hepatocitos, ligando de
osteoprotegerina, interferon gamma, estimulador de linfocitos B, complemento C5, IgE, antigeno tumoral CA125,
antigeno tumoral MUC1, antigeno PEM, ErbB2/HER-2, epitopos asociados a tumores que estan presentes en niveles
elevados en los sueros de pacientes, epitopos o proteinas asociados al cancer expresados en mama, colon, células
escamosas, prostata, pancreas, pulmén y/o células de cancer de rifndn y/o en melanoma, glioma, o células de
neuroblastoma, el nucleo necrético de un tumor, integrina alfa 4 beta 7, la integrina VLA-4, integrinas B2, receptores
TRAIL 1,2,3 y 4, RANK, un ligando RANK, TNF-q, la molécula de adhesién VAP-1, molécula de adhesion de células
epiteliales (EpCAM), molécula-3 de adhesion intercelular (ICAM-3), leucointegrinadhesina, glicoproteina plaquetaria
gplib/llla, cadena pesada de miosina cardiaca, hormona paratiroidea, MHC I, antigeno carcinoembrionario (CEA), alfa-
fetoproteina (AFP), factor de necrosis tumoral (TNF), receptor Fc-y-1, HLA-DR 10 beta, antigeno HLA-DR, L-selectina
e IFN-y.

Alternativamente, dicho farmaco biofarmacéutico es un mimético de anticuerpo, es decir, una molécula de proteina
enlazadora de objetivo no a base de inmunoglobulina. Muchas de las técnicas mencionadas anteriormente son
aplicables también para estas moléculas. Dichos miméticos de anticuerpos se derivan, por ejemplo, de proteinas de
repeticion de anquirina, lectinas tipo C, proteinas de dominio A de Staphylococcus aureus, transferrinas, lipocalinas,
fibronectinas, inhibidores de proteasa de dominio Kunitz, ubiquitina, nudo de cisteina, knottinas, tioredoxina A, y
demas y son conocidos por la persona experimentada en la técnica a partir de la literatura respectiva.

En otra alternativa, dicho farmaco biofarmacéutico es una proteina de fusién recombinante que comprende cualquiera
de las proteinas mencionadas anteriormente o proteinas sustancialmente similares. Por ejemplo, las proteinas de
fusién recombinantes que comprenden una de las proteinas mencionadas mas un dominio de multimerizacion, tal
como una cremallera de leucina, un alambre en espiral, una porcion Fc de un anticuerpo, o una proteina
sustancialmente similar, pueden ser un farmaco biofarmacéutico compuesto por las formulaciones de la presente
invencion. Especificamente incluidas entre tales proteinas de fusion recombinantes hay proteinas en las que al menos
una porcién de TNFR o RANK esta fusionada a una porcion Fc de un anticuerpo. Particularmente preferidas, dichas
proteinas de fusion recombinantes comprenden un dominio de enlace a objetivo y el dominio Fc de IgG (las
denominadas moléculas -cept).

Dado que, por ejemplo, ciertos anticuerpos deben aplicarse subcutaneamente de forma regular, como diariamente,
una vez a la semana, cada dos semanas (es decir, cada 13-15 dias) y/o una vez al mes y ciertos reguladores utilizados
actualmente para tal fin pueden inducir al inyectar en la piel, irritaciones locales y/o dolor y/o inducir la eliminacion del
anticuerpo inyectado, se desea proporcionar un método que sea eficaz en la modulacién tal como la prevencion, la
minimizacion y/o la reduccion de la inmunogenicidad.

Como apreciara una persona experimentada, ciertos acidos usados como compuestos reguladores principales, tales
como el &cido citrico, tienen el inconveniente de que, tras la inyeccion subcutanea, inducen irritacién de la piel asi
como dolor alrededor del lado de la inyeccion. Sorprendentemente, la presente invencién revela por primera vez, como
se muestra en los Ejemplos, que el acido citrico en concentraciones que oscilan desde 1,3 mM a 9,6 mM influye
fuertemente en la inmunogenicidad tras la inyeccion subcutanea de una proteina tal como el anticuerpo adalimumab.

En una realizacion, la composicién regulada de acuerdo con la presente invencién esta destinada a la preparacién de
un medicamento, preferiblemente para administracién subcutédnea o intramuscular, por ejemplo mediante inyeccién
con jeringas precargadas o por infusion, en el caso que sea deseable una administracion continua a largo plazo de un
farmaco biofarmacéutico como se definié anteriormente.

Como ya se ha mencionado anteriormente y se ilustra en los ejemplos del documento W0O2012/089778, la formulacién
regulada hexanodionica de adalimumab es estable durante un largo periodo de tiempo y puede almacenarse
basicamente en cualquier receptaculo adecuado. Por consiguiente, la presente invencion también se relaciona con un
receptaculo que contiene una de las formulaciones descritas anteriormente y/o en los Ejemplos.

Tipicamente, el receptaculo es un recipiente que esta destinado convencionalmente para el almacenamiento y/o
administracién de un farmaco biofarmacéutico, como un vial, una jeringa, un lapiz de inyeccion, una ampolla, un
cartucho o un recipiente de infusién, en el que la formulacién de acuerdo con la presente invencion es particularmente
ventajosa para el uso en jeringas, lapices y ampollas listas para usar. En una realizacion preferida, la formulacion
liquida estéa presente en la jeringa o en el lapiz a una concentracion eficaz, que es, en términos de un anticuerpo anti-
TNF-alfa tal como adalimumab, 40 mg en 0,8 ml.
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En una realizacion, la presente invencién se relaciona con una jeringa o lapiz precargado, un vial o una bolsa de
infusion, dicha jeringa o lapiz, vial o bolsa de infusién que comprende una formulacion farmacéutica o las
formulaciones/suspensién y/o forma liofilizada obtenible mediante el método de acuerdo con la presente invencion.

En otro aspecto mas de la presente invencion, se proporciona un envase primario, tal como una jeringa o lapiz
precargado, un vial o una bolsa de infusion, que comprende la formulacién obtenible mediante el método de acuerdo
con el primer aspecto de la invencion y/o la formulacion de acuerdo con el segundo aspecto de la presente invencién.

La jeringa o lapiz precargado puede contener la formulacion ya sea en forma liofilizada (que luego debe solubilizarse,
por ejemplo, con agua para inyeccion, antes de la administracion), o en forma acuosa. Dicha jeringa o lapiz a menudo
es un articulo desechable para un solo uso y puede tener un volumen entre 0,1 y 20 ml. Sin embargo, la jeringa o lapiz
también pueden ser una jeringa o lapiz de multiples usos o multidosis.

Dicho vial también puede contener la formulacion en forma liofilizada o en forma acuosa y puede servir como un
dispositivo de uso Unico o multiple. Como un dispositivo de uso multiple, dicho vial puede tener un volumen mayor.

Dicha bolsa de infusion normalmente contiene la formulaciéon en forma acuosa y puede tener un volumen entre 20 y
5.000 ml.

En un aspecto adicional de la invencién, la formulacion farmacéutica o la formulacién/suspension y/o formulacién
liofilizada obtenible mediante el método y/o dicho empaque primario como se menciona anteriormente es para uso en
el tratamiento de al menos una afeccion patoldgica seleccionada del grupo que consiste en:

» enfermedades autoinmunes

» enfermedades infecciosas

» enfermedades neoplésicas y/o malignas (cancer), y
» enfermedades del sistema nervioso.

Las enfermedades autoinmunes adecuadas son las enfermedades artriticas y reumaticas, como la psoriasis, el morbus
Crohn (enfermedad de Crohn) o la artritis reumatoide. Las enfermedades infecciosas adecuadas son infecciones
virales y/o bacterianas. Las enfermedades neoplasicas y/o malignas adecuadas son sarcomas, carcinomas, linfomas
y leucemias, preferiblemente, cancer de pulmén, cancer de mama, cancer de ovario, cancer de colon, cancer de
prostata, cancer de cuello uterino y similares. Las enfermedades adecuadas del sistema nervioso son, entre otras,
trastornos neurodegenerativos tales como la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Alzheimer, la esclerosis
multiple, la enfermedad de Huntington o la esclerosis lateral amiotroéfica.

En otros aspectos y con la misma concentraciéon de dosificacién, las formulaciones que comprenden un anticuerpo
anti-TNF-alfa de acuerdo con la presente invencion se pueden usar de acuerdo con la informacién del producto de
Humira® (INN: adalimumab), en particular con respecto a la dosificacion, administracion e indicacion médica.

Debido a que la mezcla de otros excipientes o la adopcidn de otras medidas preparatorias, como la filtracion, la mezcla,
etc., antes de la administracion de la formulacion del farmaco biofarmacéutico de acuerdo con la presente invencién
pueden omitirse ventajosamente, el farmaco biofarmacéutico de acuerdo con la presente invencién puede estar
preparado para la administracion inmediata, por ejemplo, en un kit.

En una realizacién que es particularmente ventajosa para médicos, farmacéuticos y especialmente para pacientes, la
presente invencion por lo tanto también se refiere a un kit para la administracién parenteral de la formulacién que se
puede obtener mediante el método de la presente invencién o la formulacion farmacéutica util en el método para
reducir la inmunogenicidad, que comprende uno o mas de los receptaculos descritos anteriormente, preferiblemente
junto con instrucciones para el almacenamiento y/o la administracién.

Preferiblemente, se proporcionan 1 0 2 0 3 0 4 0 5 jeringas o lapices en el kit de acuerdo con la presente invencion,
opcionalmente mas, como 7 jeringas o lapices, por ejemplo en el caso de que la administracion diaria esté destinada
a durar una semana.

Por razones de manipulacion segura, el kit de acuerdo con la presente invencion tiene ventajosamente compartimentos
de seguridad para jeringas y para agujas de inyeccion y/o infusion, respectivamente. Aqui, también se deben
considerar las ayudas de descarga para las agujas y las tapas de sellado preparadas o preinstaladas.

Como se describié anteriormente, las formulaciones de acuerdo con la presente invencién son estables durante un
largo periodo de tiempo, en particular a aproximadamente 5 °C, preferiblemente durante un periodo de al menos 4
semanas. Por lo tanto, las formulaciones, receptaculos y kits de acuerdo con la presente invencién se pueden
almacenar ventajosamente en un refrigerador convencional.

Estas y otras realizaciones resultantes de la presente invencién estan abarcadas por las reivindicaciones.
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La divulgacion de los documentos de la técnica anterior citados anteriormente y a continuaciéon se incorpora en la
presente solicitud por referencia, en particular con respecto a la produccion de un anticuerpo anti-TNF y el regulador
de &cido hexanodioico. Estas y otras realizaciones se divulgan y son evidentes para la persona experimentada en la
técnica y estan abarcadas por la descripcion y los ejemplos de la presente invencion. La literatura adicional sobre los
excipientes mencionados anteriormente asi como en medios electrénicos que se pueden usar de acuerdo con la
presente invencion se puede tomar de la técnica anterior, por ejemplo de bibliotecas publicas que usan, por ejemplo,
medios electrénicos. Ademas, hay mas bases de datos publicas disponibles facilmente a través de Internet, como por
ejemplo "PubMed".

Las técnicas para realizar la presente invencion son conocidas por la persona experimentada en la técnica y pueden
tomarse de la bibliografia pertinente, véase, por ejemplo, Molecular Cloning A Laboratory Manual, 2nd Ed., ed. por
Sambrook, Fritsch y Maniatis (Cold Spring Harbor Laboratory Press: 1989); Immunochemical Methods In Cell And
Molecular Biology (Mayer and Walker, eds., Academic Press, London, 1987); Handbook Of Experimental Immunology,
volumenes I-IV (D. M. Weir and C. C. Blackwell, eds., 1986).

Breve descripcion de las figuras

Figura 1-a: Presentacion semilogaritmica de las concentraciones séricas individuales de adalimumab, después de una
Unica administracion s.c. de Humira® (individuos con respuesta relevante de ADA marcada por ciclo)

Figura 1-b: Presentacién semilogaritmica de las concentraciones séricas individuales de adalimumab, después de una
Unica administracién s.c. con la version de adalimumab del cesionario, formulada como Humira®, pero con una mayor
concentracién de acido citrico (los individuos con respuesta ADA relevante estdn marcados por ciclo)

Figura 1-c: Presentacion semilogaritmica de las concentraciones séricas individuales de adalimumab, después de una
Unica administracién s.c. con la versién de adalimumab del cesionario, formulada con &cido adipico y con una
concentracién disminuida de &cido citrico en comparacién con Humira® (los individuos con una respuesta ADA
relevante estan marcados por ciclo)

Figura 2: Frecuencia de inmunogenicidad en el estudio No. 1. La correlacién entre la concentracion de acido citrico y
la rata de inmunogenicidad en los tres grupos de este estudio

Figura 3: Frecuencia de la respuesta inmune de alto titulo en el estudio No. 2 para la version de adalimumab del
cesionario formulado de la misma manera que Humira®. La inmunogenicidad resultante se encuentra en el mismo
orden de magnitud, es decir, la version de adalimumab del cesionario puede generalizarse a Humira®, en este sentido

Figura 4: Incidencia de inmunogenicidad en el estudio No. 2. El perfil de respuesta inmunitaria de la formulacion de
acido adipico (alto, medio, transitorio, sin respuesta) se comporté de forma estadisticamente significativa en
comparacién con Humira® (p <0,05 para la prueba T exacta de Fisher; Pearson: 9,167 (p= 0,02716) para Chi cuadrado,
con 3 grados de libertad y excluyendo los casos de cero ocurrencia de célula)

Ejemplos

Material y métodos
Ejemplo 1: Estudio No 1
Animales:

Un criador comercial suministré 45 conejos neozelandeses blancos de raza pura (NZW). El peso corporal estaba en
el orden de tamario de aproximadamente 3 kg y todos los animales se examinaron en signos externos de enfermedad
para garantizar la inclusién de solamente individuos sanos. Los individuos fueron marcados por nimeros tatuados.

Solicitud:

Todos los animales se dosificaron en el dia 1 del estudio a través de una inyeccion en bolo subcutanea en la region
posterior por un técnico de animales. La velocidad de inyeccion fue de aproximadamente 15 segundos/dosis a un
volumen de administracién de 0,2 ml/kg de peso corporal.

Grupos de tratamiento:

Se determinaron tres grupos de tratamiento, dos de los cuales (grupos 1 y 3) se trataron con una formulacién que
comprende la versién de adalimumab del destinatario, y uno de los cuales (grupo 2) que comprende Humira®.

Tabla 1: Tamano del grupo, nivel de dosis
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No. de Grupo Tratamiento/ | Dosis |volumen |Numero/

Formulacion |[mg/kg | de género
bw] aplicacion
[mL/kg
bw]
1 fosfato/acido |10 0,2 15f
citrico
2 Humira® 10 0,2 15f
3 acido 10 0.2 15f

adipico/citrico

Los animales se asignan a los grupos por medio de una aleatorizacion generada por ordenador.
Dieta/alojamiento/agua de beber:

Se suministr6 a los animales ad libitum una alimentacion comercial certificada (ssniff® K-H (ssniffSpezialdiaten GmbH,
59494 Soest, Alemania) y agua de beber del grifo. Y los animales se alojaron individualmente en jaulas estandar a
una temperatura ambiente de aproximadamente 20 °C + 3 °C y una humedad relativa de 55% * 15%. Las desviaciones
a corto plazo ocurrieron durante las fases de limpieza. Las habitaciones del alojamiento estaban iluminadas (alrededor
de 150 lux a aproximadamente 1,50 m de altura) en un ciclo de 12 horas de luz/12 horas de oscuridad.

Muestreo de sangre:

Se recogieron muestras de sangre en los siguientes puntos de tiempo: predosis, 2, 8 (dia de prueba 1), 24, 40 (dia de
prueba 2), 48, 60 h p.a. y en los dias de prueba 4, 5, 8, 15, 22, 29. La muestra se proceso a suero y se almacend
congelada a -20 °C o mas fria hasta el envio y andlisis de la concentracion de adalimumab mediante un ELISA
sandwich convencional, calificado para este propdsito.

Ejemplo 2: estudio No. 2
Animales:

100 conejos machos blancos neozelandeses (NZW) de pura raza fueron suministrados por el mismo criador comercial
que en el estudio No. 1. Se eligié un tamafo de grupo ligeramente mayor, n=20/grupo vs. n=15/grupo en el estudio
No. 1 para garantizar mayor solidez de los datos resultantes. Los machos fueron seleccionados para evaluar si los
hallazgos del estudio No. 1 no fueron influenciados por el género. Las caracteristicas de los animales fueron las
mismas, al igual que los aspectos restantes del disefio del estudio, es decir, asignacion aleatoria a grupos de estudio,
nivel de dosis, volumen de aplicacion, dieta, condiciones de alojamiento, agua de beber y condiciones de luz,
procesamiento de muestras de sangre y almacenamiento de muestras.

Grupos de tratamiento:

Se determinaron cinco grupos de tratamiento, cuatro de los cuales (grupos 2-5) se trataron con una formulacién que
comprendia la versién del adalimumab del destinatario, y uno de los cuales (grupo 1) que comprende Humira®.

Tabla 2: Tamaro del grupo, nivel de dosis

No. Tratamiento/ |Dosis |Volumen | Numero/

de Formulacién |[mg/kg | de género
grupo bw] aplicacién
[mL/kg
bw]
1 Humira® 10 0,2 20m
2 fosfato/acido |10 0,2 20m
citrico
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No. Tratamiento/ | Dosis |Volumen | Numero/

de Formulacion |[mg/kg | de género
grupo bw] aplicacioén

[mL/kg

bw]
3 Acido 10 0,2 20m

acético/citrico

4 Acido 10 0,2 20m
adipico/citrico

5 Acido adipico | 10 0,2 20m

Muestreo de sangre:

Los puntos temporales de muestreo de sangre para el andlisis de las concentraciones séricas de adalimumab y la
inmunogenicidad se ampliaron ligeramente para garantizar la eliminacién maxima, lo que minimiza la interferencia del
farmaco con la deteccién de ADA. Las muestras se recolectaron en los siguientes puntos de tiempo: predosis, 2, 8
(dia de prueba 1), 24, 40 (dia de prueba 2), 56 horas p.a. y en los dias de prueba 4, 5 y en intervalos semanales a
partir de entonces, es decir, dias de prueba 8, 15, 22, 29, 36, 43, 50, 57, 64, 71, 78. La muestra se proceso6 a suero y
se almacend congelada a -20°C o mas frio hasta el envio y andlisis de la concentracion de adalimumab y el analisis
de ADA mediante ELISAs convencionales, validados para este propésito.

Resultados

La Figura 1-a ilustra el transcurso del tiempo de adalimumab en el estudio No. 1, después de una Unica inyeccion s.c.
Comenzando aproximadamente una semana después de la dosificacion, se produjo una marcada disminucion en los
niveles séricos en aproximadamente el 40% de los individuos. Dado que en esta especie se descarta la disposicion
del farmaco mediada por el objetivo debido a la alta especificidad del adalimumab para el TNF humano y de primates,
la eliminacién aumentada fue muy probablemente causada por inmunogenicidad, es decir, anticuerpos antifarmacos,
potencialmente con caracteristicas neutralizantes/inhibidoras. Tal eliminaciéon incrementada representa una
caracteristica clave de los complejos anticuerpo-farmaco, en comparacion con el farmaco, al que no esta enlazado
ningun anticuerpo. También el punto de tiempo de la primera aparicion, es decir, después de una semana, coincide
bien con esta interpretacién, un efecto esperado para una proteina humana administrada a una especie animal,
especificamente si se inyecto a través de una ruta en riesgo de provocar inmunogenicidad, tales como administracién
subcutanea.

La Figura 1-bilustra el resultado para el tratamiento del grupo 2 en este estudio, que se dosific con la misma cantidad
de la version de adalimumab del cesionario, formulada como Humira® aunque utilizando una concentracion
ligeramente mas alta de acido citrico. En general, este cambio en la formulacién no tuvo un impacto sustancial en la
cinética de resorcion, es decir, el punto de tiempo cuando se alcanzd la concentracion sérica maxima, ni la
concentracién maxima en si misma, en la cual ambos estaban en el mismo orden de tamafo. También en este segundo
grupo, una fraccion sustancial de animales mostré la eliminaciéon pronunciada que indica la formacién de ADA, una
semana después de la dosificacién. Curiosamente, incluso sin tener en cuenta a un individuo que mostré solo una
eliminacion transitoriamente aumentada, la fraccion de animales que desarrolla una respuesta ADA parecié mas alta
en comparacion con el grupo 1. Mientras que se sabe que el &cido citrico causa un dolor de corta duracién con la
inyeccion subcutanea, no se ha descrito hasta ahora un papel de este componente frecuentemente utilizado para la
inmunogenicidad de productos biofarmacéuticos.

El grupo 3, se estableci6 para probar si el componente principal del regulador de Humira®, es decir, fosfato, podria
ser intercambiado por acido adipico, sin afectar los parametros farmacocinéticos clave y la tolerabilidad, lo cual era el
caso. Se eligio el acido adipico ya que estabiliza favorablemente el adalimumab contra la degradacion y/o los procesos
de agregacion. Con el fin de asegurar una comparacién imparcial, era esencial que los individuos respectivos fueran
alojados, manipulados y dosificados de la misma manera que los grupos 1y 2. Ademas del intercambio de fosfato por
acido adipico, la version del adalimumab del cesionario se administr6 a una concentracién de acido citrico, disminuido
en comparacion con Humira®, lo que permite potencialmente minimizar el dolor al inyectarse. Inesperadamente, no
solo la mayor concentracion de &cido citrico en el grupo 2 dio como resultado una mayor incidencia de
inmunogenicidad, sino que ademas, a una concentraciéon disminuida de &cido citrico se correlacion6 con la menor
incidencia de inmunogenicidad en este estudio (Figura 1-c).

La correlacion entre la concentracién de acido citrico y la rata de inmunogenicidad en los tres grupos de este estudio
se resume en la Figura 2 y la Tabla 3.
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Tabla 3: titulo general de ADA en el estudio No. 1

No. de | Componente Concentracién  del | Acido | Incidencia | Frecuencia

grupo | principal componente citrico
regulador* principal  regulador | [mM]
[mM]
1 Fosfato 15,1 9,6 9/15 60%
2% Fosfato 14,1 7.1 6/15 40%
3 Acido adipico 23 1,3 5/15 30%

*Ademas, los reguladores comprenden los siguientes componentes adicionales
[mg/mL]: NaCl 5,0-7,0; Manitol 10,0-14,0; Tween80 0,5-1,5; NaOH qg.s. para ajustar
elpHa5,20

**formulacion comercializada de Humira®

Para caracterizar y confirmar mejor el hallazgo en el estudio No. 1, se realizé un segundo estudio, con un disefio que
refleja esencialmente la configuracion del estudio No. 1, pero el laboratorio que ejecuta la parte del estudio en vida, es
decir, el alojamiento de los animales, dosificacién y generacion de muestra, fue diferente. Este paso se tom6 para
garantizar que ningun factor no controlado pueda causar incidentalmente el efecto observado del acido adipico/acido
citrico. Como paso adicional, se ha desarrollado un ensayo de ADA dedicado, porque esto permite demostrar
directamente la modulacion del sistema inmune, ya sea intencional o no. Ademas, tal andlisis permite cuantificar la
respuesta inmune, es decir, clasificarlo a un alto titulo/neutralizar/inhibir, un medio o simplemente una respuesta
transitoria.

Centrandonos en la respuesta de titulo alto clinicamente mas critica, la Figura 3 y la Tabla 4 resumen el resultado de
este estudio. Primero, confirm6 en general la observacion clave del primer estudio de que la concentracion de acido
citrico influye fuertemente en la inmunogenicidad de un farmaco reconocido por el sistema inmune, como adalimumab.

En segundo lugar, los datos muestran que si la version de adalimumab del cesionario se formula de la misma manera
que Humira®, la inmunogenicidad resultante esta en el mismo orden de magnitud, es decir, la versiéon de adalimumab
del cesionario puede generalizarse a Humira® a este respecto. Esto fue subrayado por el hecho de que también Cmax,
tmax Yy AUC fueron equivalentes en comparacion con Humira®. A una mayor concentracién de &cido citrico, la
inmunogenicidad de la version del adalimumab del cesionario fue menor en comparaciéon con una concentracion de
acido citrico ligeramente menor, pero utilizando acido adipico como componente principal. Por un lado, esto muestra
una vez mas que el acido citrico muy probablemente desempenfa un papel para la inmunogenicidad sobre una amplia
gama de sistemas reguladores. La Figura 4 finalmente ilustra que el perfil de respuesta inmune de la formulacion de
acido adipico (alto, medio, transitorio, sin respuesta) se comporté de manera estadisticamente significativa en
comparacién con Humira® (p <0,05 para la prueba T exacta de Fisher; Pearson: 9,167 (p=0,02716) para Chi cuadrado,
con 3 grados de libertad y excluyendo los casos de cero ocurrencia celular). Sin acido citrico, la respuesta de alto titulo
clinicamente relevante a la formulacion de acido adipico fue insignificantemente baja.

En conjunto, estos datos muestran que la respuesta inmune se puede modular seleccionando una concentracion
apropiada de la formulacion o solucion de aplicaciéon y que, ademas, el uso de acido adipico puede dar como resultado
un nivel muy bajo de respuesta inmune. Esto puede ser especificamente deseable para los farmacos, con el potencial
de ser reconocido por el sistema inmune.

Tabla 4: Ocurrencia de respuestas de titulo alto en el estudio No. 2

No. de | Componente Concentracién del |Acido | Incidencia | Frecuencia

grupo | principal componente citrico
regulador* principal regulador | [mM]
[mM]
1** Fosfato 14,1 7,1 9/20 45%
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No. de | Componente Concentracién del |Acido | Incidencia | Frecuencia

grupo | principal componente citrico
regulador* principal regulador | [mM]
[mM]
2 Fosfato 14,1 7,1 11/20 55%
3 Acido acético 20,3 2,4 9/20 45%
4 Acido adipico |23 1,4 10/20 50%
5 Acido adipico |23 - 3/20 15%

* Ademas, los reguladores comprenden los siguientes componentes adicionales
[mg/mL]: NaCl 5,0-7,0; Manitol 10,0-14,0; Tween80 0,5-1,5; NaOH q.s. para
ajustar el pH a 5,20

**formulacion comercializada de Humira®

Listado de secuencias
<110> Hexal AG

<120> Métodos y formulaciones que permiten la modulacion de las respuestas inmunitarias relacionadas con la
administracion de un farmaco biofarmacéutico

<130> LD41071

<160> 10

<170> version Patenteln 3,5

<210> 1

<211> 1413

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de codificacion anti TNFalfa IgG de cadena pesada

<400> 1
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atggcctggg
gtgcagctgg
tgecgeecgect
ggcaaaggcc
gactccgtgg
cagatgaact
ctgtccaccg
gcctecacca
ggcaccgccg
tggaactctg
ggcctgtact
tacatctgca
aagtcctgeg
cctteegtgt
gaggtcacct
tacgtggacg
tccacctacce
gaatacaagt
aaggccaagg
ctgaccaaga
gccgtggagt
ctggactceg
cagcagggca
cagaagtccce
<210> 2
<211> 705
<212> ADN

tctggaccct
tcgagtctgg
ccggcttcecac
tcgagtgggt
agggccggtt
ccctgeggge
cctecteect
agggccccte
ctctgggetg
gcgccctgac
ccctgtecte
acgtgaacca
acaagaccca
tcctgttece
gcgtggtggt
gcgtggaggt
gggtggtgtc
gcaaggtctc
gccagecteg
accaggtgtc
gggagtccaa
acggctcctt
acgtgttctc

tgtcecctgag

<213> Artificial

<220>

gcctttectg
cggcggactg
cttcgacgac
gtccgecatce
caccatctce
cgaggacacc
ggactactgg
cgtgttcect
cctggtcaag
cagcggcgtg
cgtcgtcaca
caagccttce
cacctgcect
tcctaagect
ggacgtgtcc
gcacaacgct
cgtgctgacce
caacaaggcc
cgagcctcag
cctgacctgt
cggccagect
cttecctgtac
ctgctecegtg

ccctggecaag

ES 2 688 726 T3

atggccgcetg
gtgcagcctg
tacgccatge
acctggaact
cgggacaacg
gccgtgtact
ggccagggca
ctggccectt
gactacttcc
cacaccttcc
gtgccttect
aacaccaagg
ccctgeeetg
aaggacaccc
cacgaggatc
aagaccaagc
gtgctgcacc
ctgccetgece
gtgtacaccc
ctggtcaagg
gagaacaact
tccaagctga
atgcacgagg

tga

cccagtccgt
gceggtecect
actgggtceg
ccggccacat
ccaagaactc
actgcgccaa
ccectggtcac
cctccaagtce
ctgagcctgt
ctgcegtget
ccagccetggg
tggacaagaa
ccectgaget
tgatgatctc
ctgaggtcaa
ctcgggaaga
aggactggct
ccatcgagaa
tgcctcecte
gcttctacce
acaagaccac
ccgtggacaa

ccctgcacaa

gcaggccgag
gcggctgtece
ccaggcccct
cgactacgcce
cctgtacctg
ggtgtcctac
cgtgtectee
cacctcegge
gacagtgtcc
gcagtcctcce
cacccagacce
ggtggagcct
gctgggcgga
ccggaccect
gttcaattgg
gcagtacaac
gaacggcaaa
aaccatctcc
ccgggacgag
ttcegatatce
ccctectgtg
gtcceggtgg

ccactacacc

<223> secuencia de codificacion anti TNFalfa IgG de cadena ligera

<400> 2

18

60

120

240

300

360

420

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1413



atgtccgtge
gacatccaga
atcacctgce
ggcaaggccce
cggttcteeg
gaggacgtgg
ggcaccaagg
tcecgacgage
cctcgggagg
gaatccgtca
ctgtccaagg
ctgtectcece
<210> 3
<211> 470
<212> PRT

tgacccaggt
tgacccagte
gggcctccca
ctaagctgcet
gctceggecag
ccacctacta
tggagatcaa
agctgaagtc
ccaaggtgca
ccgagcagga
ccgactacga

ccgtgaccaa

<213> Artificial

<220>

gctggceectg
ccectectee
gggcatccgg
gatctacgcece
cggcaccgac
ctgccagegg
gcgtacggtg
cggcaccgcec
gtggaaggtg
ctccaaggac
gaagcacaag

gtccttcaac
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ctgctgetgt
ctgtcecgect
aactacctgg
gcctecaccee
ttcaccctga
tacaacagag
gcegcetecett
agcgtegtet
gacaacgccc
agcacctact
gtgtacgcecct

cggggcgagt

ggctgaccgg
ccgtgggcga
cctggtatca
tgcagtcecgg
ccatctecte
ccecttacac
ccgtgttceat
gcctgctgaa
tgcagagcgg
ccctgtecag
gcgaggtcac

gctga

caccagatgce
cagagtgacc
gcagaagcct
cgtgecttee
cctgecagect
cttcggecag
cttecectece
caacttctac
caactcccag
caccctgacc

ccaccagggce

<223> secuencia de aminoacido anti TNFalfa IgG de cadena pesada

<400> 3

Met Ala Trp Val Trp Thr Leu Pro Phe Leu Met Ala Ala Ala Gln Ser

1

Val Gln Ala Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln

Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe

35

5

20

40

10

25

45

19

15

30

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

705



Asp

Glu

Asp

Ser

Tyr

Tyr

Gly

145

Gly

Val

Phe

Val

val

225

Lys

Leu

Thr

vVal

Asp

50

Trp

Ser

Leu

Tyr

Trp

130

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

210

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

Tyr

Val

Val

Tyr

Cys

115

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

195

Val

His

Cys

Gly

Met

275

His

Ala

Ser

Glu

Leu

100

Ala

Gln

vVal

Ala

Ser

180

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

260

Ile

Glu

Met

Ala

Gly

85

Gln

Lys

Gly

Phe

Leu

165

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

245

Pro

Ser

Asp

His

Ile

70

Arg

Met

Val

Thr

Pro

150

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

230

Thr

Ser

Arg

Pro

Trp

55

Thr

Phe

Asn

Ser

Leu

135

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

215

Asn

His

Val

Thr

Glu

Val

Trp

Thr

Ser

Tyr

120

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

200

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

280

Val

ES 2 688 726 T3

Arg

Asn

Ile

Leu

105

Leu

Thr

Pro

Val

Ala

185

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

265

Glu

Lys

Gln

Ser

Ser

90

Arg

Ser

Vval

Ser

Lys

170

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

250

Phe

Vval

Phe

Ala

Gly

75

Arg

Ala

Thr

Ser

Ser

155

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

235

Pro

Pro

Thr

Asn

20

Pro

60

His

Asp

Glu

Ala

Ser

140

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

220

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

Gly

Ile

Asn

Asp

Ser

125

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

205

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

285

Tyr

Lys

Asp

Ala

Thr

110

Ser

Ser

Thr

Pro

Val

190

Ser

Ile

vVal

Ala

Pro

270

Val

Val

Gly

Tyr

Lys

95

Ala

Leu

Thr

Ser

Glu

175

His

Ser

Cys

Glu

Pro

255

Lys

Val

Asp

Leu

Ala

80

Asn

Val

Asp

Lys

Gly

160

Pro

Thr

val

Asn

Pro

240

Glu

Asp

Asp

Gly
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290 295 300

Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn
305 310 315 320

Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp
325 330 335

Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro
340 345 350

Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu
355 360 365

Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn
370 375 380

Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile
385 390 395 400

Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr
405 410 415

Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys
420 425 430

Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys
435 440 445

Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu
450 455 460

Ser Leu Ser Pro Gly Lys
465 470

<210> 4

<211>234

<212> PRT

<213> Attificial

<220>

<223> secuencia de aminoacido anti TNFalfa IgG de cadena ligera
<400> 4

Met Ser Val Leu Thr Gln Val Leu Ala Leu Leu Leu Leu Trp Leu Thr
1 5 10 15

Gly Thr Arg Cys Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser
20 25 30

21



Ala Ser Val
35

Ile Arg Asn
50

Lys Leu Leu
65

Arg Phe Ser

Ser Leu Gln

Arg Ala Pro
115

Thr Val Ala
130

Leu Lys Ser
145

Pro Arg Glu

Gly Asn Ser

Tyr Ser Leu
195

His Lys Val
210

Val Thr Lys
225

<210>5
<211>9
<212> PRT
<213> Atrtificial
<220>

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

100

Tyr

Ala

Gly

Ala

Gln

180

Ser

Tyr

Ser

Asp

Leu

Tyr

Ser

85

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

165

Glu

Ser

Ala

Phe

Arg

Ala

Ala

70

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

150

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
230

Val

Trp

55

Ala

Ser

Val

Gly

Val

135

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

215

Arg
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Thr

40

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

120

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

200

Val

Gly

Ile

Gln

Thr

Thr

Thr

105

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

185

Leu

Thr

Glu

Thr

Gln

Leu

Asp

90

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

170

Gln

Ser

His

Cys

Cys

Lys

Gln

75

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

155

Asp

Asp

Lys

Gln

Arg

Pro

60

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

140

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
220

Ala

45

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

125

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

205

Leu

<223> secuencia de aminoacido anti TNFalfa IgG de cadena ligera CDR 3

<220>

22

Ser

Lys

Val

Thr

Arg

110

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

190

Tyr

Ser

Gln

Ala

Pro

Ile

95

Tyr

Lys

Glu

Phe

Gln

175

Ser

Glu

Ser

Gly

Pro

Ser

80

Ser

Asn

Arg

Gln

Tyr

160

Ser

Thr

Lys

Pro



10

15

20

25

30
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<221> caracteristicas_misc

<222> (9)..(9)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural
<400> 5

Gln Arg Tyr Asn Arg Ala Pro Tyr Xaa
1 5

<210> 6

<211>12

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de aminoacido anti TNFalfa IgG de cadena pesada CDR 3
<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (12)..(12)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural
<400> 6

Val Ser Tyr Leu Ser Thr Ala Ser Ser Leu Asp Xaa
1 5 10

<210>7

<11>7

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de aminoacido anti TNFalfa IgG de cadena ligera CDR 2
<400> 7

Ala Ala Ser Thr Leu Gln Ser
1 5

<210> 8

<211>17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de aminoacido anti TNFalfa IgG de cadena pesada CDR 2

<400> 8

23
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Ala Ile Thr Trp Asn Ser Gly His Ile Asp Tyr Ala Asp Ser Val Glu
1 5 10 15

Gly
<210>9
<211> 11
<212> PRT
<213> Attificial
<220>
<223> secuencia de aminoacido anti TNFalfa IgG de cadena ligera CDR 1
<400>9

Arg Ala Ser Gln Gly Ile Arg Asn Tyr Leu Ala
1 5 10

<210> 10

<211>5

<212> PRT

<213> Attificial

<220>

<223> secuencia de aminoacido anti TNFalfa IgG de cadena pesada CDR 1
<400> 10

Asp Tyr Ala Met His
1 5

24
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REIVINDICACIONES

1. Un método para usar acido hexanodidico o al menos una sal del mismo, y/o acido citrico o al menos una sal del
mismo, para modular la inmunogenicidad de una formulacién farmacéutica que comprende un anticuerpo anti-TNFa.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho método comprende disolver dicho anticuerpo anti-
TNFa en un regulador que comprende al menos acido hexanodidico o al menos una sal del mismo.

3. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, cuyo método da como resultado una
reduccion de la inmunogenicidad de la formulacion farmacéutica.

4. El método de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que la formulacién tiene un contenido reducido, o es
esencialmente libre, de acido citrico o una sal del mismo.

5. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 0 2, cuyo método da como resultado un aumento de
la inmunogenicidad de la formulacion farmacéutica.

6. El método de acuerdo con la reivindicacién 5, en el que la formulacién comprende acido citrico, o una sal del mismo.

7. EI método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la formulacién comprende ademas
al menos un estabilizador seleccionado del grupo que consiste en un aminodacido, un poliol de azlcar, un disacarido
y/o un polisacarido.

8. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 7, en el que dicho disacarido es al menos un agente seleccionado del
grupo que consiste en sacarosa, trehalosa, maltosa y/o lactosa.

9. El método de acuerdo con la reivindicacion 7 u 8, en el que dicho poliol de azicar es al menos un agente
seleccionado del grupo que consiste en manitol y/o sorbitol.

10. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la formulacién esta disefiada
para administrarse por via intramuscular o subcutanea.

11. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la formulacién esta disefiada
para administrarse de forma no oral.
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# Adalimumab en formulacion de Humira
-&- Adalimumab en formulacion de acido adipico
& Adalimumab en formulacion de acido acético
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—%— Humira

\ —¢— Adalimumab en formulacion de Humira
—4— Adalimumab en &cido acético + citrico
-@-- Adalimumab en &cido adipico

\ —f— Adalimumab en &cido adipico + citrico

Alto medio Transitorio

Fig. 4
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