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DESCRIPCION
Formulacion subcutanea de anticuerpo anti-HER2

La presente invencion se refiere a formulaciones liquidas, altamente concentradas, farmacéuticas estables de un
anticuerpo anti-HER2 farmacéuticamente activo o una mezcla de dichas moléculas de anticuerpo para inyeccion
subcutanea como se define por las reivindicaciones.

Dichas formulaciones comprenden, ademas de altas cantidades de anticuerpo anti-HER2 o mezcla del mismo, un
agente tamponador, un estabilizante o una mezcla de dos o0 méas agentes estabilizantes, un tensioactivo no iénico y
una cantidad efectiva de al menos una enzima hialuronidasa, como se define por las reivindicaciones.

La invencion también esta relacionada con un proceso para la preparacion de dicha formulacién y a los usos de dicha
formulacion.

El uso farmacéutico de los anticuerpos ha aumentado con el paso del tiempo. En muchos casos dichos anticuerpos
se inyectan via intravenosa (V). Desgraciadamente, la cantidad de anticuerpo que puede inyectarse a través de la via
intravenosa esta limitada por las propiedades fisico-quimicas del anticuerpo, en particular por su solubilidad y
estabilidad en una formulacion liquida adecuada y mediante el volumen del liquido de infusién. Las rutas alternativas
de administracién son la inyeccidon subcutdnea o intramuscular. Estas vias de inyeccidon requieren altas
concentraciones de proteina en la solucion final a inyectar [Shire, S.J., Shahrokh, Z. et al., "Challenges in the
development of high protein concentration formulations”, J. Pharm. Sci. 2004; 93(6): 1390-1402; Roskos, L.K., Davis
C.G. et al., "The clinical pharmacology of therapeutic antibodies", Drug Development Research 2004; 61(3): 108-120].
Para poder aumentar el volumen, y por lo tanto la dosis terapéutica, que puede administrarse con comodidad y de
forma segura por via subcutanea, se ha propuesto utilizar enzima(s) glicosaminoglicanasa para aumentar el espacio
intersticial en el que la formulacion de anticuerpo puede inyectarse [W02006/091871; US 2006/104968].

Ejemplos de formulaciones estables de anticuerpos farmacéuticamente activos de uso terapéutico que estan en la
actualidad en el mercado son las siguientes:

HERCEPTIN™ (Trastuzumab) es un anticuerpo monoclonal dirigido contra el receptor HER2 (anticuerpo anti HER2)
que se comercializa en la actualidad en Europa en forma de un polvo liofilizado de 150 mg (que contiene el
anticuerpo, a,o-trehalosa dihidratada, L-histidina y clorhidrato de L-histidina y polisorbato 20) que debe
reconstituirse para las infusiones con agua para inyecciéon para proporcionar una dosis de inyeccion de
aproximadamente 21 mg/ml. En los EEUU y muchos otros paises se comercializa un vial de dosis multiples que
contiene 440 mg de Trastuzumab.

AVASTIN™ (Bevacizumab) es un anticuerpo monoclonal dirigido contra el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) que se comercializa en la actualidad en Europa como una formulacion liquida en dos tipos de viales: a)
Bevacizumab 100 mg en 4 ml y b) Bevacizumab 400 mg en 16 ml, respectivamente, proporcionando una
concentracion final de 25 mg/ml en agua para inyeccion que contiene los siguientes excipientes: trehalosa
dihidratada, fosfato sédico y polisorbato 20.

Mientras que las formulaciones de anticuerpo anteriores son adecuadas para su uso en la administracion intravenosa
existe un deseo de proporcionar formulaciones farmacéuticas altamente concentradas, estables de anticuerpos
terapéuticamente activos para la inyeccién subcutanea. La ventaja de las inyecciones subcutédneas es que permiten
al médico realizarlas en una intervencion mas bien corta con el paciente. Ademas, el paciente puede ser entrenado
para realizar por si mismo la inyeccion subcutanea. Dicha autoadministracion es particularmente util durante la dosis
de mantenimiento debido a que no se necesita cuidado hospitalario (reduccion de la utilizaciéon de recursos sanitarios).
Normalmente las inyecciones mediante la ruta subcutanea estan limitadas a aproximadamente 2 ml. Para los pacientes
que requieren dosis multiples, pueden inyectarse varias formulaciones de dosis unitarias en multiples lugares de la
superficie corporal.

Los siguientes dos productos de anticuerpo para la administracién subcutanea ya estan en el mercado.

HUMIRA™ (Adalimumab) es un anticuerpo monoclonal dirigido contra el factor de necrosis tumoral alfa (TNF alfa) que
se comercializa en la actualidad en Europa en forma de una dosis de 40 mg en un volumen de inyeccion de 0,8 ml
para su aplicacion subcutanea (concentracion: 50 mg anticuerpo /ml de volumen de inyeccion).

XOLAIR™ (Omalizumab) un anticuerpo monoclonal dirigido contra la inmunoglobulina E (anti IgE) que se comercializa
en la actualidad en forma de polvo liofilizado de 150 mg (que contiene el anticuerpo, sacarosa, histidina y clorhidrato
de histidina monohidratada y polisorbato 20) que debe reconstituirse con agua para inyecciéon subcutanea para
proporcionar una dosis para inyeccion de 125 mg/ml.

En la actualidad no esta disponible en el mercado para su comercializacion una formulacién adecuada de anticuerpo

anti-HER2 altamente concentrado, estable para la administracion subcutanea. Existe por lo tanto un deseo para
proporcionar dichas formulaciones altamente concentradas, estables de anticuerpos terapéuticamente activos para la
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inyeccion subcutanea.

La inyeccién de farmacos parenterales en la hipodermis esta limitada generalmente a volumenes inferiores a 2 ml
debido a la resistencia viscoelastica a la conductancia hidraulica en el tejido subcutaneo (SC), debido a la
contrapresion generada en la inyeccion [Aukland K. y Reed R., "Interstitial-Lymphatic Mechanisms in the control of
Extracellular Fluid Volume", Physiology Reviews", 1993; 73:1-78], asi como por las percepciones de dolor.

La preparacion de formulaciones de proteina altamente concentradas es un desafio y existe una necesidad de adaptar
cada formulacion a las proteinas particulares utilizadas debido a que cada proteina posee un comportamiento de
agregacion diferente. Se sospecha que los agregados provocan inmunogenicidad de proteinas terapéuticas en al
menos alguno de los casos. La reaccion inmunogénica frente a los agregados de proteina o anticuerpo puede conducir
a la neutralizacién de los anticuerpos que pueden hacer inefectivos la proteina o anticuerpo terapéutico. Parece que
la inmunogenicidad de los agregados de proteina es mas problematica junto con las inyecciones subcutaneas,
mientras que la administracion repetida aumenta el riesgo de una respuesta inmune.

Mientras que los anticuerpos poseen una estructure general muy similar, dichos anticuerpos difieren en la composicion
de aminoacidos (en particular en las regiones CDR responsables de la unién del antigeno) y el patrén de glucosilacion.
Ademas puede haber modificaciones postraduccionales como la carga y las variantes de glucosilacion. En el caso
particular de los anticuerpos anti-HER2 dichas modificaciones postraduccionales se describen por ejemplo para el
anticuerpo monoclonal humMAb4D5-8 humanizado (= Trastuzumab). Se han desarrollado métodos particulares de
purificacion para la eliminacion de por ejemplo las variantes acidas y las composiciones que comprenden una cantidad
reducida de variantes acidas (predominantemente variantes desamidadas en las que uno o mas residuo(s) de
asparagina del polipéptido original se ha convertido en aspartato, es decir, que la cadena lateral de la amida neutral
se ha convertido en un residuo con un caracter general acido) se proporcionaron por primera vez por Basey, C.D y
Blank, G.S. en WO 99/57134.

Las formulaciones de anticuerpo estable liofilizado que comprende un lioprotector, un tampén y un tensioactivo se ha
descrito en Andya et al. (WO 97/04801 y las patentes estadounidenses N°. 6.267.958, 6.685.940, 6.821.151 y
7.060.268).

La WO 2006/044908 proporciona formulaciones de anticuerpo, que incluye anticuerpos monoclonales formulados en
tampon histidina-acetato, pH 5,5 a 6,5, preferiblemente 5,8 a 6,2.

La US 2007/071675 proporciona proteinas de uniéon multivalentes y multiespecificas de ingenieria y composiciones
farmacéuticas apropiadas para administracion parenteral.

La WO 2008/150949 proporciona anticuerpos humanizados a globuldmero AB(20-42) y en particular anticuerpos y
porciones de anticuerpo incorporadas a una composicién farmacéutica apropiada para administracion parenteral.

La US 2002/035736 desvela la proteina HER2. Ademéas, desvela los desarrollos de un modelo de tumor transgénico
HER2 que expresa HER2 a altos niveles, comparables a aquellos en pacientes humanos positivos para HER2, pero
que responde mal a HERCEPTIN™,

La WO 2005/023328 desvela Trastuzumab como un posible agente terapéutico para administracién parenteral,
incluyendo subcutanea, intramuscular, intraperitoneal e intravenosa. La US 2006/088523 desvela formulaciones
liquidas de anticuerpo anti-HER2 (Pertuzumab) de alta concentracion estables adecuadas para suministro subcutaneo,
comprendiendo dicha composicion (i) 100 mg/ml del anticuerpo anti-HER2 Pertuzumab, (ii) 10 mM de un agente
tampon histidina HCI proporcionando un pH de 6,0, (iii) sacarosa 240 mM como estabilizante y (iv) tensioactivo no
iénico al 0,02 % (polisorbato 20).

El problema a resolver por la presente invencién es por lo tanto proporcionar nuevas formulaciones farmacéuticas
estables liquidas, altamente concentradas, de un anticuerpo farmacéuticamente activo anti-HER2 o una mezcla de
dichas moléculas de anticuerpo para inyeccién subcutanea. Dichas formulaciones comprenden, ademas de las altas
cantidades de anticuerpo anti-HER2 o mezclas de los mismos, un agente tamponador, un estabilizante o una mezcla
de dos o mas estabilizantes, un tensioactivo no iénico y una cantidad efectiva de al menos una enzima hialuronidasa.
La preparacién de formulaciones de anticuerpo altamente concentrado es un reto debido al aumento potencial en la
viscosidad a una concentracion de proteina superior y un aumento potencial en la agregacion de proteina, un
fenomeno que es per se dependiente de la concentracion. Las altas viscosidades afectan negativamente en la
capacidad del proceso (por ejemplo pasos de bombeo vy filtracién) de las formulaciones de anticuerpo y a la
administracion (por ejemplo la capacidad de la jeringa). Mediante la adicion de excipientes, pueden disminuirse las
altas viscosidades en algunos casos. El control y andlisis de la agregacion de proteina es un reto cada vez mayor. La
agregacion se encuentra potencialmente durante varios pasos del proceso de fabricacion, que incluye fermentacion,
purificacion, formulacion y durante el almacenamiento. Diferentes factores, como la temperatura, concentracién de
proteina, estrés por agitacién, congelacion y descongelacioén, efectos del solvente y del tensioactivo, y modificaciones
quimicas, pueden influir en el comportamiento de la agregacién de una proteina terapéutica. Durante el desarrollo de
una formulacion de anticuerpo altamente concentrada, la tendencia a la agregacion de la proteina debe monitorizarse
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y controlarse mediante la adicion de varios excipientes y tensioactivos [Kiese S. et al., J. Pharm. Sci., 2008; 97(10);
4347-4366]. El reto de preparar formulaciones farmacéuticas estables adecuadas altamente concentradas, del
anticuerpo anti-HER2 farmacéuticamente activo de acuerdo con la presente invencién aumenta por el hecho que dos
proteinas diferentes deben formularse en una formulacion liquida de forma que la formulacién permanezca estable
durante varias semanas y los ingredientes farmacéuticamente activos permanezcan activos durante el
almacenamiento adecuado.

En un primer aspecto, la presente invencién proporciona una formulaciéon farmacéutica estable liquida, altamente
concentrada, de un anticuerpo farmacéuticamente activo anti-HER2 o una mezcla de dichas moléculas de anticuerpo
para inyeccién subcutanea, que esta lista para usar, como se define en las reivindicaciones.

La formulacion farmacéutica estable liquida, altamente concentrada, de un anticuerpo farmacéuticamente activo anti-
HER?2 de la presente invencion comprende:

- alrededor de 50 a 350 mg/ml de anticuerpo anti-HER2;

- alrededor de 1 a 100 mM de un agente tamponador que proporciona un pH de 5,5 + 2,0;

- alrededor de 1 a 500 mM de un estabilizante o una mezcla de dos o mas estabilizantes, en la que esta presente
de forma opcional metionina como un estabilizante secundario por ejemplo en una concentracion de 5 a 25 mM;

- deun 0,01 aun 0,08 % de un tensioactivo no iénico; y

- alrededor de 1500 a alrededor de 12000 U/ml de una enzima hialuronidasa.

En un aspecto adicional la presente invencion proporciona una formulacion para la preparacion de un medicamento
util para el tratamiento de una enfermedad o trastorno susceptible de tratamiento con un anticuerpo anti-HER2 tal
como, por ejemplo cancer o una enfermedad no maligna en un sujeto que comprende administrar la formulaciéon
descrita en el presente documento a un sujeto en una cantidad efectiva para tratar dicha enfermedad o trastorno. El
anticuerpo anti-HER2 puede co-administrarse concomitante o secuencialmente con un agente quimioterapéutico.

En otro aspecto la presente invencién proporciona composiciones para su uso en el tratamiento de una enfermedad o
trastorno que sea susceptible de tratamiento con un anticuerpo anti-HER2 (por ejemplo cancer o una enfermedad no
maligna) en un sujeto que comprende administrar la formulacién descrita en el presente documento a un sujeto en una
cantidad efectiva para tratar dicha enfermedad o trastorno. El cancer o una enfermedad no maligna implicara,
generalmente, células que expresen HER2, de modo que el anticuerpo HER2 en la formulacion SC farmacéutica
terapéutica de conformidad con la presente invencion sea apta para unirse a las células afectadas.

La presente invencién proporciona también composiciones farmacéuticas constituidas por una formulacion
farmacéutica estable, altamente concentrada, de un anticuerpo anti-HER2 farmacéuticamente activo o una mezcla de
un anticuerpo de esta indole y una cantidad apropiada de por lo menos una enzima hialuronidasa como se define por
las reivindicaciones en forma de un kit que comprende los componentes de inyeccion e instrucciones apropiadas para
su administracion subcutanea.

Un aspecto adicional de la presente invencion se refiere a dispositivos de inyeccién que comprenden una formulacion
farmacéutica estable, altamente concentrada, de conformidad con la presente invencion. Esta formulaciéon puede estar
constituida por un anticuerpo anti-HER2 farmacéuticamente activo o una mezcla de dichas moléculas de anticuerpo y
excipientes apropiados como se ha indicado antes y pueden comprender, adicionalmente, una glicoproteina de
hialuronidasa soluble como una formulacién combinada.

La formulacion farmacéutica estable altamente concentrada, de un anticuerpo farmacéuticamente activo anti-HER2
de la presente invencioén se proporciona en forma liquida como se define por las reivindicaciones. De acuerdo con las
ensefianzas de WO 97/04801, la concentracién de anticuerpo en la formulacion reconstituida puede aumentarse
mediante la reconstitucion de una formulacion liofilizada para proporcionar una concentracion de proteina en la
formulacion reconstituida que es de alrededor de 2-40 veces superior que la concentracion de proteina en la mezcla
antes del paso de liofilizacién.

La concentracién de anticuerpo anti-HER2 es de 100 a 150 mg/ml, por ejemplo de 120 + 18 mg/ml, alrededor de 110
mg/ml, alrededor de 120 mg/ml o alrededor de 130 mg/ml.

La concentracion del agente tamponador que proporciona un pH de 5,5 + 2,0 es de 1 a 50 mM, por ejemplo de 10 a
30 mM o alrededor de 20 mM. Varios agentes tamponadores son conocidos por los expertos en la materia como se
indica mas adelante. El agente tamponador puede ser un tampén de histidina, por ejemplo L-histidina/HCI. En una
realizacién particular el pH del tampén L-histidina/HCI es de alrededor de 5,5 o alrededor de 6,0.

El estabilizante (se utiliza como sinénimo de "agente estabilizante" en la presente descripcion de patente) es por
ejemplo un carbohidrato o sacéarido o un azucar admitido por las autoridades como un aditivo adecuado o excipiente
en las formulaciones farmacéuticas, por ejemplo a,a-trehalosa dihidratada o sacarosa. La concentracion del
estabilizante es de 15 a 250 mM, o 150 a 250 mM, o alrededor de 210 mM. La formulacién puede contener un
estabilizante secundario, en el que este estabilizante secundario puede ser metionina, por ejemplo, en una
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concentracion de 5 a 25 mM o en una concentracion de 5 a 15 mM (por ejemplo metionina en una concentracién de
alrededor de 5 mM, a alrededor de 10 mM o alrededor de 15 mM).

Ejemplos adecuados de tensioactivos farmacéuticamente aceptables incluyen ésteres de acidos grasos de
polioxietilen sorbitan (Tween), polietilen polipropilenglicoles, polioxietilen estearatos, éteres de polioxietilen alquilo, por
ejemplo éter de polioxietilen monolaurilo, éteres de alquilfenilpolioxietileno (Triton-X), copolimero de polioxietilen
polioxipropileno (Poloxamer, Pluronic), y dodecil sulfato sédico (SDS). Los ésteres de acidos grasos de polioxietilen
sorbitan mas adecuados son polisorbato 20, (comercializado bajo la marca comercial de Tween 20™) y polisorbato
80 (comercializado bajo la marca comercial de Tween 80™). Los copolimeros de polietilen polipropileno mas
adecuados son aquellos comercializados bajo la marca comercial de Pluronic® F68 o Poloxamer 188™. Los éteres
de polioxietilen alquilo mas adecuados son aquellos comercializados bajo la marca comercial de Brij™. Los éteres de
alquilfenilpolioxietiieno mas adecuados son aquellos comercializados bajo la marca comercial de Triton-X. El
tensioactivo no iénico puede ser un polisorbato, seleccionado por ejemplo de entre el grupo de polisorbato 20,
polisorbato 80 y copolimeros de polietilen polipropileno. La concentracion de un tensioactivo no iénico es de 0,01 a
0,1 % (p/v), 0 0,01 a 0,08 % (p/v), 0 0,025 a 0,075 % (p/v), 0 mas particularmente alrededor de 0,02, 0,04 o 0,06 %

(p/v).

La concentracion de la enzima hialuronidasa se define por las reivindicaciones y depende de la enzima hialuronidasa
real utilizada en la preparacién de la formulacién de acuerdo con la invencion. Una cantidad efectiva de la enzima
hialuronidasa puede determinarse facilmente por el experto en la materia en la descripcion de mas adelante. Se
proporcionara en una cantidad suficiente para que sea posible un aumento en la dispersién y absorcion del anticuerpo
anti-HER2 coadministrado.

La concentracion de la enzima hialuronidasa es de alrededor de 1.500 a 12.000 U/ml, o0 mas particularmente alrededor
de 2.000 U/ml o alrededor de 12.000 U/ml. Las cantidades especificadas anteriormente en el presente documento
corresponden a la cantidad de enzima hialuronidasa inicialmente afiadida a la formulacién. Como se evidencia en los
ejemplos de formulaciones, las concentraciones de enzima hialuronidasa medidas en la formulacion final pueden variar
dentro de cierto rango. Asi, por ejemplo la medicion actual de la concentracion de enzima hialuronidasa (EH) medida
justo después de afiadir 12.000 U/ml de enzima mostré variaciones entre 12.355 U/ml a 15.178 U/ml (véase Tablas 1
Formulaciones A a F y Tabla 3 Formulaciéon H). La enzima hialuronidasa esta presente como una formulacion final
combinada o para utilizar para la coadministracion, por ejemplo como una coformulacion como se describe mas
adelante. La cuestion importante para la formulacion de acuerdo con la presente invencion es que a la vez esta lista
para utilizar y/o se inyecta, posee la composicién segun lo establecido en las reivindicaciones adjuntadas. La
proporcién (p/p) de la enzima hialuronidasa respecto al anticuerpo anti-HER2 esta en el rango de 1 : 1.000 a 1 : 8.000,
oenelrangode 1:4.000 a 1:5.000 o alrededor de 1 : 6.000.

La enzima hialuronidasa puede derivar de muestras de animales, muestras humanas o fabricada segun la tecnologia
de ADN recombinante como se describe mas adelante.

En algunas realizaciones las formulaciones farmacéuticas liquidas, altamente concentradas, estables de anticuerpo
anti-HER2 de acuerdo con la presente invencion presentan una de las siguientes composiciones, en donde las
composiciones a)-c) y f) se desvelan pero no se reivindican:

a) 100 a 150 mg/ml de anticuerpo anti-HER2, por ejemplo seleccionado de entre el grupo de Trastuzumab,
Pertuzumab y T-DM1; 1 a 50 mM de un tampon histidina, por ejemplo L-histidina / HCI a un pH de alrededor de
5,5; 15 a 250 mM de un estabilizante que es por ejemplo a,a-trehalosa dihidratada, y opcionalmente metionina
como un segundo estabilizante a una concentracion de 5 a 25 mM; alrededor de 0,01 a 0,08 % de un tensioactivo
no iénico; y >150 a 16.000 U/ml, mas particularmente de 1.000 a 16.000 U/ml de una enzima hialuronidasa como
por ejemplo rHUPH20, por ejemplo a una concentracion de alrededor de 2.000 U/ml o alrededor de 12.000 U/ml.

b) 120 £ 18 mg/ml de anticuerpo anti-HER2, por ejemplo seleccionado de entre el grupo de Trastuzumab,
Pertuzumab y T-DM1; 10 a 30 mM, o alrededor de 20 mM de un tampén histidina como por ejemplo L-histidina /
HCI a un pH de alrededor de 5,5; 150 a 250 mM o alrededor de 210 mM de un estabilizante, que es por ejemplo
a,a-trehalosa dihidratada, y opcionalmente metionina como segundo estabilizante a una concentracion de 5 a 25
mM, o 5 a 15 mM, o alrededor de 10 mM; alrededor de 0,01 a 0,08 % de un tensioactivo no iénico; y 1.000 a 16.000
U/ml, o0 1.500 a 12.000 U/ml, alrededor de 2.000 U/ml o alrededor de 12.000 U/ml de una enzima hialuronidasa
como por ejemplo rHuPH20.

c) Alrededor de 120 mg/ml de anticuerpo anti-HER2, por ejemplo seleccionado de entre el grupo de Trastuzumab,
Pertuzumab y T-DM1; 10 a 30 mM, o alrededor de 20 mM de un tampén histidina, como por ejemplo L-histidina /
HCI a un pH de alrededor de 5,5; 150 a 250 mM, por ejemplo alrededor de 210 mM de un estabilizante, que es por
ejemplo a,a-trehalosa dihidratada, y opcionalmente metionina como un segundo estabilizante a una concentracion
de 5 a 25 mM, o 5 a 15 mM, o alrededor de 10 mM; alrededor de 0,01 a 0,08 % de un tensioactivo no idnico; y
1.000 a 16.000 U/ml, 0 1.500 a 12.000 U/ml, o mas particularmente alrededor de 2.000 U/ml o alrededor de 12.000
U/ml de una enzima hialuronidasa como por ejemplo rHuPH20.
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d) Alrededor de 120 mg/ml de anticuerpo anti-HER2, por ejemplo seleccionado de entre el grupo de Trastuzumab,
Pertuzumab y T-DM1; alrededor de 20 mM de un tampén histidina como por ejemplo L-histidina / HCI a un pH de
alrededor de 5,5; alrededor de 210 mM de a,o-trehalosa dihidratada, y opcionalmente alrededor de 10 mM de
metionina como segundo estabilizante; 0,04 o 0,06 % de polisorbato 20; y alrededor de 12.000 U/ml de una enzima
hialuronidasa como rHUPH20; y particularmente la Formulacion A especificada mas adelante.

e) Alrededor de 120 mg/ml de anticuerpo anti-HER2, por ejemplo seleccionado de entre el grupo de Trastuzumab,
Pertuzumab y T-DM1; alrededor de 20 mM de un tampdn histidina como por ejemplo L-histidina / HCI a un pH de
alrededor de 5,5; alrededor de 210 mM de a,a-trehalosa dihidratada, y opcionalmente 10 mM de metionina como
segundo estabilizante; 0,04 o 0,06 % de polisorbato 20; y alrededor de 2.000 U/ml de una enzima hialuronidasa
como rHUPH20; y particularmente la Formulacion X especificada mas adelante.

f) Una formulacion liofilizada que comprende 120 mg/ml de anticuerpo anti-HER2, por ejemplo seleccionado de
entre el grupo de Trastuzumab, Pertuzumab y T-DM1; 20 mM de un tampdn histidina como por ejemplo L-histidina
/HCl a un pH de alrededor de 5,5; 210 mM de a,a-trehalosa dihidratada y opcionalmente 10 mM de metionina como
segundo estabilizante; alrededor de 0,04 a 0,06 % de un tensioactivo no i6nico; y particularmente la Formulacion
Y especificada mas adelante. Estas formulaciones pueden reconstituirse con 1.000 a 16.000 U/ml, o0 1.500 a 12.000
U/ml, o mas particularmente alrededor de 2.000 U/ml o alrededor de 12.000 U/ml de una enzima hialuronidasa
como por ejemplo rHuPH20.

En otra realizacion las formulaciones farmacéuticas liquidas, altamente concentradas, estables de anticuerpo anti-
HER?2 de acuerdo con la presente invencion poseen una de las composiciones especificadas en la Tabla 1, 3y 4, en
la que las formulaciones C, D, E y F son menos preferibles debido a las propiedades menos deseables descritas en
los Ejemplos y en la Tabla 1.

Se ha propuesto facilitar la inyeccion subcutanea de proteinas terapéuticas y anticuerpos utilizando pequefias
cantidades de glicoproteinas solubles de hialuronidasa (sHASEGPs); véase W02006/091871. Se ha mostrado que la
adicion de dichas glicoproteinas solubles de hialuronidasa (como una formulacién combinada o mediante
coadministracion) facilita la administracion del farmaco terapéutico en la hipodermis. La despolimerizacion rapida de
hialuronano HA en el espacio extracelular, la sHASEGP reduce la viscosidad del intersticio, aumentando asi la
conductancia hidraulica y permitiendo la administracion de mayores volimenes de forma segura y confortable en el
tejido subcutaneo. El aumento de la conductancia hidraulica inducida por el sHASEGP a través de la viscosidad
intersticial reducida permite una mayor dispersion, aumentando de forma potencial la biodisponibilidad sistémica del
farmaco terapéutico administrado por via SC.

Las formulaciones farmacéuticas liquidas, altamente concentradas, estables de la presente invenciéon que comprenden
una glicoproteina soluble de hialuronidasa son por lo tanto particularmente adecuados para la inyeccion subcutanea.
El experto en la materia entiende claramente que dicha formulaciéon que comprende un anticuerpo anti-HER2 y una
glicoproteina soluble de hialuronidasa se proporciona para la administracion en forma de una formulacién unica para
inyeccion subcutanea. Alternativamente el anticuerpo anti-HER2 y la glicoproteina soluble de hialuronidasa puede
administrarse como inyecciones separadas en diferentes lugares del cuerpo, preferiblemente en los lugares que estan
inmediatamente adyacentes el uno del otro. Es también posible inyectar los agentes terapéuticos presentes en la
formulacion de acuerdo con la presente invencion como inyecciones consecutivas, por ejemplo primero la glicoproteina
soluble de hialuronidasa seguida de la inyeccion de la formulacion de anticuerpo anti-HER2. Estas inyecciones pueden
también realizarse en el orden inverso, inyectando primero la formulacién de anticuerpo anti-HER2 seguido de la
inyeccion de la de la glicoproteina soluble de hialuronidasa. En el caso de que el anticuerpo anti-HER2 y la
glicoproteina soluble de hialuronidasa se administren como inyecciones separadas, una o ambas de las proteinas
deben proporcionarse con el agente tamponador, el(los) estabilizante(s) y el tensioactivo no iénico en las
concentraciones como se especifica en las reivindicaciones anexadas pero excluyendo la enzima hialuronidasa. La
enzima hialuronidasa puede proporcionarse entonces por ejemplo en un tampon L-histidina / HCI a un pH de alrededor
de 6,5, 100 a 150 mM de NaCl y 0,01 a 0,1 % (p/v) de polisorbato 20 o polisorbato 80. En particular la enzima
hialuronidasa se proporciona en tampdn 20 mM de L-histidina / HCI a un pH de 6,5, 130 mM de NaCl, 0,05 % (p/v) de
polisorbato 80 como se ejemplifica especificamente en la Formulacion G de la Tabla 1 de mas adelante.

Tal como se ha dicho antes, la glicoproteina soluble de hialuronidasa se considera como un excipiente adicional en la
formulacion anti-HER2. La glicoproteina soluble de hialuronidasa puede afadirse a la formulacion anti-HER2 en el
momento de la fabricacion de la formulacion anti-HER2 o puede afhadirse justo antes de la inyeccion. Alternativamente
la glicoproteina soluble de hialuronidasa puede proporcionarse como una inyeccion separada. En el ultimo caso la
glicoproteina soluble de hialuronidasa puede proporcionarse en un vial separado en forma liofilizada que debe
reconstituirse con diluyentes adecuados antes de realizar la inyeccion subcutanea, o puede proporcionarse como una
formulacion liquida por el fabricante. La formulacion anti-HER2 y la glicoproteina soluble de hialuronidasa pueden
procurarse como entidades separadas o pueden también proporcionarse como kits que comprenden ambos
componentes de inyeccion e instrucciones adecuadas para su administracién subcutédnea. Las instrucciones
adecuadas para la reconstitucion y / o administracion de una o ambas formulaciones puede también proporcionarse.

Por lo tanto la presente invencion también proporciona composiciones farmacéuticas que consisten en una formulacion

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2948033 T3

farmacéutica estable liquida, altamente concentrada, de un anticuerpo farmacéuticamente activo anti-HER2 o una
mezcla de dicho anticuerpo y una cantidad adecuada de al menos una enzima hialuronidasa como se define por las
reivindicaciones, en forma de un kit que comprende ambos componentes inyectables e instrucciones adecuadas para
su administracion subcutanea.

Un aspecto adicional de la presente invencion esta relacionado con los dispositivos de inyeccion que comprenden una
formulacion farmacéutica estable, liquida, altamente concentrada, de acuerdo con la presente invencién. Dicha
formulacion puede consistir en un anticuerpo anti-HER2 farmacéuticamente activo o una mezcla de dichas moléculas
de anticuerpo y excipientes adecuados como se describe mas adelante y puede comprender ademas una glicoproteina
soluble de hialuronidasa como una formulacién combinada o como una formulacién separada para la coadministracion.

Se conoce una variedad de anticuerpos anti-HER2 en el estado anterior de la técnica. Dichos anticuerpos son
preferiblemente anticuerpos monoclonales. También se denominan anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados
0 anticuerpos totalmente humanos. También pueden ser anticuerpo anti-HER2 de longitud completa; fragmentos de
anticuerpo anti-HER2 con la misma actividad bioldgica; que incluye variantes de secuencia de aminoacidos y / o
variantes de glicosilacion de dichos anticuerpos o fragmentos. Ejemplos de anticuerpos anti-HER2 humanizados se
conocen bajo los nombres INN Trastuzumab y Pertuzumab. Otro anticuerpo anti-HER2 adecuado es T-DM1, que es
un conjugado de anticuerpo-toxina que consiste de huMAb4D5-8 (HERCEPTIN™) y un maitansinoide (a saber, DM1
= N2’-deacetil-N2’-(3-mercapto-1-oxopropil)-maitansina; un agente antimicrotubulos altamente potente) que conjugado
(con un enlazador MCC) que esta actualmente en desarrollo para el cancer de mama metastasico. Se han descrito
otros anticuerpos HER2 con varias propiedades en Tagliabue et al., Int. J. Cancer, 47:933-937 (1991); McKenzie et
al., Oncogene, 4:543-548 (1989); Cancer Res., 51:5361-5369 (1991); Bacus et al., Molecular Carcinogenesis, 3:350-
362 (1990); Stancovski et al., PNAS (USA), 88:8691-8695 (1991); Bacus et al., Cancer Research, 52:2580-2589 (1992);
Xu et al., Int. J. Cancer, 53:401-408 (1993); WO94/00136; Kasprzyk et al., Cancer Research, 52:2771-2776 (1992);
Hancock et al., Cancer Res., 51:4575-4580 (1991); Shawver et al., Cancer Res., 54:1367-1373 (1994); Arteaga et al.,
Cancer Res., 54:3758-3765 (1994); Harwerth et al., J. Biol. Chem., 267:15160-15167 (1992); Patente estadounidense
N° 5.783.186; y Klapper et al., Oncogene, 14:2099-2109 (1997). El anticuerpo terapéutico anti-HER2 con mas éxito es
el Trastuzumab comercializado por Genentech Inc. y F. Hoffmann-La Roche Ltd bajo el nombre comercial de
HERCEPTIN™. Mas detalles sobre el antigeno HER2 y los anticuerpos dirigidos contra ellos se describen en muchas
publicaciones de patente y no patentes (para una revision adecuada véase Patente estadounidense N° 5.821.337 y
WO 2006/044908).

El anticuerpo anti-HER2 se selecciona por ejemplo de entre el grupo de Trastuzumab, Pertuzumab y T-DM1 y puede
también consistir en una mezcla de anticuerpos anti-HER2 como por ejemplo Trastuzumab y Pertuzumab o T-DM1 y
Pertuzumab. Se ha encontrado que la combinacion de Pertuzumab y Trastuzumab es activa y bien tolerada en
pacientes con cancer de mama metastasico HER2-positivo que han sufrido una progresiéon antes de la terapia con
trastuzumab [véase por ejemplo Baselga, J. et al., Journal of Clin. Oncol. Vol 28 (7) 2010: pp. 1138-1144]. La
formulacion de acuerdo con la presente invencion se ejemplifica en el presente documento con el anticuerpo anti-
HER2 Trastuzumab. Los términos "Trastuzumab", "Pertuzumab" y "T-DM1" abarcan todos los correspondientes
anticuerpos anti-HER2 que cumplen todos los requisitos necesarios para obtener una autorizacion de comercializacion
como un producto idéntico o biosimilar en un pais o territorio seleccionado de entre el grupo de paises que consisten
en los Estados Unidos, Europa y Japoén. Trastuzumab posee las regiones CDR definidas en la PE-B-590058.
Pertuzumab posee las regiones CDR definidas en la WO 01/00245. La actividad de Trastuzumab en el ensayo de
antiproliferacion de BT-474 [Nahta, R. et al., "The HER-2-targeting antibodies Trastuzumab and Pertuzumab
synergistically inhibit the survival of breast cancer cells", Cancer Res. 2004; 64:2343,2346] se ha encontrado que esta
entre 0,7 — 1,3 x 104 U/mg. El T-DM1 se describe en la WO 2005/117986.

HERCEPTIN™ (Trastuzumab) se ha aprobado en la UE para el tratamiento de pacientes con cancer de mama
metastasico (CMM) que presenta tumores que sobreexpresa HER2 como sigue:

- Como monoterapia para el tratamiento de pacientes que han recibido al menos dos regimenes de quimioterapia
para su enfermedad metastasica. Antes de la quimioterapia debe haberse incluido al menos una antraciclina y un
taxano a no ser que los pacientes sean inadecuados para estos tratamientos. Los pacientes positivos para el
receptor hormonal deben también haber fracasado en la terapia hormonal, a no ser que los pacientes sean
inadecuados para estos tratamientos.

- En combinacion con paclitaxel para el tratamiento de estos pacientes que no han recibido quimioterapia para su
enfermedad metastasica y para los que no es adecuada una antraciclina.

- En combinacion con docetaxel para el tratamiento de estos pacientes que no han recibido quimioterapia para su
enfermedad metastasica.

- En combinacién con un inhibidor de aromatasa para el tratamiento de pacientes postmenopausicas no tratadas
previamente con Trastuzumab para el CMM positivo para el receptor hormonal.

Trastuzumab también se ha aprobado en la UE para el tratamiento de pacientes con CMM que poseen tumores que
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sobreexpresan HER2 para el tratamiento de pacientes con cancer de mama de estadio temprano HER2- positivo
(CMT) seguido de cirugia, quimioterapia (neoadyuvante o adyuvante) y radioterapia (si es aplicable).

Ademas el Trastuzumab se esta desarrollando en la actualidad para el tratamiento de cancer gastrico.

Los regimenes de dosificacion estan aprobados en la actualidad para Trastuzumab (Tabla 1); una vez a la semana
(q1w) y cada 3 semanas (q3w) para ambos cancer de mama metastasico (CMM) y cancer de mama temprano (CMT).
En el régimen de dosis q1w la dosis de carga es de 4 mg/kg seguida de una dosis a 2 mg/kg. En el régimen de dosis
g3w la dosis de carga es de 8 mg/kg seguida de una dosis posterior a 6 mg/kg.

Como se ha dicho antes, HERCEPTIN™ (Trastuzumab) para la administracién intravenosa se comercializa en la
actualidad en forma liofilizada en viales. En la formulacién comercializada en Europa cada vial contiene el residuo
seco obtenido tras la liofilizacién de un volumen de relleno de 6,25 ml de una solucién acuosa estéril que contiene los
siguientes componentes: 150 mg de Trastuzumab (156,3 mg efectivos para asegurar que la cantidad nominal de 150
mg puede obtenerse del producto final tras la reconstitucion), 3,50 mg de clorhidrato de L-histidina, 2,25 mg de L-
histidina, 141,9 mg de a,o-trehalosa dihidratada, 0,63 mg de Polisorbato 20. El liofilizado disuelto contiene alrededor
de 24 mg/ml de Trastuzumab, 5 mM L-histidina/HCI pH 6,0, 60 mM de a,a-trehalosa dihidratada, 0,01 % de polisorbato
20. La solucién se afiade entonces a la solucién de infusidn y después la infusiéon se administra al paciente durante 90
minutos (las infusiones posteriores pueden administrarse durante 30 minutos en el CMM, si se tolera bien).

Se conoce un numero de glicoproteina soluble de hialuronidasa en el estado de la técnica. Para poder definir mejor la
funcién, el mecanismo de accién y las propiedades de dichas glicoproteinas solubles de hialuronidasa, se proporciona
la siguiente informacion de fondo.

La matriz SC (hipodérmica) intersticial esta comprendida por una red de proteinas fibrosas incrustadas dentro de un
gel viscoelastico de glicosaminoglicanos. El hialuronano (HA), que es un disacarido lineal repetido no sulfatado, es el
glicosaminoglicano mas destacado del tejido SC. El HA se secreta en el intersticio o los fibroblastos como un polimero
viscoso de alto peso molecular, que se degrada posteriormente de forma local, en la linfa, y en el higado, a través de
la accién de las hialuronidasas y exoglicosidasas lisosomales. Aproximadamente el 50 % del hialuronano en el cuerpo
se produce por el tejido SC, que se encuentra aproximadamente a 0,8 mg/gm peso humedo de tejido [Aukland K. y
Reed R., supra]. Se estima que un adulto medio de 70 kg contiene 15 gramos de HA, del que el 30 por ciento se
renueva (sintetiza y degrada) cada dia [Laurent L.B., et al., "Catabolism of hyaluronan in rabbit skin takes place locally,
in lymph nodes and liver", Exp. Physiol. 1991; 76: 695-703]. Como principal constituyente del componente similar a un
gel de la matriz hipodérmica, el HA contribuye significativamente a su viscosidad.

Los glicosaminoglicanos (GAG) son polisacaridos lineales complejos de la matriz extracelular (MEC). Los GAG se
caracterizan por repetir las estructuras de disacaridos de una hexosamina N-sustituida y un acido urénico (en el caso
de hialuronano (HA), condroitin sulfato (CS), condroitina (C), dermatan sulfato (DS), heparan sulfato (HS), y heparina
(H)), o una galactosa (en el caso de queratan sulfato (KS)). Excepto para el HA, todos existen unidos covalentemente
a las proteinas principales. Los GAG con sus proteinas principales se denominan estructuralmente proteoglicanos
(PG).

El hialuronano (HA) se encuentra en los mamiferos predominantemente en los tejidos conectivos, piel, cartilago, y el
liquido sinovial. El hialuronano es también el constituyente principal del vitreo del ojo. En el tejido conectivo, el agua
de hidratacién asociada con el hialuronano crea matrices hidratadas entre tejidos. El hialuronano juega un papel clave
en el fendmeno bioldgico asociado con la motilidad celular que incluye un desarrollo rapido, regeneracion, reparacion,
embriogénesis, desarrollo embrionario, curacion de heridas, angiogénesis, y tumorigénesis (Toole, Cell Biol. Extracell.
Matrix, Hay (ed), Plenum Press, New York, 1991; pp. 1384-1386; Bertrand et al., Int. J. Cancer 1992; 52:1-6; Knudson
etal.,, FASEB J. 1993; 7:1233-1241]. Ademas, los niveles de hialuronano se correlacionan con la agresividad del tumor
[Ozello et al., Cancer Res. 1960; 20:600-604; Takeuchi et al., Cancer Res. 1976; 36:2133-2139; Kimata et al., Cancer
Res. 1983; 43:1347-1354].

El HA se encuentra en la matriz extracelular de muchas células, especialmente en los tejidos conectivos blandos. Al
HA se le ha asignado varias funciones fisioldgicas, como es la homedstasis de proteinas en agua y plasma [Laurent
T.C. etal., FASEB J., 1992; 6: 2397-2404]. La produccién de HA aumenta en las células en proliferacion y puede tener
un papel importante en la mitosis. También se ha visto implicado en la locomocién y migracion celular. El HA parece
tener papeles importantes en la regulacion, desarrollo y diferenciacion celular [Laurent et al., supra].

La HA se ha utilizado ampliamente en la medicina clinica. Sus propiedades protectoras de tejido y reoldgicas son utiles
en la cirugia oftalmica (por ejemplo para proteger el endotelio de la cérnea durante la cirugia de cataratas). EI HA en
suero es diagnoéstico de enfermedad hepatica y varias condiciones inflamatorias, como la artritis reumatoide. El edema
intersticial provocado por la acumulacion de HA puede provocar la disfuncién en varios 6rganos [Laurent et al., supra].

Las interacciones de proteina de hialuronano también estan implicadas en la estructura de la matriz extracelular
"sustancia fundamental".
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Las hialuronidasas son un grupo de enzimas generalmente activas neutrales o acidas encontradas a lo largo del reino
animal. Las hialuronidasas varian respecto a la especificidad de sustrato, y los mecanismos de accion (WO
2004/078140). Existen tres clases generales de hialuronidasas:

1. Hialuronidasas de tipo mamifero, (EC 3.2.1.35) que son endo-beta-N- acetilhexosaminidasas con tetrasacaridos
y hexasacaridos como los productos finales principales. Ambos presentan actividades hidroliticas y
transglicosidasa, y pueden degradar hialuronano y condroitin sulfatos (CS), generalmente C4-S y C6-S.

2. Hialuronidasas bacterianas (EC 4.2.99.1) que degradan hialuronano y, hasta cierto grado, CS y DS. Son endo-
beta-N-acetilhexosaminidasas que actian mediante una reaccion de beta eliminacion que produce principalmente
disacaridos como productos finales.

3. Hialuronidasas (EC 3.2.1.36) de sanguijuelas, otros parasitos, y crustaceos que son endo-beta-glucuronidasas
que generan tetrasacaridos y hexasacaridos como productos finales a través de hidrélisis del enlace beta 1-3.

Las hialuronidasas de mamiferos pueden dividirse ademas en dos grupos: enzimas activas neutrales o acidas. Existen
seis genes similares a la hialuronidasa en el genoma humano, HYALI, HYAL2, HYAL3, HYAL4, HYALPI y
PH20/SPAM1. HYALPI es un pseudogen, y HYAL3 no se ha visto que posea actividad enzimatica hacia ningun sustrato
conocido. HYAL4 es una condroitinasa y presenta cierta actividad hacia hialuronano. HYALI es la enzima prototipica
activa acida y PH20 es la enzima prototipica activa neutral. Las hialuronidasas activas acidas, como HYALI y HYAL2
generalmente carecen de actividad catalitica a un pH neutro (es decir, pH 7). Por ejemplo, HYALI posee cierta actividad
catalitica in vitro por encima de pH 4,5 [Frost |.G. y Stern, R., "A microtiter-based assay for hyaluronidase activity not
requiring specialized reagents", Anal. Biochemistry, 1997; 251:263-269]. HYAL2 es una enzima activa acida con una
actividad especifica in vitro muy baja.

Las enzimas similares a hialuronidasa pueden también caracterizarse por aquellas que generalmente estan ancladas
a la membrana plasmatica mediante un anclaje de glicosilfosfatidil inositol como HYAL2 humana y PH20 humana
[Danilkovitch-Miagkova et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U SA, 2003; 100(8):4580-4585; Phelps et al., Science 1988;
240(4860): 1780-1782], y aquellos que generalmente son solubles como HYALI humana [Frost, |.G. et al., "Purification,
cloning, and expression of human plasma hyaluronidase”, Biochem. Biophys. Res. Commun. 1997; 236(1):10-15]. No
obstante, existen variaciones entre especies: por ejemplo PH20 bovina se une de forma muy débil a la membrana
plasmatica y no se ancla a través de un enlace sensible a fosfolipasa [Lalancette et al., Biol. Reprod., 2001; 65(2):628-
36]. Esta caracteristica unica de la hialuronidasa bovina ha permitido el uso de enzima hialuronidasa soluble de
testiculo bovino como un extracto para uso clinico (Wydase™, Hyalase™). Otras especies de PH20 son enzimas
ancladas a lipidos que generalmente no son solubles sin el uso de detergentes o lipasas. Por ejemplo, la PH20 humana
se ancla a la membrana plasmatica a través de un ancla de GPI. Los intentos de construir ADN de PH20 humano que
no tenga un anclaje lipidico en el polipéptido resulté en un enzima cataliticamente inactivo, o un enzima insoluble
[Arming et al., Eur. J. Biochem., 1997; 247(3):810-4]. La hialuronidasa de esperma de macaco natural se encuentra
en las dos formas soluble y unida a membrana. Mientras que la forma unida a membrana de 64 kDa posee actividad
enzimatica a pH 7,0, la forma de 54 kDa es sélo activa a pH 4,0 [Cherr et al., Dev. Biol., 1996;10; 175(l): 142-53]. Asi,
las formas solubles de PH20 a menudo carecen de actividad enzimatica en condiciones neutrales.

Como se ha dicho antes y de acuerdo con las ensefianzas en WO02006/091871, pequefias cantidades de
glicoproteinas solubles de hialuronidasa (SHASEGPs) pueden introducirse en una formulacién para facilitar la
administracion de farmaco terapéutico en la hipodermis. Mediante la rapida despolimerizacion de HA en el espacio
extracelular las sHASEGP reducen la viscosidad del intersticio, aumentando asi la conductancia hidraulica y
permitiendo la administracién de mayores volumenes de forma segura y confortable en el tejido SC. El aumento de la
conductancia hidraulica inducida por sHASEGP a través de la reduccion de la viscosidad intersticial permite una mayor
dispersion, aumentando potencialmente la biodisponibilidad sistémica del farmaco terapéutico administrado SC.

Cuando se inyecta en la hipodermis, la despolimerizacion del HA por el sSHASEGP se localiza en el sitio de la inyeccion
en el tejido SC. La evidencia experimental muestra que el SHASEGP esta inactivado localmente en el espacio
intersticial con una vida media de 13 a 20 minutos en ratones, sin una absorcion sistémica detectable en la sangre tras
la dosis Unica intravenosa en ratones CD-1. Dentro del compartimiento vascular, sHASEGP demuestra una vida media
de 2,3 y 5 minutos en ratones y monos Cynomolgus, respectivamente, con dosis de hasta 0,5 mg/kg. La eliminacion
rapida de sHASEGP, combinada con la sintesis continua del sustrato HA en el tejido SC, resulta en un aumento
transitorio de la permeacion y localmente activa para otras moléculas coinyectadas, cuyos efectos son totalmente
reversibles en las 24 a 48 horas tras la administracion [Bywaters G.L., et al., "Reconstitution of the dermal barrier to
dye spread after Hyaluronidase injection”, Br. Med. J., 1951; 2 (4741): 1178-1183].

Ademas de sus efectos sobre la dispersion de fluido local, sHASEGP también actua como potenciador de la absorcion.
Las macromoléculas mayores de 16 kilodaltons (kDa) se excluyen en gran medida de la absorcion a través de los
capilares mediante la difusion y se absorben mayoritariamente mediante el drenaje en los nodulos linfaticos. Una
macromolécula administrada por via subcutanea como por ejemplo un anticuerpo terapéutico (peso molecular de
aproximadamente 150 kDa) debe por lo tanto atravesar la matriz intersticial antes de alcanzar el drenaje linfatico para
una posterior absorcion en el compartimiento vascular. Aumentando la dispersién local, sHASEGP aumenta la tasa
(Ka) de absorcion de muchas macromoléculas. Esto conduce a un aumento del pico de niveles en sangre (Cmax) y
potencialmente a un aumento de la biodisponibilidad relativa a la administracion SC en ausencia de sHASEGP
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[Bookbinder L.H., et al., "A recombinant human enzyme for enhanced interstitial transport of therapeutics", J. Control.
Release 2006; 114: 230-241].

Los productos de hialuronidasa de origen animal se ha utilizado clinicamente durante los ultimos 60 afos,
principalmente para aumentar la dispersion y la absorcién de otros farmacos coadministrados y para la hipodermoclisis
(inyecciodn/infusion SC de liquido en gran volumen) [Frost G.l., "Recombinant human hyaluronidase (rHuUPH20): an
enabling platform for subcutaneous drug and fluid administration", Expert Opinion on Drug Delivery, 2007; 4: 427-440].
Los detalles sobre el mecanismo de accion las hialuronidasas se ha descrito en detalle en las siguientes publicaciones:
Duran-Reynolds F., "A spreading factor in certain snake venoms and its relation to their mode of action", CR Soc Biol
Paris, 1938; 69-81; Chain E., "A mucolytic enzyme in testes extracts", Nature 1939; 977-978; Weissmann B., "The
transglicosylative action of testicular hyaluronidase”, J. Biol. Chem., 1955; 216: 783-94; Tammi, R., Saamanen, A.M.,
Maibach, H.l., Tammi M., "Degradation of newly synthesized high molecular mass hialuronane in the epidermal and
dermal compartments of human skin in organ culture", J. Invest. Dermatol. 1991; 97:126-130; Laurent, U.B.G., Dahl,
L.B., Reed, R.K., "Catabolism of hialuronane in rabbit skin takes place locally, in lymph nodes and liver", Exp. Physiol.
1991; 76: 695-703; Laurent, T.C. y Fraser, J.R.E., "Degradation of Bioactive Substances: Physiology and
Pathophysiology", Henriksen, J.H. (Ed) CRC Press, Boca Raton, FL; 1991. pp. 249-265; Harris, E.N., et al., "Endocytic
function, glicosaminoglican specificity, and antibody sensitivity of the recombinant human 190-kDa hialuronane
receptor for endocytosis (HARE)", J. Biol. Chem. 2004; 279:36201-36209; Frost, G.l., "Recombinant human
hyaluronidase (rHuPH20): an enabling platform for subcutaneous drug and fluid administration", Expert Opinion on
Drug Delivery, 2007; 4: 427-440. Los productos de hialuronidasa aprobados en los paises de la UE incluyen Hylase®
"Dessau" e Hyalase®. Los productos de hialuronidasa de origen animal aprobados en los EEUU incluyen Vitrase™,
Hydase™, y Amphadase™.

La seguridad y eficacia de los productos de hialuronidasa se han establecido ampliamente. El riesgo de seguridad
mas significativo identificado es la hipersensibilidad y/o alergenicidad, que se cree que esta relacionado con la falta
de pureza de las preparaciones derivadas del animal [Frost, G.I., "Recombinant human hyaluronidase (rHuPH20): an
enabling platform for subcutaneous drug and fluid administration", Expert Opinion on Drug Delivery, 2007; 4 : 427-440].
Cabe sefialar que existen diferencias respecto a las dosis aprobadas de las hialuronidasas derivadas de animales
entre Reino Unido, Alemania y los EEUU. En el Reino Unido, la dosis normal como adyuvante a la inyeccion
subcutanea o intramuscular es de 1500 unidades, afadidas directamente a la inyeccién. En los EEUU, la dosis normal
utilizada para este propdsito es de 150 unidades. En la hipodermoclisis, se utiliza la hialuronidasa para ayudar a la
administracion subcutanea de relativamente grandes volumenes de liquidos. En el Reino Unido, se administran
normalmente 1500 unidades de hialuronidasa con cada 500 a 1000 ml de fluido para uso subcutaneo. En los EEUU,
se consideran adecuadas 150 unidades por cada litro de soluciéon de hipodermoclisis. En Alemania, se consideran
adecuadas 150 a 300 unidades para este propdsito. En el Reino Unido, la difusién de anestesia local se ve acelerada
por la adicion de 1500 unidades. En Alemania y los EEUU se consideran adecuadas 150 unidades para este propdsito
Se ha descrito a pesar de las diferencias en las dosis (la dosis en el Reino Unido es diez veces mayor que en los
EEUU), no hay diferencias aparentes en los perfiles de seguridad de los productos de hialuronidasa derivados de
animales comercializados en los EEUU y Reino Unido, respectivamente.

El 2 de diciembre de 2005, Halozyme Therapeutics Inc. recibié la aprobacién de la FDA para una formulacion
inyectable de la hialuronidasa humana recombinante, rHuPH20 (HYLENEX™). La FDA aprobé HYLENEX™ a una
dosis de 150 unidades para administracion SC de las siguientes indicaciones:

- como adyuvante para aumentar la absorcion y dispersion de otros farmacos inyectados
- para la hipodermoclisis
- como adyuvante para la urografia SC para mejorar la resorcién de agentes radiopacos.

Como parte de esta revision regulatoria se establecié que rHuPH20 posee las mismas propiedades para aumentar la
dispersion y absorcidn de otros farmacos inyectados como las preparaciones de hialuronidasa derivadas de animales
previamente aprobadas, pero con un perfil de seguridad mejorado. En particular, el uso de hialuronidasa recombinante
humana (rHuPH20) comparada con las hialuronidasas derivadas de animales minimiza el riesgo potencial de
contaminacion con patégenos animales y encefalopatias espongiformes transmisibles.

Las glicoproteinas de hialuronidasa solubles (sHASEGP), un proceso para su preparacion y su uso en las
composiciones farmacéuticas se ha descrito in WO 2004/078140. El uso de glicoproteinas de hialuronidasa solubles
en combinacién con un gran numero de anticuerpos ejemplares, como por ejemplo Trastuzumab, se ha mencionado
en WO 2006/091871.

El trabajo experimental detallado como se indica mas adelante ha demostrado que las formulaciones de la presente
invencion de forma sorprendente poseen una estabilidad de almacenamiento favorable y cumplen todos los requisitos
necesarios para la aprobacién por parte de las autoridades sanitarias.

La enzima hialuronidasa en la formulacién de acuerdo con la presente invencion aumenta la liberacién del anticuerpo

anti-HER2 en la circulacion sistémica, por ejemplo aumentando la absorcion de la sustancia activa (actia como un
potenciador de la permeacion). La enzima hialuronidasa también aumenta la liberacién del anticuerpo anti-HER2
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terapéutico en la circulacion sistémica mediante la aplicacion por via subcutanea mediante la hidrolizacion reversible
del hialuronano, un componente extracelular del tejido SC intersticial. La hidrolisis del hialuronano en la hipodermis
abre temporalmente los canales en el espacio intersticial del tejido SC y por lo tanto mejora la liberacion del anticuerpo
anti-HER2 terapéutico en la circulacion sistémica. Ademas, la administracion muestra dolor reducido en humanos y
una menor hinchazon derivada del volumen del tejido SC.

La hialuronidasa, cuando se administra localmente provoca su efecto completamente de forma local. En otras palabras,
la hialuronidasa se inactiva y metaboliza localmente en minutos y no se ha detectado que posea efectos sistémicos o
a largo plazo. La rapida inactivacion de la hialuronidasa en minutos cuando se introduce en el torrente sanguineo
impide que se pueda realizar de forma realista un estudio de biodistribucién comparativa entre diferentes productos
de hialuronidasa. Esta propiedad también minimiza cualquier potencial preocupacién por la seguridad sistémica ya
que el producto de hialuronidasa no puede actuar en lugares distantes.

La caracteristica que unifica todas las enzimas hialuronidasa es su capacidad de despolimerizar hialuronano,
independientemente de las diferencias en su estructura quimica, del origen de especie, del origen tisular o de los lotes
de producto farmacéutico originado a partir de la misma especie y tejido. Son inusuales en el sentido de que su
actividad es la misma (excepto la potencia) a pesar de tener diferentes estructuras.

El excipiente de la enzima hialuronidasa de acuerdo con la formulacién de la presente invencion se caracteriza por no
tener efectos adversos sobre la integridad molecular del anticuerpo anti-HER2 en la formulacién farmacéutica estable
descrita en el presente documento. Ademas, la enzima hialuronidasa sélo modifica la liberacion del anticuerpo anti-
HERZ2 en la circulacién sistémica pero no posee ninguna propiedad que pueda proporcionar o contribuir a los efectos
terapéuticos del anticuerpo anti-HER2 sistémicamente absorbido. La enzima hialuronidasa no esta sistémicamente
biodisponible y no afecta de forma adversa la integridad molecular del anticuerpo anti-HER2 en las condiciones de
almacenamiento recomendadas de la formulacion farmacéutica estable de acuerdo con la invencion. Debe
considerarse por lo tanto como un excipiente en la formulacion de anticuerpo anti-HER2 de acuerdo con esta invencion.
Como no ejerce un efecto terapéutico representa un constituyente de la forma farmacéutica aparte del anticuerpo anti-
HER2 terapéuticamente activo.

Un numero de enzimas hialuronidasas adecuadas de acuerdo con la presente invencion son conocidas del estado de
la técnica. La enzima preferible es una enzima humana hialuronidasa, mas preferiblemente la enzima conocida como
rHuPH20. rHuPH20 es un miembro de la familia de B-1,4 glicosil hidrolasas activas neutrales y acidas que
despolimerizan hialuronano mediante la hidrdlisis del enlace 3-1,4 entre la posicion C1 de la N-acetil glucosamina y la
posicion Ca4 del acido glucurénico. El hialuronano es un polisacarido hallado en la sustancia fundamental del tejido
conectivo intracelular, como el tejido subcutaneo intersticial, y de ciertos tejidos especializados, como el cordén
umbilical y el humor vitreo. La hidrélisis de hialuronano disminuye temporalmente la viscosidad del tejido intersticial y
promueve la dispersién de los fluidos inyectados o de transudados o exudados localizados, lo que facilita su absorcion.
Los efectos de la hialuronidasa son locales y reversibles con la completa reconstitucion del hialuronano del tejido entre
las siguientes 24 a 48 horas [Frost, G.I., "Recombinant human hyaluronidase (rHuPH20): an enabling platform for
subcutaneous drug and fluid administration", Expert Opinion on Drug Delivery, 2007; 4:427-440]. El aumento de la
permeabilidad del tejido conectivo a través de la hidrdlisis del nicleo de hialuronano esta correlacionado con la eficacia
de la hialuronidasa en su capacidad para aumentar la dispersion y absorciéon de las moléculas coadministradas.

El genoma humano contiene varios genes de hialuronidasa. Solo el producto del gen PH20 posee la actividad
hialuronidasa efectiva bajo condiciones extracelulares fisiolégicas y actia como un agente de propagacion, mientras
que las hialuronidasas activas acidas no poseen esta propiedad.

rHUPH20 es la primera y Unica enzima hialuronidasa recombinante humana actualmente disponible para su uso
terapéutico. La proteina humana PH20 natural posee un ancla lipidica unida a los aminoacidos carboxi terminal que
la anclan a la membrana plasmatica. La enzima rHuPH20 desarrollada por Halozyme es una variante de delecion
truncada que carece de dichos aminoacidos en el carboxi terminal responsables de la unién lipidica. Esto da lugar a
una enzima soluble, activa a pH neutro similar a la proteina encontrada en las preparaciones de testiculos bovinos. La
proteina rHUPH20 se sintetiza con un péptido sefial de 35 aminoacidos que se elimina del N-terminal durante el
proceso de secrecion. La proteina rHUPH20 madura contiene una secuencia auténtica de aminoacidos N-terminal
ortéloga a la encontrada en algunas preparaciones de hialuronidasa bovina.

Las hialuronidasas PH20, que incluyen el PH20 derivado de animal y la rHuPH20 recombinante humana,
despolimerizan el hialuronano mediante la hidrdlisis del enlace $-1,4 entre la posicion C1 de la N-acetil glucosamina y
la posicion C4 del acido glucuronico. El tetrasacarido es el producto de digestion mas pequefio [Weissmann, B., "The
transglicosylative action of testicular hyaluronidase", J. Biol. Chem., 1955; 216: 783-94]. Esta estructura N-acetil
glucosamina/acido glucurénico no se encuentra en los glicanos N-unidos de los productos bioldgicos recombinantes
y por lo tanto rHUPH20 no afectara a la glicosilacién de anticuerpos con los que se formulan, como por ejemplo
Trastuzumab. La enzima rHuPH20 en si posee seis glicanos N-unidos por molécula con estructuras principales
similares a las encontradas en los anticuerpos monoclonales. Como se ha anticipado antes, estas estructuras N-unidas
no cambian a lo largo del tiempo, confirmando la falta de actividad enzimatica de rHuPH20 en estas estructuras glicano
N-unidas. La corta vida media de rHUPH20 y la sintesis constante de hialuronano conducen a una accioén corta y local
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de la enzima en los tejidos.

La enzima hialuronidasa que es un excipiente en la formulacién subcutanea de acuerdo con la presente invencion
puede prepararse utilizando tecnologia de ADN recombinante. De este modo se asegura que se obtiene la misma
proteina (idéntica secuencia de aminoacidos) todas las veces y que se evita una reaccion alérgica, por ejemplo
provocada por proteinas contaminantes copurificadas durante la extraccidon a partir de un tejido. La enzima
hialuronidasa utilizada en la formulacion como se ha ejemplificado en el presente documento, es una enzima humana,
a saber, rHuPH20.

La secuencia de aminoacidos de rHUPH20 (HYLENEX™) se conoce bien y esta disponible bajo el N° de registro CAS
75971-58-7. El peso molecular aproximado es de 61 kDa.

Se han realizado multiples comparaciones estructurales y funcionales entre las hialuronidasas naturales de origen en
mamiferos y los clones de ADNc PH-20 de humanos y otros mamiferos. El gen PH-20 es el gen utilizado para el
producto recombinante rHUPH20; no obstante el producto del farmaco recombinante es una version truncada de 447
aminoacidos de la proteina completa codificada por el gen PH-20. Las similitudes estructurales respecto a las
secuencias de aminoacidos rara vez exceden del 60 % en cualquier comparativa. Las comparaciones funcionales
muestran que la actividad de rHuPH20 es muy similar a la de los productos de hialuronidasa aprobados con
anterioridad. Esta informacién es consistente con los hallazgos clinicos durante los pasados 50 afios que
independientemente de la fuente de hialuronidasa, la seguridad clinica y eficacia de las unidades de hialuronidasa son
equivalentes.

El uso de rHuPH20 en el anticuerpo anti-HER2 de formulacion SC de acuerdo con la presente invencion permite la
administracion de mayores volumenes de producto farmacolégico y aumenta potencialmente la absorcion del
Trastuzumab administrado por via subcutanea en la circulacién sistémica.

La osmolaridad de la formulacién farmacéutica estable de acuerdo con la invencién es de 330 + 50 mOsm/kg.

La formulacion farmacéutica estable de acuerdo con la invencion esta esencialmente libre de particulas visibles
(inspeccion ocular). Las subparticulas visibles (medidas por oscurecimiento de la luz) cumplen los siguientes criterios:

maximo numero de particulas = 10 ym por vial -> 6000
maximo numero de particulas = 25 ym por vial -> 600

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona el uso de una formulacién para la preparaciéon de un
medicamento Util para tratar una enfermedad o trastorno susceptible de tratarse con un anticuerpo anti-HER2 como
por ejemplo cancer o una enfermedad no tumoral en un sujeto que comprende la administracion de la formulacion
descrita en el presente documento a un sujeto en una cantidad efectiva para tratar dicha enfermedad o trastorno. El
anticuerpo anti-HER2 puede coadministrarse de forma concomitante o secuencialmente con un agente
quimioterapéutico.

En un aspecto adicional la presente invencion proporciona la formulacién de anticuerpo anti-HER2 estable liquida,
altamente concentrada, descrita en el presente documento para su uso en el tratamiento de una enfermedad o
trastorno que es susceptible de tratarse con un anticuerpo anti-HER2 (por ejemplo cancer o una enfermedad no
tumoral) en un sujeto que comprende la administracion de la formulacion descrita en el presente documento a un
sujeto en una cantidad efectiva para tratar dicha enfermedad o trastorno. El cancer o enfermedad no tumoral
generalmente involucrara a células que expresan HER2, de forma que el anticuerpo HER2 en la formulaciéon
farmacéutica SC terapéutica de acuerdo con la presente invencion es capaz de unirse a las células afectadas. Varios
tipos de cancer o enfermedades no tumorales que pueden tratarse con una formulacién de acuerdo con la presente
invencion se enumeran en la seccion de definiciones mas adelante.

La formulacion farmacéutica estable del anticuerpo anti-HER2 farmacéuticamente activa de acuerdo con la invencion
puede administrarse como inyeccion subcuténea, en la que la administracion se repite varias veces con intervalos de
tiempo de 3 semanas (q3w). El volumen total del fluido de inyeccion se administra en la mayoria de casos en un
intervalo de tiempo de 1 a 10 minutos, preferiblemente de 2 a 6 minutos, mas preferiblemente de 3 + 1 minutos. En
pacientes con CMT adyuvante y entre los pacientes con CMM que reciben Trastuzumab en monoterapia, en las que
no se administran otros agentes quimioterapéuticos intravenosos (1V), dicha administracién subcutanea conduce a un
aumento de la comodidad del paciente con la autoadministracion potencial en su casa. Esto conduce a una mejora
del cumplimiento y reduce / elimina los costes asociados con la administracion IV (es decir, costes de enfermeria para
la administracion 1V, alquiler de camas por dia, viajes del paciente). La administracion subcutanea de acuerdo con la
presente invencion estara asociada mas probablemente con una reduccion de la frecuencia y / o intensidad de las
reacciones relacionadas con la infusion.

La adicion de la hialuronidasa a la formulacion permite aumentar el volumen de inyecciéon que puede administrarse de
forma segura y confortable por via subcutanea. Bajo circunstancias normales el volumen de inyeccién es de 1 a 15 ml.
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Se ha observado que la administracion de la formulacion de acuerdo con la presente invencion aumenta la dispersion,
absorciéon y biodisponibilidad del anticuerpo terapéutico. Las moléculas mas grandes (es decir, > 16 kDa) que se
administran por via SC se absorben preferentemente en el compartimiento vascular a través del drenaje de los fluidos
linfaticos [Supersaxo, A., et al., "Effect of Molecular Weight on the Lymphatic Absortion of Water-Soluble Compounds
Following Subcutaneous Administration”, 1990; 2:167-169; Swartz, M. A., "Advanced Drug Delivery Review, The
physiology of the lymphatic system", 2001; 50: 3-20]. La tasa de introduccién de estas moléculas grandes en la
circulacion sistémica se disminuye asi en relacion a la infusidn intravenosa, por lo tanto podria resultar en la reduccién
de la frecuencia / intensidad de las reacciones relacionadas con la infusion.

La produccién de la formulacion subcutdanea de Trastuzumab de acuerdo con la invencidon requiere altas
concentraciones de anticuerpo (aprox. 120 mg/ml) en el paso final de purificacion del proceso de fabricacion. Por lo
tanto se afiade un paso adicional del proceso (ultrafiltracion/diafiltracién) al proceso convencional de fabricacion de
Trastuzumab. De acuerdo con las ensefianzas en WO 97/04801 la formulacion farmacéutica de anticuerpo anti-HER2
estable altamente concentrada, de acuerdo con la presente invencion puede también proporcionarse como una
formulacion de proteina estabilizada que puede reconstituirse con un diluyente adecuado para generar una formulacion
reconstituida a alta concentracion de anticuerpo anti-HER2.

La formulacion SC del anticuerpo HER2 de acuerdo con esta invencion se utiliza principalmente para tratar el cancer.
Por lo que los términos "cancer" y "canceroso" se refieren a o describen la condicion fisioldgica en mamiferos que se
caracteriza normalmente por un crecimiento celular descontrolado. Ejemplos de cancer incluye, pero no se limita a,
carcinoma, linfoma, blastoma (que incluye meduloblastoma y retinoblastoma), sarcoma (que incluye liposarcoma y
sarcoma de células sinoviales), tumores neuroendocrinos (que incluye tumores carcinoides, gastrinoma y cancer de
células de los islotes), mesotelioma, schwanoma (que incluye neuroma acustico), meningioma, adenocarcinoma,
melanoma, y leucemia o neoplasias linfoides. Ejemplos mas concretos de dichos canceres incluye cancer de células
escamosas (por ejemplo cancer de células escamosas epiteliales), cancer de pulmén que incluye cancer de pulmoén
de células pequefias, cancer de pulmén de células no pequefias, adenocarcinoma de pulmén y carcinoma escamoso
de pulmén, cancer del peritoneo, céncer hepatocelular, cancer géastrico o de estdmago que incluye cancer
gastrointestinal, cancer pancreatico, glioblastoma, cancer cervical, cancer de ovario, cancer de higado, cancer de
vejiga, hepatoma, cancer de mama, cancer de colon, cancer rectal, cancer colorrectal, carcinoma endometrial o uterino,
carcinoma de glandula salival, cancer de rifién o renal, cancer de préstata, cancer vulvar, cancer de tiroides, carcinoma
hepatico, carcinoma anal, carcinoma de pene, cancer testicular, cancer esofagico, tumores del tracto biliar, asi como
cancer de cabeza y cuello.

El término "alrededor"” tal como se utiliza en la presente memoria descriptiva de patente quiere especificar que el valor
especifico proporcionado puede variar hasta cierto punto, como por ejemplo se indica en las variaciones en el rango
de + 10 %, preferiblemente + 5 %, mas preferiblemente + 2 % incluidos en el valor dado.

Un céncer que "sobreexpresa" un receptor HER es uno que posee niveles significativamente mayores de un receptor
HER, como HERZ2, en su superficie celular, en comparacion con una célula no cancerosa del mismo tipo de tejido.
Dicha sobreexpresion puede estar provocada por una amplificacion génica o por un aumento de la transcripciéon o
traduccion. La sobreexpresion del receptor HER puede determinarse en un ensayo de diagndstico o pronéstico
evaluando los niveles aumentados de la proteina HER presente en la superficie de una célula (por ejemplo a través
de un ensayo inmunohistoquimico; IHC). Alternativa o adicionalmente, se pueden medir los niveles de acido nucleico
que codifica para HER en la célula, por ejemplo a través de hibridacion fluorescente in situ (FISH; véase W0O98/45479),
Southern blotting, o técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), como la PCR cuantitativa en tiempo real
(RT-PCR). También se pueden estudiar la sobreexpresion del receptor HER midiendo el antigeno (por ejemplo, el
dominio extracelular de HER) en un fluido biolégico como es el suero [véase, por ejemplo, Patente estadounidense N°
4.933.294 expedida el 12 de Junio de 1990; WO91/05264 publicada el 18 de abril de 1991; Patente estadounidense
N° 5.401.638 depositada el 28 de marzo de 1995; y Sias et al., J. Immunol. Methods 1990; 132: 73-80]. Al margen de
los ensayos anteriores, varios ensayos in vivo estan disponibles para el experto en la materia. Por ejemplo, se pueden
exponer células dentro del cuerpo del paciente a un anticuerpo que esta opcionalmente marcado con un marcaje
detectable, por ejemplo un is6topo radioactivo, y puede analizarse la union del anticuerpo a células en el paciente, por
ejemplo por escaneo externo de radioactividad o analizando una biopsia tomada al paciente antes de exponerlo al
anticuerpo.

A la inversa, un cancer que "no sobreexpresa el receptor de HER2" es uno que no expresa niveles mas altos de los
normales del receptor HER2 en comparacion con una célula no cancerosa del mismo tipo de tejido.

Un cancer que "sobreexpresa” un ligando de HER es uno que produce significativamente niveles superiores de que le
ligando en comparacién con una célula cancerigena del mismo tipo de tejido. Dicha sobreexpresion puede estar
provocada mediante amplificacién génica o por aumento de la transcripcion o traduccidn. La sobreexpresion del
ligando HER puede determinarse mediante la evaluacion del diagnéstico de los niveles del ligando (o acidos nucleicos
que los codifican) en el paciente, por ejemplo en una biopsia de tumor o mediante varios ensayos diagndsticos como
IHC, FISH, southern blotting, PCR o ensayos in vivo bien conocidos en la técnica.

Se contempla que la formulaciéon SC de anticuerpo HER2 de acuerdo con esta invencion puede también utilizarse para
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tratar varias enfermedades o trastornos no malignos, que incluye una enfermedad autoinmune (por ejemplo psoriasis);
endometriosis; escleroderma; restenosis; pélipos como pdlipos de colon, pélipos nasales o pdlipos gastrointestinales;
fibroadenoma; enfermedad respiratoria; colecistitis; neurofibromatosis; enfermedad renal poliquistica; enfermedades
inflamatorias; trastornos de la piel que incluye psoriasis y dermatitis; enfermedad vascular; condiciones que involucran
proliferacion anormal de células epiteliales vasculares; Ulceras gastrointestinales; enfermedad de Menetrier,
adenomas secretores o sindrome de pérdida de proteina; trastornos renales; trastornos angiogénicos; enfermedad
ocular como degeneracion macular relacionada con la edad, sindrome ocular de presunta histoplasmosis,
neovascularizacion retinal de retinopatia diabética proliferativa, vascularizaciéon retinal, retinopatia diabética, o
degeneracion macular relacionada con la edad; patologias asociadas con los huesos como la osteoartritis, raquitismo
y osteoporosis; dafio provocado por un evento isquémico cerebral; enfermedades fibréticas o edemia como cirrosis
hepatica, fibrosis pulmonar, carcoidosis, troiditis, sindrome sistémico de hiperviscosidad, enfermedad de Osier Weber-
Rendu, enfermedad pulmonar oclusiva cronica, o edema tras quemaduras, traumatismos, radiacion, apoplejia, hipoxia
o isquemia; reaccion de la piel por hipersensibilidad; retinopatia diabética y nefropatia diabética; sindrome de Guillain-
Barre; enfermedad de injerto versus huésped o rechazo de transplante; enfermedad de Paget; inflamacién de hueso
o articulacion; fotoenvejecimiento (por ejemplo provocado por radiaciéon UV de la piel humana); hipertrofia benigna de
prostata; ciertas infecciones microbianas que incluyen patégenos microbianos seleccionados de entre adenovirus,
hantavirus, Borrelia burgdorferi, Yersinia spp. y Bordetella pertussis; trombos provocados por agregacion de plaquetas;
enfermedades reproductivas como endometriosis, sindrome de hiperestimulaciéon ovarica, preeclampsia, sangrado
uterino disfuncional, o menometrorragia; sinovitis; ateroma; nefropatias agudas y cronicas (que incluye
glomerulonefritis proliferativa y enfermedad renal inducida por diabetes); eczema; formacion de cicatrices hipertroficas;
choque endotéxico e infeccion fungica; poliposis adenomatosa familiar; enfermedades neurodegenerativas (por
ejemplo enfermedad de Alzheimer, demencia relacionada con SIDA, enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral
amiotrofica, retinitis pigmentosa, atrofia muscular espinal y degeneracion cerebelar); sindromes mielodisplasicos;
anemia aplasica; dafio isquémico; fibrosis pulmonar, renal o hepatica; enfermedad de hipersensibilidad mediada por
linfocitos T; estenosis pilérica hipertréfica infantil; sindrome urinario obstructivo; artritis psoriasica; y tiroiditis de
Hasimoto. Ejemplos de indicaciones no tumorales para la presente terapia incluye psoriasis, endometriosis,
escleroderma, enfermedad vascular (por ejemplo restenosis, arterosclerosis, enfermedad arterial coronaria, o
hipertension), podlipos de colon, fibroadenoma o enfermedad respiratoria (por ejemplo asma, bronquitis croénica,
bronquiectasia o fibrosis quistica).

Cuando la indicacion es cancer, el paciente puede tratarse con una combinacion de la formulacion de anticuerpo, y un
agente quimioterapéutico. La administracion combinada incluye la coadministracion o administracion simultanea,
utilizando formulaciones separadas o una formulacién farmacéutica Unica, y la administraciéon simultanea en cualquier
orden, en el que preferiblemente hay un periodo de tiempo en el que ambos (o todos) los agentes activos ejercen de
forma simultanea su actividad biolégica. Asi, el agente quimioterapéutico puede administrarse antes, o después, de la
administracion de la formulaciéon de anticuerpo de acuerdo con la presente invencién. En esta realizacion, el tiempo
entre al menos una administracion del agente quimioterapéutico y al menos una administracion de la formulacién de
anticuerpo de acuerdo con la presente invencién es de forma preferible aproximadamente 1 mes o menos, y de forma
mas preferible aproximadamente 2 semanas o menos. Alternativamente, el agente quimioterapéutico y la formulacion
de anticuerpo de acuerdo con la presente invencion se administran simultaneamente al paciente, en una formulacién
Unica o formulaciones separadas.

El tratamiento con dicha formulacién de anticuerpo resultara en una mejora en los signos o sintomas de la enfermedad
o cancer. Por ejemplo, cuando la enfermedad a tratar es cancer, dicha terapia puede resultar en una mejora de la
supervivencia (supervivencia general y/o supervivencia libre de progresion) y / o puede resultar en una respuesta
clinica objetiva (parcial o completa). Ademas, el tratamiento con la combinacion del agente quimioterapéutico y la
formulacion de anticuerpo puede resultar en un beneficio terapéutico al paciente sinérgico o mayor que aditivo.

Normalmente el anticuerpo en la formulacion administrada es un anticuerpo desnudo. No obstante, el anticuerpo
administrado puede conjugarse con un agente citotéxico. El inmunoconjugado y/o antigeno al que se une se internaliza
por la célula, lo que resulta en un aumento de la eficacia terapéutica del inmunoconjugado para matar las células
cancerigenas a las que se une. En una realizacién, el agente citotdxico localiza o interfiere con los acidos nucleicos
en las células del cancer. Ejemplos de dichos agentes citotdxicos incluyen maitansinoides, calicheamicinas,
ribonucleasas y endonucleasas de ADN. Los inmunoconjugados clinicamente mas avanzados son los
inmunoconjugados Trastuzumab maitansinoide (T-DM1) tal como se describen en WO 2003/037992, en particular el
inmunoconjugado T-MCC-DM1, cuyo nombre quimico es N2'-deacetil-N2’-(3-mercapto-1-oxopropil)-maitansin-4-
maleimidometil-ciclohexil-1-carboxil-Trastuzumab.

Para la liberacién subcutanea, la formulacidon puede administrarse mediante un dispositivo adecuado, como puede ser
(pero sin limitarse a) una jeringa; un dispositivo de inyeccién (por ejemplo el dispositivo INJECT-EASE™ vy el dispositivo
GENJECT™); una bomba de infusién (como por ejemplo Accu-Chek™); un lapiz inyector (como el GENPEN™; un
dispositivo sin agujas (por ejemplo MEDDECTOR™ y BIOJECTOR™); o mediante un sistema de liberacion en parche
subcutaneo. Un sistema de liberacion adecuado para las formulaciones de acuerdo con la presente invencion se
describe en WO 2010/029054. Tal dispositivo comprende alrededor de 5 a alrededor de 15 ml o mas, particularmente
5 ml de la formulacion liquida de acuerdo con la presente invencion.
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Para la prevencion o tratamiento de la enfermedad, la dosis adecuada del anticuerpo dependera del tipo de
enfermedad a tratar, como se ha definido antes, la gravedad y curso de la enfermedad, si el anticuerpo se administra
con propositos preventivos o terapéuticos, en la terapia anterior, la historia clinica del paciente y su respuesta al
anticuerpo, y segun la discrecién del médico. El anticuerpo se administra adecuadamente al paciente en una sola vez
o durante una serie de tratamientos. Dependiendo del tipo y gravedad de la enfermedad, una dosis candidata inicial
del anticuerpo anti-HER2 para la administracion al paciente es de alrededor de 1 pg/kg hasta 50 mg/kg de peso
corporal 0 mas especificamente entre alrededor de 0,1 mg/kg a 20 mg/kg de peso corporal), en la que, por ejemplo,
mediante una o mas administraciones separadas, o mediante infusién continua. Mas especificamente la dosis del
anticuerpo estara en el rango desde alrededor de 0,05 mg de anticuerpo anti-HER2 / kg de peso corporal a alrededor
de 10 mg de anticuerpo anti-HER2 / kg de peso corporal. Si se administra un agente quimioterapéutico, se administra
normalmente en dosis conocidas, u opcionalmente menores debido a la accién combinada de los farmacos o efectos
secundarios negativos atribuibles a la administracion del agente quimioterapéutico. La preparacion y posologia de
dichos agentes quimioterapéuticos pueden utilizarse de acuerdo a las instrucciones del fabricante o como se ha
determinado empiricamente por el experto en la materia. La preparacion y posologia para dicha quimioterapia también
se describen en Chemotherapy Service Ed., M.C. Perry, Williams & Wilkins, Baltimore, MD (1992).

Pueden combinarse otros regimenes terapéuticos con el anticuerpo incluyendo, pero sin limitarse a un segundo
(tercero, cuarto, etc.) agente(s) quimioterapéutico(s) (en otra palabra un "coctel" de diferentes agentes
quimioterapéuticos); otro anticuerpo monoclonal; un agente inhibidor del crecimiento; un agente citotéxico; un agente
quimioterapéutico; un farmaco dirigido contra EGFR; un inhibidor de la tirosina quinasa; un agente anti-angiogénico;
y/o citoquina, etc.; o cualquier combinacién adecuada de los mismos.

Ademas de los regimenes terapéuticos anteriores, el paciente puede someterse a una extirpacion quirdrgica de las
células cancerigenas y/o a terapia de radiacion.

En otra realizacién de la invencién, se proporciona un articulo de fabricacién que contiene la formulacién farmacéutica
de la presente invencidén y proporciona instrucciones para su uso. Este articulo de fabricacion comprende un
contenedor. Los contenedores adecuados incluyen, por ejemplo, botellas, viales (por ejemplo viales de camara
multiples o duales), jeringas (como jeringas de camara multiples o duales) y tubos de ensayo. El contenedor puede
estar formado por una serie de materiales como el vidrio o el plastico. El contenedor contiene la formulacién y la
etiqueta, o asociado a este, el contenedor puede indicar las instrucciones de uso. El contenedor que contiene la
formulacion puede ser un vial multiusos, que permite administraciones repetidas (por ejemplo de 2 a 6 administraciones)
de la formulacién reconstituida. El articulo de fabricacion puede incluir ademas otros materiales deseables desde un
punto de vista comercial y del usuario, que incluye otros tampones, diluyentes, filtros, agujas, jeringas, y prospectos
con instrucciones de uso.

El término "formulacion farmacéutica" se refiere a la preparacion que de esta forma permite que la actividad biolégica
del ingrediente activo sea efectiva, y que no contiene componentes adicionales que son inaceptablemente téxicos a
un sujeto al que se le va a administrar la formulacion. Dichas formulaciones son estériles.

Una formulacién "estéril" es aséptica o libre de todo microorganismo vivo y sus esporas.

Una formulacién "estable" es una en que todas las proteinas que lleva, retienen esencialmente su estabilidad fisica
y/o quimica y/o actividad biolégica tras su almacenamiento a la temperatura de almacenamiento propuesta, por
ejemplo de 2 a 8 °C. Es deseable que la formulacion retenga esencialmente su estabilidad fisica y quimica, asi como
su actividad bioldgica tras el almacenamiento. El periodo de almacenamiento se selecciona generalmente en base a
la duracion prevista de la formulacion. Ademas, la formulacién debera ser estable tras la congelacion (hasta por
ejemplo, -70 °C) y descongelacion de la formulacion, por ejemplo tras 1, 2 o 3 ciclos de congelacion y descongelacion.
Estan disponibles varias técnicas analiticas en la técnica para medir la estabilidad de proteina y se revisan en Peptide
and Protein Drug Delivery, 247-301, Vincent Lee Ed., Marcel Dekker, Inc., New York, New York, Pubs. (1991) y Jones,
A. Adv. Drug Delivery Rev. 10: 29-90 (1993), por ejemplo. La estabilidad puede medirse a una temperatura
seleccionada durante un periodo de tiempo seleccionado. La estabilidad puede analizarse cualitativa y/o
cuantitativamente de diferentes maneras, que incluye la evaluaciéon de la formaciéon de agregados (por ejemplo
utilizando cromatografia de exclusién por tamafio, midiendo la turbidez, y/o por inspeccion visual); analizando la
heterogeneidad de cargas utilizando cromatografia de intercambio de cationes o electroforesis capilar por zona;
anadlisis de secuencia amino-terminal o carboxi-terminal; analisis por espectrometria de masas; analisis SDS-PAGE
para comparar anticuerpos reducidos e intactos; analisis de mapeo de péptidos (por ejemplo triptico o LYS-C);
evaluacion de la actividad bioldgica o funcién de unién del antigeno al anticuerpo; etc. La inestabilidad puede involucrar
cualquiera de: agregacion, desamidacion (por ejemplo desamidacion de Asn), oxidacion (por ejemplo oxidacion de
Met), isomerizacion (por ejemplo isomerizacion de Asp), recorte/hidrolisis/fragmentacion (por ejemplo fragmentacion
de la region bisagra), formacién de succinimida, cisteina(s) desemparejadas, extensién de N-terminal, procesamiento
de C-terminal, cambios de glicosilacién, etc. Un anticuerpo monoclonal "desamidado” aqui es uno que posee uno o
mas residuos de asparagina modificados, por ejemplo en un acido aspartico o un acido isoaspartico mediante una
modificacion postraduccional.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "agente tamponador que proporciona un pH de 5,5 + 2,0" se
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refiere a un agente que proporciona a la solucién que lo contiene la resistencia a cambios de pH mediante la accion
de sus componentes conjugados acido/base. El tampén utilizado en las formulaciones de acuerdo con la presente
invencién posee un pH en el rango de alrededor de 5,0 a alrededor de 7,0, o desde alrededor de 5,0 a alrededor de
6,5, o desde alrededor de 5,3 a alrededor de 5,8. Un pH de alrededor de 5,5 es el mas adecuado. Ejemplos de agentes
tamponadores que controlan el pH en este rango incluyen acetato, succinato, succinato, gluconato, histidina, citrato,
glicilglicina y otros tampones acidos organicos. El tampon mas adecuado de acuerdo con la presente invencién es un
tampon histidina, como por ejemplo L-histidina/HCI.

Un "tampon histidina" es un tampdn que comprende el aminoacido histidina. Ejemplos de tampones histidina incluye
cloruro de histidina, acetato de histidina, fosfato de histidina, sulfato de histidina. El tampén de histidina identificado en
los ejemplos como el mas adecuado es un tampén de cloruro de histidina. Dicho tampén de cloruro de histidina se
prepara valorando L-histidina (base libre, sélido) con acido clorhidrico diluido. En particular el tampdn histidina o
tampon de cloruro de histidina esta a pH de 5,5 + 0,6, mas particularmente a un pH desde alrededor de 5,3 a alrededor
de 5,8, y mas particularmente posee un pH de 5,5.

Mediante "isoténico" se entiende que la formulacion de interés posee esencialmente la misma presion osmotica que
la sangre humana. Las formulaciones isotdnicas generalmente poseen una presion osmoética desde alrededor de 250
a 350 mOsm. La isotonicidad puede medirse utilizando un osmdmetro de presion de vapor o un osmometro de tipo
depresién en el punto de congelacion.

Un "sacarido" comprende aqui la composicién general (CH20)n y sus derivados, que incluye monosacaridos,
disacaridos, trisacaridos, polisacaridos, alcoholes de azucares, azucares reductores, azucares no reductores, etc.
Ejemplos de sacaridos incluye glucosa, sacarosa, trehalosa, lactosa, fructosa, maltosa, dextrano, glicerina, dextrano,
eritritol, glicerol, arabitol, silitol, sorbitol, manitol, melibiosa, melezitosa, rafinosa, manotriosa, estaquiosa, maltosa,
lactulosa, maltulosa, glucitol, maltitol, lactitol, iso-maltulosa, etc. Particularmente las formulaciones descritas en el
presente documento comprenden un disacarido no reductor como un agente estabilizador, como un sacarido
seleccionado de entre el grupo de trehalosa (por ejemplo en forma de a,a-trehalosa dihidratada) y sacarosa.

Aqui, un "tensioactivo" se refiere a un agente activo en superficie, por ejemplo un tensioactivo no iénico. Ejemplos de
tensioactivos en el presente documento incluyen polisorbato (por ejemplo, polisorbato 20 y, polisorbato 80);
poloxamero (por ejemplo poloxamero 188); Triton; dodecil sulfato sédico (SDS); laurel sulfato sddico; octil glicosido
sodico; lauril-, miristil-, linoleil-, o estearil-sulfobetaina; lauril-, miristil-, linoleil- o estearil-sarcosina; linoleil-, miristil-, o
cetil-betaina; lauroamidopropil-, cocamidopropil-, linoleamidopropil-, miristamidopropil-, palmidopropil-, o
isostearamidopropil-betaina (por ejemplo lauroamidopropil); miristamidopropil-, palmidopropil-, o0 isoestearamidopropil-
dimetilamina; metil cocoil- sddico, o metil oleil-taurato disédico; y las series MONAQU AT™ (Mona Industries, Inc.,
Paterson, New Jersey); polietilglicol, polipropilglicol, y copolimeros de etilen y propilenglicol (por ejemplo Pluronics,
PF68 etc.); etc. Polisorbato 20 (PS20) y Polisorbato 80 (PS80), respectivamente se han encontrado que son
particularmente adecuados en las formulaciones descritas en el presente documento.

El término "anticuerpo” en el presente documento se utiliza en el sentido mas amplio y cubre especificamente los
anticuerpos monoclonales de longitud completa, anticuerpos policlonales, anticuerpos multiespecificos (por ejemplo
anticuerpos biespecificos) formados de al menos dos anticuerpos de longitud completa, y fragmentos de anticuerpo,
siempre y cuando presenten la actividad biol6gica deseada.

El término "anticuerpo monoclonal" tal como se utiliza aqui se refiere a un anticuerpo obtenido de un poblacion de
anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que comprenden la poblacion son
idénticos y/o se unen al mismo epitopo, excepto por posibles variantes que pueden aparecer durante la produccion
del anticuerpo monoclonal, dichas variantes generalmente se presentan en pequefias cantidades. Al contrario que las
preparaciones de anticuerpo policlonales que normalmente incluyen diferentes anticuerpos dirigidos a diferentes
determinantes (epitopos), cada anticuerpo monoclonal esta dirigido contra un determinante Unico del antigeno.
Ademas de su especificidad, los anticuerpos monoclonales tienen una ventaja, y es que no estan contaminados por
otras inmunoglobulinas. El modificador "monoclonal” indica el caracter del anticuerpo obtenido de una poblaciéon de
anticuerpos sustancialmente homogénea, y no debe interpretarse como una exigencia de produccion del anticuerpo
por ningun método particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales a utilizar de acuerdo con la presente
invencién pueden obtenerse mediante el método del hibridoma descrito por primera vez por Kéhler et al, Nature,
256:495 (1975), o pueden obtenerse mediante los métodos de ADN recombinante (véase por ejemplo, Patente
estadounidense N° 4.816.567). Los "anticuerpos monoclonales" pueden también aislarse de bibliotecas fagicas de
anticuerpos utilizando las técnicas descritas en Clarkson et al., Nature, 352:624-628 (1991) y Marks et al., J. Mol. Biol.,
222:581-597 (1991).

Un "fragmento de anticuerpo” comprende una porcion de un anticuerpo de longitud completa, en particular comprende
la regién de union a antigeno o region variable del mismo. Ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluye fragmentos
Fab, Fab', F(ab')2, y Fv; diacuerpos; anticuerpos lineales; moléculas de anticuerpo de una cadena; y anticuerpos
multiespecificos formados a partir de un fragmento(s) de anticuerpo.

Un "anticuerpo de longitud completa" es uno que comprende una regiéon variable de unién a antigeno asi como un
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dominio constante de cadena ligera (CL) y dominios constantes de cadena pesada, CH1, CH2 y CH3. Los dominios
constantes pueden ser un dominio constante de secuencia nativa (por ejemplo dominios constantes de secuencia
nativa humana) o variantes de secuencia de aminoacidos de los mismos. En particular el anticuerpo de longitud
completa posee una o mas funciones efectoras.

Una "variante de la secuencia de aminoacidos" de un anticuerpo es un anticuerpo con una secuencia de aminoacidos
que difiere de las principales especies de anticuerpo. Usualmente, las variantes de secuencia de aminoacidos poseen
al menos alrededor del 70 % de homologia con las principales especies de anticuerpo, y preferiblemente, seran al
menos alrededor del 80 %, mas preferiblemente al menos de alrededor del 90 % homdlogas con las principales
especies de anticuerpo. Las variantes de la secuencia de aminoacidos posee sustituciones, deleciones, y/o adiciones
en ciertas posiciones dentro o adyacentes a la secuencia de aminoacidos de las principales especies de anticuerpo.
Ejemplos de variantes de secuencia de aminoacidos incluyen variante acida (por ejemplo variante de anticuerpo
desamidada), variante basica, el anticuerpo con una extensién lider amino-terminal (por ejemplo VHS-) sobre una o
dos cadenas ligeras de la misma, el anticuerpo con un residuo lisina C-terminal en una o dos cadenas pesadas de la
misma, etc., e incluye combinaciones de variaciones en las secuencias de aminoacidos de las cadenas pesada y/o
ligera. La variante de anticuerpo de interés particular es el anticuerpo que comprende una extensién lider amino-
terminal en una o dos cadenas ligeras de la misma, opcionalmente comprende ademas otra secuencia de aminoacidos
y/o diferencias de glicosilacion relacionada con las principales especies de anticuerpo.

Una "variante de glicosilacién" de un anticuerpo es un anticuerpo con una o mas porciones de carbohidrato unidas al
mismo que difiere de una o mas porciones de carbohidrato unidas a las principales especies de anticuerpo. Ejemplos
de variantes de glicosilacion incluye anticuerpos con una estructura de oligosacérido G1 o G2, en lugar de estructura
de oligosacarido GO, unida a una region Fc de la misma, un anticuerpo con una o dos porciones de carbohidrato unidas
a una o dos cadenas ligeras del mismo, un anticuerpo sin carbohidrato unido a uno o dos cadenas pesadas del
anticuerpo, etc., y combinaciones de alteraciones de glicosilacion. Ademas el término "variante de glicosilacion" incluye
también anticuerpos glicodisefiados como los descritos en la PE 1.331.266 y USP 7.517.670.

Las "funciones efectoras" de un anticuerpo se refieren a aquellas actividades biolégicas atribuibles a la region Fc (una
secuencia nativa de la region Fc o variante de la secuencia de aminoacidos de la region Fc) de un anticuerpo. Ejemplos
de funciones efectoras de anticuerpo incluye unién de C1q; citotoxicidad dependiente de complemento (CDC); union
al receptor de Fc; citotoxicidad mediada por células dependientes de anticuerpo (CCDA); fagocitosis; regulacion
negativa de receptores de superficie celular (por ejemplo receptor de linfocitos B; BCR), etc.

Dependiendo de la secuencia de aminoacidos del dominio constante de sus cadenas pesadas, los anticuerpos de
longitud completa pueden asignarse a diferentes "clases". Existen cinco clases principales de anticuerpos de longitud
completa: IgA, IgD, IgE, IgG, e IgM, y varias de ellas pueden dividirse en "subclases" (isotipos), por ejemplo, I1gGl,
19G2, 1gG3, 1gG4, IgA, e IgA2. Los dominios constantes de la cadena pesada que corresponden con las diferentes
clases de anticuerpos se denominan a [alfa], & [delta], € [épsilon], y [gamma], y y [mu], respectivamente. Las
estructuras de subunidades y las configuraciones tridimensionales de las diferentes clases de inmunoglobulinas son
bien conocidas.

Aqui, la "la actividad biolégica" de un anticuerpo monoclonal se refiere a la capacidad del anticuerpo de unirse a un
antigeno y resulta en una respuesta biolégica mesurable que puede medirse in vitro o in vivo. Dicha actividad puede
ser antagonista (por ejemplo en la que el anticuerpo es un anticuerpo HER2) o agonista. En el caso de Pertuzumab,
en una realizacion, la actividad bioldgica se refiere a la capacidad del anticuerpo formulado para inhibir la proliferaciéon
de la linea celular de cancer de mama humano MDA-MB-175-VII.

El término "anticuerpos monoclonal" en el presente documento especificamente incluye los denominados anticuerpos
quiméricos en los que una porcién de la cadena pesada y/o ligera es idéntica u homdloga con la correspondiente
secuencia en los anticuerpos derivados de una especie particular o pertenece a una clase o subclase de anticuerpo
particular, mientras que el resto de la(s) cadenas(s) es idéntica u homologa con la correspondiente secuencia en los
anticuerpos derivados de otra especie o pertenece a otra clase o subclase de anticuerpo, asi como fragmentos de
dichos anticuerpos, siempre y cuando presenten la actividad biolégica deseada (Patente estadounidense N° 4.816.567;
y Morrison et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855 (1984)). Los anticuerpos quiméricos de interés incluyen en
el presente documento anticuerpos "primatizados" que comprenden secuencias del sitio de uniéon a antigeno del
dominio variable derivados de un primate no humano (por ejemplo mono del viejo mundo, mono, etc.) y secuencias
de la regién constante humana.

Las formas "humanizadas" de los anticuerpos no humanos (por ejemplo, roedores) son anticuerpos quimeéricos que
contienen una secuencia minima derivada de la inmunoglobulina no humana. En la mayor parte, los anticuerpos
humanizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en que los residuos de una regioén hipervariable
del receptor se sustituyen por residuos de una region hipervariable de una especie no humana (anticuerpo donante)
como de ratdn, rata, conejo o primate no humano con la especificidad, afinidad, y capacidad deseadas. En algunos
casos, los residuos de la region marco (FR) de la inmunoglobulina humana se sustituyen por los correspondientes
residuos no humanos. Ademas, los anticuerpos humanizados pueden comprender residuos que no se encuentran en
el anticuerpo receptor o en el anticuerpo donante. Estas modificaciones se hacen para refinar el rendimiento del
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anticuerpo. En general, el anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente todos de al menos uno, y
normalmente dos, dominios variables, en que todos o sustancialmente todos los lazos hipervariables corresponden
con aquellos de las inmunoglobulinas no humanas y todos o sustancialmente todos los FR de una secuencia de una
inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado opcionalmente también comprendera al menos una porcion de
una region constante de inmunoglobulina (Fc), normalmente la de una inmunoglobulina humana. Para mas detalles,
véase Jones et al., Nature 321:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature 332:323-329 (1988); y Presta, Curr. Op.
Struct. Biol. 2:593-596 (1992).

Los anticuerpos HER2 humanizados incluye huMAb4D5-I, huMAb4D5-2, huMAb4D5-3, huMAb4D5-4, huMAb4D5-5,
huMAb4D5-6, huMAb4D5-7 y huMAb4D5-8 o Trastuzumab (HERCEPTIN™) como se describe en la Tabla 3 de la
Patente Estadounidense 5.821.337; anticuerpos 520C9 humanizado (W093/21319) y 2C4 humanizado, como
Pertuzumab como se describe mas adelante en el presente documento.

Con los propésitos en el presente documento, "Trastuzumab", "HERCEPTIN™" y "huMAb4D5-8" se refieren a un
anticuerpo anti-HER2 dirigido contra el epitopo 4D5. Dicho anticuerpo preferiblemente comprende las secuencias de
aminoacidos de la cadena ligera y pesada descritas por ejemplo en la Fig. 14 de WO 2006/044908.

El "epitopo 4D5" es la region en el dominio extracelular de HER2 al que se unen el anticuerpo 4D5 (ATCC CRL 10463)
y Trastuzumab. Este epitopo esta cerca del dominio transmembrana de HER2, y dentro del dominio IV de HER2. Para
buscar anticuerpos que se unen al epitopo 4D5, puede realizarse un ensayo de rutina de bloqueo cruzado como el
descrito en Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Ed Harlow y David Lane (1988).
Alternativamente, puede realizarse el mapeo de epitopos para evaluar si el anticuerpo se une al epitopo 4D5 de HER2
(por ejemplo uno o mas residuos en la region de alrededor del residuo 529 a alrededor de residuo 625, inclusive, de
HER?2). El "epitopo 7C2/7F3" es la regién en el amino terminal, en el dominio |, del dominio extracelular de HER2 al
que los anticuerpos 7C2 y/o 7F3 se unen. Para buscar anticuerpos que se unen al epitopo 7C2/7F3, puede realizarse
un ensayo de rutina de bloqueo cruzado como el descrito en "Antibodies, A Laboratory Manual" (Cold Spring Harbor
Laboratory, Ed Harlow y David Lane (1988)). Alternativamente, puede realizarse el mapeo de epitopos para establecer
si el anticuerpo se une al epitopo 7C2/7F3 en HER2 (por ejemplo uno o mas residuos en la region de alrededor del
residuo 22 a alrededor del residuo 53 de HER?2).

En el presente documento, "Pertuzumab" y "rhuMAb 2C4" se refieren a un anticuerpo que se une al epitopo 2C4 y
preferiblemente que comprende las secuencias de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera y region
variable de la cadena pesada descritas en WO 2006/044908, mas particularmente la versién 574 del 2C4 humanizado
descrito en la Fig. 2 de WO 2006/044908.

El "epitopo 2C4" es la regién en el dominio extracelular de HER2 al que se une el anticuerpo 2C4. Para buscar
anticuerpos que se unen al epitopo 2C4, puede realizarse un ensayo de rutina de bloqueo cruzado como el descrito
en Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Ed Harlow y David Lane (1988). Alternativamente,
puede realizarse el mapeo de epitopos para evaluar si el anticuerpo se une al epitopo 2C4 de HER2. El epitopo 2C4
comprende los residuos del dominio Il del dominio extracelular de HER2. 2C4 y Pertuzumab se unen al dominio
extracelular de HER2 en la unién de los dominios I, Il y lll (Franklin et al. Cancer Cell 5:317-328 (2004)).

Un "agente inhibidor del crecimiento” cuando se usa aqui se refiere a un compuesto o composicién que inhibe el
crecimiento de una célula, especialmente una célula cancerigena que expresa HER ya sea in vitro o in vivo. Asi, el
agente inhibidor del crecimiento puede ser uno que reduce significativamente el porcentaje de células que expresan
HER en la fase S. Ejemplos de agentes inhibidores del crecimiento incluye agentes que bloquean el ciclo de progresion
(en un lugar diferente a la fase S), como los agentes que inducen la parada en G1 y la parada en la fase M. Los
bloqueantes clasicos de la fase M incluye las vincas (vincristina y vinblastina), taxanos, e inhibidores de topo Il como
la doxorubicina, epirubicina, daunorubicina, etopdsido, y bleomicina. Los agentes que paran en G1 también se
extienden hasta la parada en fase S, por ejemplo, los agentes alquilantes del ADN como tamoxifeno, prednisona,
dacarbazina, mecloretamina, cisplatino, metotrexato, 5-fluorouracilo, y ara-C. Se puede encontrar mas informacién en
"The Molecular Basis of Cancer", Mendelsohn y lIsrael, eds., capitulo 1, titulado "Regulacién del ciclo celular,
oncogenes, y farmacos antineoplasicos" de Murakami et al. (WB Saunders: Philadelphia, 1995), especialmente la
pagina 13.

Ejemplos de anticuerpos "inhibidores del crecimiento" son aquellos que se unen a HER2 e inhiben el crecimiento de
las células cancerigenas que sobreexpresan HER2. Los anticuerpos HER2 inhibidores del crecimiento preferibles
inhiben el crecimiento de las células de tumor de mama SK-BR-3 en cultivo celular en mas de un 20 %, y
preferiblemente superior al 50 % (por ejemplo entre alrededor del 50 % y alrededor del 100 %) a una concentracion
de anticuerpo de alrededor de 0,5 a 30 pg/ml, en la que la inhibicion del crecimiento se determiné seis dias tras la
exposicion de las células SK-BR-3 al anticuerpo (véase Patente estadounidense N° 5.677.171 expedida el 14 de
octubre de 1997). El anticuerpo inhibidor del crecimiento preferible es una variante humanizada del anticuerpo
monoclonal 4D5 murino, por ejemplo, Trastuzumab.

"Tratamiento" se refiere a ambos tratamientos terapéuticos y medidas profilacticas o preventivas. Aquellos que
necesiten el tratamiento incluyen aquellos con la enfermedad asi como aquellos en los que la enfermedad debe
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prevenirse. Por lo tanto, el paciente a tratar aqui debe estar diagnosticado de una enfermedad o debe estar
predispuesto o susceptible a dicha enfermedad.

El término "agente citotoxico" tal como se utiliza en el presente documento se refiere a una sustancia que inhibe o
previene la funcion de las células y/o provoca la destrucciéon de las células. El término pretende incluir isétopos
radioactivos (por ejemplo At2'1, 131|125 Y90 Re186 Re'8 Sm'53, Bi212, P32 ¢ isotopos radioactivos de Lu), agentes
quimioterapéuticos, y toxinas como toxinas de moléculas pequefias o toxinas enzimaticamente activas de origen
bacteriano, fungico, vegetal o animal, que incluyen fragmentos y/o variantes de los mismos.

Un "agente quimioterapéutico" es un compuesto quimico util en el tratamiento del cancer. Ejemplos de agentes
quimioterapéuticos incluyen los agentes alquilantes como la tiotepa y ciclofosfamida (CYTOXAN™); sulfonatos de
alquilo como el busulfano, improsulfano y piposulfano; aziridinas como la benzodopa, carbocuona, meturedopa y
uredopa; etileniminas y metilamelaminas que incluyen la altretamina, trietlenmelamina, trietilenfosforamida,
trietilentiofosforamida y trimetilolomelarnina; acetogeninas (especialmente bullatacina y bullatacinona); delta-9-
tetrahidro-cannabinol (dronabinol, MARENOL™); beta-lapachona; lapachol; colchicinas; acido betulinico; una
camptotecina (que incluye el analogo sintético topotecano (HYCAMTIN™) CPT-11 (irinotecano, C AMPTOSAR™),
acetilcamptotecina, escopolectina y 9-aminocamptotecina); briostatina; callistatina; CC-1065 (que incluye sus
analogos sintéticos adozelesina, carzelesina y bizelesina); podofilotoxina; acido podofilinico; teniposida; criptoficinas
(particularmente la criptoficina 1 y criptoficina 8); dolastatina; duocarmicina (que incluye los analogos sintéticos KW-
2189 y CBI-TMI); eleuterobina; pancratistatina; una sarcodictina; espongistatina; mostazas nitrogenadas como
clorambucilo, clornafacina, colofosfamida, estramustina, ifosfamida, mecloretamina, clorhidrato de o6xido de
mecloretamina, melfalan, novembichina, fenesterina, prednimustina, trofosfa[pilnida, mostaza de uracilo; nitrosoureas
como carmustina, clorozotocina, fotemustina, lomustina, nimustina y ranirnnustina; antibiéticos como los antibioticos
enediina (por ejemplo, calicheamicina, especialmente calicheamicina gamma 11 y calicheamicina omega 11 (véase
por ejemplo, Angew, Chemie Intl. Ed. Engl., 33: 183-186 (1994)); dinemicina, que incluye la dinemicina A; una
esperamicina; asi como cromoéforo neocarzinostatina y croméforos antibidticos enediina cromoproteina relacionados),
aclacinomisinas, actinomicina, autramicina, azaserina, bleomicinas, cactinomicina, carabicina, carminomicina,
carzinofilina, cromomicinia, dactinomicina, daunorubicina, detorubicina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina, doxorubicina (que
incluye ADRIAMYCIN™  morfolino-doxorubicina, cianomorfolino-doxorubicina, 2-pirrolino-doxorubicina, inyeccion de
liposomas de doxorubicina HCI (DOXIL™), doxorubicina liposomal TLC D-99 (MYOCET™), doxorubicina liposomal
pegilada (CAELYX™), y deoxidoxorubicina, epirubicina, esorubicina, idarubicina, marcelomicina, mitomicinas como
mitomicina C, acido micofendlico, nogalamicina, olivomicinas, peplomicina, potfiromicina, puromicina, quelamicina,
rodorubicina, estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina, ubenimex, zinostatina, zorubicina; anti-metabolitos como el
metotrexato, gemcitabina (GEMZAR™), tegafuro (UFTORAL™), capecitabina (XELODA™), una epotilona, y 5-
fluorouracilo (5-FU); analogos de acido félico como la denopterina, metotrexato, pteropterina, trimetrexato; analogos
de purina como la fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina; analogos de pirimidina como la ancitabina,
azacitidina, 6-azauridina, carmofuro, citarabina, dideoxiuridina, doxifluridina, enocitabina, floxuridina; anti-adrenales
como aminoglutetimida, mitotano, trilostano; reforzador de acido folico como el acido frolinico; aceglatona;
aldofosfamida glucdsido; acido aminolevulinico; eniluracilo; amsacrina; bestrabucilo; bisantreno; edatraxato;
defofamina; demecolcina; diazicuona; elfomitina; acetato de eliptinio; etoglucido; nitrato de galio; hidroxiurea; lentinano;
lonidainina; maitansinoides como maitansina y ansamitocinas; mitoguazona; mitoxantrona; mopidanmol; nitraerina;
pentostatina; fenamet; pirarubicina; losoxantrona; 2-etilhidrazida; procarbazina; complejo polisacarido PSKL™ (JHS
Natural Products, Eugene, OR); razoxano; rizoxina; sizofirano; espirogermaraio; acido tenuazénico; triazicuona;
2,2', 2" -triclorotrietilamina; tricotecenos (especialmente toxina T-2, verracurina A, roridina A y anguidina); uretano;
dacarbazina; mannomustina; mitobronitol; mitolactol; pipobromano; gacitosina; arabinosido ("Ara-C"); tiotepa; taxoide,
por ejemplo, paclitaxel (TAXOL™), formulacién de nanoparticulas de ingenieria con albumina de paclitaxel
(ABRAXANE™), y docetaxel (TAXOTERE™); cloranbucilo; 6-tioguanina; mercaptopurina; metotrexato; agentes con
platino como el cisplatino, oxaliplatino y carboplatino; vincas, que evitan la polimerizacion de tubulina a partir de los
microtubulos en formacioén, que incluye vinblastina (VELBAN™), vincristina (ONCOVIN™), vindesina (ELDISINE™),
FILDESIN™), y vinorelbina (NAVELBINE™)); etopésido (VP-16); ifosfamida; mitoxantrona; leucovovina; novantrona;
edatrexato; daunomicina; aminopterina; ibandronato; inhibidor de la topoisomerasa RFS 2000; difluorometilornitina
(DMFO); retinoides como el acido retinoico, que incluye el bexaroteno (TARGRETIN™); bisfosfonatos como el
clodronato (por ejemplo, BONEFOS™ u OSTAC™), etidronato (DIDROCAL™), NE-58095, acido zoledrénico/
zoledronato (ZOMETA™), alendronato (FOSAMAJX™), pamidronato (AREDIA™), tiludronato (SKELID™), o
risedronato (ACTONEL™); troxacitabina (un analogo de 1,3-dioxolano nucledsido citosina); oligonucleétidos
antisentido, particularmente los que inhiben la expresion de genes en las vias de sefalizacion implicadas en la
proliferaciéon celular aberrante, como por ejemplo, PKC-alfa, Raf, H-Ras y el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGF-R); vacunas como la vacuna THERATOPE™ y las vacunas de terapia génica, por ejemplo, la vacuna
ALLOVECTIN™  vacuna LEUVECTIN™ y vacuna VAXID™; inhibidores de la topoisomerasa 1 (por ejemplo
LURTOTECAN™); rmRH (por ejemplo ABARELIX™); BAY439006 (sorafenib; Bayer); SU-11248 (Pfizer); perifosina,
inhibidores de COX-2 (por ejemplo celecoxib o etoricoxib), inhibidores del proteasoma (por ejemplo PS341);
bortezomib (VELCADE™); CCI-779; tipifarnib (Rl 1577); orafenib, ABT510; inhibidor de Bcl-2 como oblimerseno sédico
(GENASENSE™); pixantrona; inhibidores de EGFR (véase la definicion a continuacién); inhibidores de las tirosina
quinasas (véase la definicion a continuacion); y las sales, acidos o derivados farmacéuticamente aceptables de
cualquiera de los anteriores; asi como combinaciones de dos 0 mas de los anteriores como CHOP, una abreviatura
de una terapia combinada de ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina y prednisolona, y FOLFOX, una abreviatura de
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un régimen de tratamiento con oxaliplatino (ELOXATIN™) combinado con 5-FU y leucovovina.

También se incluyen en esta definicion los agentes anti-hormonales que actuan regulando o inhibiendo la accion de
las hormonas sobre los tumores como los anti-estrégenos con un perfil mixto agonista/ antagonista, lo que incluye, el
tamoxifeno (NOLVADEX™), 4-hidroxitamoxifeno, toremifeno (FARESTON™), idoxifeno, droloxifeno, raloxifeno
(EVTSTA™), trioxifeno, keoxifeno y moduladores selectivos del receptor de estrogenos (SERM) como SERM3; anti-
estrégenos puros sin propiedades agonistas, como el fulvestrant (FASLODEX™), y EM800 (tales agentes pueden
bloquear la dimerizacién del receptor de estrogenos (ER), inhiben la unién al ADN, aumentan el recambio de ER y/o
suprimen los niveles de ER); inhibidores de la aromatasa, lo que incluye los inhibidores de la aromatasa esteroideos
como el formestano y exemestano (AROMASIN™), y los inhibidores de la aromatasa no esteroideos como el
anastrazol (ARIMIDEX™), letrozol (FEMARA™) y aminoglutetimida, y otros inhibidores de la aromatasa que incluyen
vorozol (RIVISOR™), acetato de megestrol (MEGASE™), fadrozol, imidazol; agonistas de la hormona liberadora de
hormona luteinizante, lo que incluye la leuprolida (LUPRON™ y ELIGARD™), goserelina, buserelina y tripterelina;
esteroides sexuales, lo que incluye progestinas como acetato de megestrol y acetato de medroxiprogesterona,
estrégenos como dietilstilbestrol y premarina, y andrégenos/ retinoides como la fluoximesterona, el acido todo
transretionico y fenretinida; onapristona; anti-progesteronas; reguladores negativos del receptor de estrégenos (ERD);
anti-andrégenos como la flutamida, nilutamida y bicalutamida; testolactona; y las sales, acidos o derivados
farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los anteriores; asi como las combinaciones de dos o mas de los
anteriores.

Como se utiliza en el presente documento, el término "farmaco dirigido a EGFR" se refiere a un agente terapéutico
que se une a EGFR vy, opcionalmente, inhibe la activacion del EGFR. Ejemplos de tales agentes incluyen los
anticuerpos y pequefias moléculas que se unen a EGFR. Ejemplos de anticuerpos que se unen a EGFR incluyen MAb
579 (ATCC CRL HB 8506), MAb 455 (ATCC CRL HB8507), MAb 225 (ATCC CRL 8508), MAb 528 (ATCC CRL 8509)
(véase la Patente estadounidense N° 4.943.533, Mendelsohn et al.) y variantes de los mismos, como el 225 quimérico
(C225 o Cetuximab; ERBITUX™) y el 225 remodelado humano (H225) (véase la WO 96/40210, Imclone Systems Inc.);
anticuerpos que se unen al EGFR mutante de tipo Il (Patente estadounidense N° 5.212.290); anticuerpos humanizados
y quiméricos que se unen a EGFR como se describe en la Patente estadounidense N° 5.891.996; y anticuerpos
humanos que se unen a EGFR, como ABX-EGF (véase la WO 98/50433, Abgenix). El anticuerpo anti-EGFR puede
estar conjugado con un agente citotéxico, generando asi un inmunoconjugado (véase, por ejemplo, la PE-A-659439,
Merck Patent GmbH). Ejemplos de moléculas pequeias que se unen a EGFR incluyen ZD 1839 o Gefitinib (IRESSA™,;
Astra Zeneca), CP-358774 o Erlotinib HCI (TARCEVA™ Genentech/Roche/OSI)y AG1478, AG1571 (SU 5271; Sugen)

Un "inhibidor de tirosina quinasa" es una molécula que inhibe en cierta medida la actividad tirosina quinasa de una
tirosina quinasa como el receptor HER. Ejemplos de tales inhibidores incluyen los farmacos dirigidos a EGFR indicados
en el parrafo precedente asi como pequefias moléculas inhibidoras de la tirosina quinasa HER2 como TAKI 65
disponible de Takeda, los inhibidores de HER duales como EKB-569 (disponible de Wyeth) que se une
preferentemente a EGFR pero inhibe tanto las células que sobreexpresan HER2 como EGFR, GW572016 (disponible
de Glaxo) un inhibidor oral de HER2 y la tirosina quinasa EGFR, y PKI-166 (disponible de Novartis); inhibidores pan-
HER como canertinib (CI-1033; Pharmacia); inhibidores de Raf-1 como el agente antisentido 1SIS-5132 disponible de
ISIS Pharmaceuticals que inhibe la sefializaciéon de Raf-1; inhibidores de TK no dirigidos a HER como Imatinib mesilato
(Gleevec™) disponible de Novartis; inhibidor CI-1040 de la quinasa | regulada por la MAPK extracelular (disponible de
Farmacia); quinazolinas, como PD 153035,4-(3-cloroanilino)quinazolina; piridopirimidinas; pirimidopirimidinas;
pirrolopirimidinas, como CGP 59326, CGP 60261 y CGP 62706; pirazolopirimidinas, 4-(fenilamino-7H-pirrolo[2,3-
d]pirimidinas; curcumin(diferuloil metano, 4,5-bis(4-fluoroanilino)ftalimida); porciones nitrotiofeno que contienen
tirfostinas; PD-0183805 (Warner-Larnber); moléculas antisentido (por ejemplo las que se unen a acidos nucleicos que
codifican HER); quinoxalinas (Patente estadounidense N° 5.804.396); trifostinas (Patente estadounidense N°
5.804.396); ZD6474 (Astra Zeneca); PTK-787 (Novartis/Schering AG); inhibidores pan-HER como CI-1033 (Pfizer);
Affinitac (ISIS 3521; Isis/Lilly); PKI 166 (Novartis); GW2016 (Glaxo SmithKline); CI-1033 (Pfizer); EKB-569 (Wyeth);
Semaxinib (Sugen); ZD6474 (AstraZeneca); PTK-787 (Novartis/ Schering AG); INC-IC11 (Imclone); o como se
describe en cualquiera de las siguientes publicaciones de patente: Patente estadounidense N° 5.804.396;
WO099/09016 (American Cyanamid); WO098/43960 (American Cyanamid); WOQO97/38983 (Warner Lambert);
WO099/06378 (Warner Lambert); WO 99/06396 (Warner Lambert); WO96/30347 (Pfizer, Inc); WO96/33978 (Zeneca);
WO96/3397 (Zeneca); y WO96/33980 (Zeneca).

Un "agente antiangiogénico" se refiere a un compuesto que bloquea o interfiere en cierto grado el desarrollo de los
vasos sanguineos. El factor antiangiogénico puede ser por ejemplo una molécula pequefia o anticuerpo que se une a
un factor de crecimiento o receptor de un factor de crecimiento involucrado en promover la angiogénesis. El factor
antiangiogénico preferible aqui es un anticuerpo que se une al factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), como
el Bevacizumab (AVASTIN™).

El término "citoquina" es un término genérico para las proteinas liberadas por una poblacién de células que actiuan
sobre otra célula como mediadores intercelulares. Ejemplos de tales citoquinas son las linfoquinas, monoquinas y las
hormonas polipéptido tradicionales. Entre las citoquinas se incluyen las hormonas de crecimiento, como la hormona
de crecimiento humana, hormona de crecimiento humana N-metionilo y hormona de crecimiento bovina, la hormona
paratiroidea, tiroxina, insulina, proinsulina, relaxina; prorelaxina, hormonas glicoproteina como la hormona
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estimuladora de foliculos (FSH), hormona estimuladora de la tiroides (TSH), y hormona luteinizante (LH), factor de
crecimiento hepatico; factor de crecimiento de fibroblastos, prolactina, lactégeno placentario, factor de necrosis tumoral
a y B, sustancia inhibidora mulleriana, péptido asociado a gonadotropina de ratén, inhibina; activina, factor de
crecimiento endotelial vascular, integrina, trombopoyetina (TPO), factores de crecimiento nerviosos como NGF-3,
factor de crecimiento de las plaquetas; factores de crecimiento transformantes (TGF) como TGF-a y TGF-, factor de
crecimiento similar a la insulina | y Il, eritropoyetina (EPO), factores osteoinductivos; interferones como el interferon-a,
-B y -y, factores estimuladores de colonias (CSF) como el CSF de macrofagos (M-CSF), CSF de granulocitos-
macrofagos (GM-CSF), y CSF de granulocitos (G-CSF), interleuquinas (IL) como la IL-1, IL-la, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-
6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, un factor de necrosis tumoral como TNF-a o TNF-B, y otros factores polipeptidicos
que incluyen LIF y ligando de kit (KL). Como se utiliza en el presente documento, el término citoquina incluye las
proteinas de origen natural o de cultivo celular recombinante y los equivalentes biolégicamente activos de las
citoquinas de secuencia nativa.

El término "cantidad efectiva" se refiere a una cantidad que proporciona el efecto deseado. En el caso de un ingrediente
de la formulaciéon como la enzima hialuronidasa de acuerdo con la presente invencion, una cantidad efectiva es la
cantidad necesaria para aumentar la dispersion y absorcion del anticuerpo anti-HER2 coadministrado de forma que el
anticuerpo anti-HER2 pueda actuar de forma terapéuticamente efectiva como se ha indicado anteriormente. En el caso
de una sustancia farmacolégica es la cantidad de ingrediente activo efectiva para tratar una enfermedad en el paciente.
Cuando la enfermedad es el cancer, la cantidad efectiva del farmaco puede reducir el nimero de células cancerosas;
reducir el tamafio del tumor; inhibir (es decir, ralentizar en cierta medida y preferiblemente detener) la infiltracion de
células cancerosas en organos periféricos; inhibir (es decir, ralentizar en cierta medida y preferiblemente detener) la
metastasis del tumor; inhibir, en cierta medida, el crecimiento tumoral; y/o eliminar en cierta medida uno o mas
sintomas asociados con el cancer. En funcion de la extensiéon con la que el farmaco puede evitar el crecimiento y/o
matar las células cancerosas existentes, puede ser citostatico y/o citotdxico. La cantidad efectiva puede aumentar la
supervivencia libre de progresion, resultar en una respuesta objetiva (que incluye una respuesta parcial, PR, o una
respuesta completa, CR), aumentar el tiempo de supervivencia total y/o mejorar uno o mas sintomas del cancer.

El anticuerpo que se formula de acuerdo con la presente invencion preferiblemente es esencialmente puro y es
deseable que sea esencialmente homogéneo (es decir libre de proteinas contaminantes, etc., en el que la enzima
hialuronidasa en la formulacion de acuerdo con esta invencion no debe considerarse una proteina contaminante del
anticuerpo monoclonal anti-HER2 de acuerdo con la presente invencién). Un anticuerpo "esencialmente puro" se
refiere a una composicion que comprende al menos alrededor de un 90 % en peso del anticuerpo, en base al peso
total de la composicion, preferiblemente al menos alrededor del 95 % en peso. Un anticuerpo "esencialmente
homogéneo" se refiere a una composicion que comprende al menos alrededor de un 99 % en peso del anticuerpo, en
base al peso total de la composicion.

La invencion se entendera mas completamente en referencia a los siguientes Ejemplos.

Los Ejemplos son ilustrados adicionalmente por las figures anexas, que muestran los siguientes resultados
experimentales:

Fig. 1 Estabilidad de las formulaciones de A a F (véase la Tabla 1 a continuacion) tras 8 semanas con respecto a
las especies de bajo peso molecular (BPM) detectadas mediante HPLC de exclusién por tamafio. Como se muestra
en esta figura las formulaciones de PS20 A, C y E mostraron una estabilidad ligeramente mejor que las
formulaciones de PS80 B, D y F tras el almacenamiento a 30 °C.

Fig. 2 Estabilidad de las formulaciones de A a F (véase la Tabla 1 a continuacidn) tras 8 semanas con respecto a
las especies de elevado peso molecular (APM) detectadas mediante HPLC de exclusion por tamafio. Como se
muestra en esta figura las formulaciones A y B que contienen trehalosa sin adicion de cloruro sédico muestran un
incremento menor de APM tras 8 semanas de tiempo de almacenamiento.

Fig. 3 Estabilidad tras 8 semanas con respecto a la turbidez. Como se muestra en esta figura, las formulaciones
que contienen trehalosa A y B muestran una menor turbidez; mientras las formulaciones de C a F que contienen
NaCl muestran una turbidez mucho mayor. Las formulaciones E y F que contienen tanto trehalosa como NaCl
mostraron una turbidez intermedia. No se observé un aumento significativo tras el almacenamiento durante 8
semanas.

Fig. 4 Viscosidad de las formulaciones liquidas de A a F (véase Tabla 1 a continuaciéon) medida utilizando un
viscosimetro de cono y placa a temperatura ambiente. Todas las formulaciones estan dentro del rango de baja
viscosidad que permite la inyeccién subcutanea.

Ejemplos

Las formulaciones anti-HER2 para la administracién subcutanea de acuerdo con la invencion se desarrollaron en base

a los resultados experimentales que se proporcionan a continuacion utilizando los métodos generales preparativos y
analiticos y los ensayos que se indican como se describe a continuacion.
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A) Preparacion de los componentes para la formulacién

El trastuzumab se fabrica mediante técnicas generalmente conocidas de la produccion de proteinas recombinantes.
Una linea de células de ovario de hamster chino (CHO) disefiada mediante ingenieria genética preparada como se
describe en la PE-B-590058 se expande en un cultivo celular a partir de un banco de células originales. El anticuerpo
monoclonal trastuzumab se recoge del fluido del cultivo celular y se purifica utilizando una cromatografia de afinidad
con proteina A inmovilizada, cromatografia de intercambio de cationes (por ejemplo SP-Sepharose FF), un paso de
filtracion para eliminar las contaminaciones virales (por ejemplo una membrana de PVDF (comercializada por Milipore
bajo el nombre de filtros Viresolve), seguido de una cromatografia de intercambio anionico (por ejemplo Q-Sepharose
FF) y un paso de ultrafiltracion/ diafiltracion. Para preparar las formulaciones de acuerdo con estos ejemplos se
proporcion6 Trastuzumab a una concentracion de aproximadamente 100 mg/ml en un tampdn histidina 20 mM a un
pH de aproximadamente 6,0.

El rHUPH20 se fabrica mediante técnicas generalmente conocidas para la produccién de proteinas recombinantes. El
proceso empieza con la descongelacion de las células a partir de un banco de células de trabajo (WCB) o banco de
células de originales (MCB) y su expansion mediante cultivo celular en una serie de frascos de agitacién seguido de
la expansion en un biorreactor. Tras la finalizacion de la fase de produccién, el liquido de cultivo celular se clarifica
mediante filtracion, y entonces se trata con solvente/detergente para inactivar los virus. La proteina se purifica
entonces mediante una serie de procesos de cromatografia en columna para eliminar las impurezas del proceso y las
relacionadas con el producto. Se realiza un paso de filtracion viral, y entonces el producto filtrado se concentra, y se
formula en el tampdn final: 10 mg/ml rHuPH20 en tampdn L-histidina/HCI 20 mM, pH 6,5, NaCl 130 mM, polisorbato
80 al 0,05 % (p/v). El producto rHUPH20 se almacena a continuacion a -70 °C.

El resto de excipientes de la formulaciéon de acuerdo con la presente invencidon son ampliamente utilizados en la
practica y son conocidos para el experto en la materia. No existe por lo tanto la necesidad de explicarlos en detalle.

Las formulaciones de producto farmacolégico liquidas para su administraciéon subcutanea de acuerdo con la invencion
se desarrollaron como sigue:

Ejemplo 1: Preparacion de las formulaciones liquidas

Para la preparacion de las formulaciones liquidas de Trastuzumab se intercambié el tampén con un tampdn de
diafiltracién que contiene la composicidon de tampodn anticipada y cuando era necesario, se concentr6 mediante
diafiltracién hasta una concentracién de anticuerpo de aproximadamente 150 mg/ml. Tras completar la operacion de
diafiltracién, los excipientes (por ejemplo trehalosa, rHUPH20) se afiadieron como soluciones de reserva a la solucion
de anticuerpo. El tensioactivo se afiadié entonces como una solucién de reserva concentrado de 50 a 200 veces.
Finalmente la concentracion de proteina se ajusté con un tampén hasta la concentracion final de Trastuzumab de
alrededor de 110 mg/ml, 120 mg/ml o 130 mg/ml como se especifica en las formulaciones particulares en detalle a
continuacion.

Todas las formulaciones se filtraron para su esterilidad a través de un filtro de 0,22 ym de baja unién a proteina y se
introdujeron de forma aséptica en viales de vidrio estériles de 6 ml tapados con obturadores de goma recubiertos de
ETFE (copolimero de etileno y tetrafluoroetileno) y tapones de alucrimp. El volumen de dosificado fue de
aproximadamente 3,0 ml. Estas formulaciones se almacenaron a diferentes condiciones climaticas (5 °C, 25 °Cy 30 °C)
durante diferentes intervalos de tiempo y se estresaron mediante métodos de estrés por agitacion (1 semana a una
frecuencia de agitacion de 200 min-1 a 5 °C y 25 °C) y de estrés por congelacion-descongelacion. Las muestras se
analizaron antes y después de realizar las pruebas de estrés mediante los siguientes métodos analiticos:

1) espectrofotometria UV;

2) cromatografia de exclusién por tamario (SEC);
3) cromatografia de intercambio i6nico (IEC);

4) turbidez de la solucion;

5) presencia de particulas visibles; y

6) actividad rHuPH20.

La espectroscopia UV, utilizada para la determinacion del contenido de proteina, se realizé en un espectrofotémetro
UV Perkin Elmer A35 en un rango de longitudes de onda entre 240 nm y 400 nm. La muestras de proteina pura se
diluyeron hasta aproximadamente 0,5 mg/ml con la correspondiente formulacién de tampén. La concentracion de
proteina se calcul6 de acuerdo con la ecuacion 1.

A(280) — A(320) x dil. factor

g<cm% g>>< d(cm)

Ecuacién 1: Contenido de proteina =
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La absorcién de luz UV a 280 nm se corrigio de la dispersion de la luz a 320 nm y se multiplico por el factor de dilucion,
que se determind a partir de las masas pesadas y las densidades de la muestra pura y del tampdn de dilucién. El
numerador se dividid por el producto de la longitud de paso de la cubeta d y el coeficiente de extincion molar €.

La cromatografia de exclusién por tamario (SEC) se utilizé para detectar especies solubles de elevado peso molecular
(agregados) y productos de hidrdlisis de bajo peso molecular (BPM) en las formulaciones. El método se realizd en un
instrumento de HPLC Waters Alliance 2695 con un detector de absorbancia dual Waters W2487 y equipado con 2
columnas en fila de 4,6 x 300 mm TosoHaas TSK Gel SuperSW3000. EI mondmero intacto, los agregados y los de
productos de hidrdlisis se separaron mediante un perfil de elucién isocratico, utilizando como fase movil fosfato sédico
50 mM, perclorato sédico 420 mM, pH 7,0, y se detectaron a una longitud de onda de 280 nm.

La cromatografia de intercambio i6nico (IEC) se realizd para detectar los productos de degradacion quimica que
alteran la carga neta del Trastuzumab en las formulaciones. Para este propdsito el Trastuzumab se digirié con
carboxipeptidasa B. El método utilizé un instrumento de HPLC adecuado equipado con un detector UV (deteccion con
longitud de onda a 214 nm) y una columna de intercambio de cationes analitica Dionex ProPac™ WCX-10 (4 x 250
mm). Se utilizé como fase mévil A y B tampoén de fosfato sédico 10 mM pH 7,5 en H20 y tampén de fosfato sédico 10
mM pH 7,5 y NaCl 100 mM, respectivamente, con una tasa de flujo de 0,8 mil/min.

Para la determinacion de la turbidez, se midioé la opalescencia en FTU (unidades de turbidez) utilizando un turbidimetro
HACH 2100AN a temperatura ambiente.

Se analizé la presencia de particulas visibles en las muestras utilizando un instrumento de inspeccion visual
Seidenader V90-T.

Se utilizé como ensayo de actividad un ensayo in vitro enzimatico del rHUPH20 como hialuronidasa. El ensayo se basa
en la formaciéon de un precipitado insoluble cuando el hialuronano (hialuronato sédico) se une a un precipitante
catiénico. La actividad de la enzima se midié incubando rHuPH20 con sustrato de hialuronano y luego precipitando el
hialuronano no digerido con albumina sérica acidificada (de suero equino). La turbidez se midié a una longitud de onda
de 640 nm y el descenso de la turbidez resultante de la actividad enzimdtica en el sustrato de hialuronano es una
medida de la actividad enzimatica. El procedimiento se realiza utilizando una curva patréon generada con diluciones de
un patrén de referencia para el ensayo de rHUPH20, y la actividad de la muestra se obtiene a partir de esta curva.

Se realizaron experimentos adicionales que incluyen las siguientes variaciones:

- variaciones del pH de alrededor de aproximadamente 5,0 a aproximadamente 6,0

- variaciones del contenido de proteina de alrededor de aproximadamente 110 mg/ml a aproximadamente 130 mg/ml
- variaciones del tensioactivo de aproximadamente 0,02 % a aproximadamente 0,06 %

- variaciones del estabilizante (metionina) de alrededor de 5 mM a alrededor de 15 mM

Las composiciones y los resultados de las pruebas de estabilidad de las formulaciones de producto farmacolégico
liquido anti-HER-2 (Formulaciones de A a X) se proporcionan en la Tabla 1 afiadida a continuacion en la que se utilizan
las siguientes abreviaturas:

ffp: = libre de particulas; effp: = esencialmente libre de particulas; wafp: = con algunas particulas;
F/T: = congelacion/ descongelacion; agit.: = agitacion; nd: = no determinado

Las formulaciones especificadas mas adelante muestran que es posible proporcionar formulaciones liquidas con
concentraciones elevadas de dos proteinas diferentes. Tales formulaciones pueden prepararse con mayor facilidad y
un coste inferior al de las formulaciones liofilizadas. Ademas tales formulaciones son mas faciles de manipular ya que
no es necesaria la redisolucién del producto final liofilizado (reconstitucion), esta listo para su uso. Se ha detectado
que las formulaciones especificadas en las Tablas 1, 3 y 4 también son adecuadas para la formulaciéon de
formulaciones farmacéuticas estables altamente concentradas de anticuerpos farmacéuticamente activos anti-HER2
que carecen de la enzima hialuronidasa. Por lo tanto, un aspecto de la presente invencién esta relacionado también
con las formulaciones que contienen los ingredientes especificados pero que carecen de la enzima hialuronidasa.

23



ES2948033 T3

pu dy S'y pu pu pu 80 8'86 v'0 pu seueuwss gg

pu dy €'s pu pu pu 8'0 8'86 G'0 pu Seuelwss |g 0.6
80G¢El dy L's L Sl 09 60 £'86 v'0 601 seuelss g
cesel dy G's pu pu pu 60 £'86 v'0 pu (sop g) 1/4

06€6 dy z's cl cl 3¢] 80 £'86 v'0 pu euelwss | 0. STHBY
oesel dy z's pu pu pu 60 £'86 v'0 pu euelwss | 0. Suby
gecel dy vy oL Sl 6S L0 6'86 ] b [B1o1U] £

%) (%) (
o | e, | ot | v | 18 | e | e [omiBion | wiv |y, |ossuseur | ovsusmmmue

001UQ! 0IqWIEAIBIUI 8P OTdH

oyeuwe} Jod ugIsn|oxa p O1dH

euluoljaW ‘W OLZ epejelpiylp esojeysi-n'

IW/N 000°ZL 0ZHANHI "% 900 0

D ‘G's Hd W 0g |DH/EUIPASIY-T ‘|w/Bw gZ| gewnznisel] ap ugidisodwos eun uod epinbj| uoe|nwio} BUN

g ojequosijod 'Ww 01
$9 g UQIoB|NLWLIOS B

pu dy §'s 4 9 33 6'C £'96 8'0 101 seuewss |z o
¥62EL dy 'y 4 9 Sy 9'l 8'/6 9'0 S0l seueuwses g ’
8veT) dy 8'c ve L 33 L'z z'.6 L'0 pu seuewss 9¢
9.6€1 dy z's 4 L (44 L' L'16 9'0 pu SEuBWas |z 0. 5C
9/1ZL dy L'y 6l 8 €S Z' €'86 5’0 901 Seuewss g
€19zl dy 8'c 4 L 6S 8'0 L'86 ¥'0 pu Seuewas g¢
0v6bL dy €'s L 43 z9 8'0 1'86 v'0 pu Seuewss |z 2. §
yOZEL dy 8'y L Sl 09 Ll 5'86 v'0 S0l Seuewss g
855TL dye 0'9 pu pu pu 6'0 1'86 ¥'0 pu (sopoio g) 4
€50Z1 dy L's zl 1 09 6'0 1'86 ¥'0 pu euBWas | 0. SZIBY
SLIEL dy z's pu pu pu 6'0 1'86 v'0 pu euewWwas | 2. § 1Y
eLoel dy 0's 0l Sl 09 L'0 6'86 ¥'0 Ll etolu| "

(%) .
mzﬁ“_u_uwm,u_s,q mwmm__w_ma Nﬂwm_ﬂr qﬁwwwa _ﬂwr _mmw,_ua %n\_om_ em_mc\wwoz _,w,_o.uw | M_W_M%Mwwo ozwwﬁﬂﬂmwﬂs_m Suw_.ﬁﬂ_wmmﬁ_m

001Ul 0IqUIEDIRIU BP OTdH

oueue} Jod ugisnjoxe ap J1dH

IW/N 00021 0ZHANH! % #0°0 0Z o3eqJosijod "W 0L
euluonaW 'WW QLZ epejelpiyip esojeyan-n'o ‘'s Hd W 0Z 1DH/eUIpSIY-T ‘|w/Bw 0z gewnznisel] ap ugioisodwiod eun uod epinbj| UQIOBINLLIO) BUN S8\ UQIDBINWIOS B

UQIOUBAUI B}S8 U0 OpJande ap ZyJH-Kue opinbj| 0o16g|0oeLLLIg) 0}onpold ep S8UOIOBINWLIO SE| @p pepl|iqelsa ap sojep A ugrisodwo) ;| e|qel

24



ES2948033 T3

pu dy L'sg 62 8 4> 9T £'06 Zl Gzl seuewss Lz
1s/2L dy 0'ez Gz 8 ob 9'l 9'/6 8'0 Gzl seuewss g bt
820zl dy L'se Le 6 4> L'z 0'/6 0'l pu Seuewas g¢
ziBhL dy £'ve e 6 r47 9l G'L6 6'0 pu seuewss Lz 0. 52
8e0el dy 0'sz 8l 6 S el 0'86 1'0 szl Seuewss g
gLzel dy £'og zL 4! 65 8'0 9'86 9'0 pu seuewss gg
60YSL dy 9'cz 6 £l 29 o't ¥'86 9'0 pu seuewss Lz 2.6
govzlL dy b'se Ll Gl 09 8'0 1'86 G'0 ozl seuewss g
9/szl dy 8've pu pu pu 60 9'86 S'0 pu (sopmo g) 1/
602zl dy g'se Ll 4! 09 60 5'86 G'0 pu Buewss | 2. ST HBY
gzLel dy 0'9z pu pu pu 60 9'86 S'0 pu BUBWSS | 2. G UbY
GSeTL dy Z've ol Sl 6S L0 8'86 G'0 6zl IR =
(lwyn) S3|qISIA (nL3) (%) (%) _mn__ﬁ_mwrw_a (%) (%) (%) (w/Buw) ojusiweuasew|e ojusiweusoew|e

3H pepianoy | seinopieq | zepiqing | T ooa | b 0dld ACI T e e cwuﬁﬁ%owwo ap odwel | ap UQIIPUOD

031UQl olquiedlaul 3p J1dH

ouewe) Jod ugisnjoxa ap 91dH

IW/N 00021 0ZHANH! "% #0'0 0Z oyeqJosijod
NW 0L BUUOAW ‘W OEL 021POS 0JnJojo ‘GG Hd W 0Z TOH/EUIPISIY-T w/Buw 0z qeunznisel | ep Ugpisodulod eun uod epinbj| UgIDEINWIO) BUN S8 O UQIOB|NWIOS B
pu dy £'s pu pu pu 6'C Z'96 6'0 201 seuewss g _—
rBEEL dy 8'y oz 9 14 L'l 1'16 9'0 601 seuewss g ’
pu dy g's pu pu pu 12 L'/6 8'0 pu seuewss 9¢
pu dys z's pu pu pu 8'l 9'/6 2'0 pu seuewas |z 0. 62
pu dy 9'y 6l 8 €5 €'l z'86 S'0 601 SeuewWwas g
% | @ | ellg | @ (%) 00 | (usw)
(luyn) $9|qISIA (nLd) b 001d | 00ld e Wdg 0JALIOUOH NdY eusa10.d op ojusiweusoewle | ojusiLEUSOBWIE
3H pepiAdy | sejnolued zepigin o%d UQIEISOU0D op odwal] ap uglolpuo)

031UQl olquiedlajul ap J1dH

ouewe) Jod ugisnjoxs ap 91dH

IW/N 00021 0ZHANH "% 90°0 08 03eq.osijod Ww Ol

BUlUONBW ‘W 0LZ BPEIRIPIYIP BSO|RYR-0'D ‘G's HA W 0Z IDH/BUIPNSIY-T ‘Jw/Bw 0Z | qewnznisel] ap ugloisodwod eun uod epinbj| UQIOBINLLLIO) BUN S8 g UQIOBINULIOH BT

(uoloenuIuo9)

25



ES2948033 T3

vIETL dye g'al pu pu pu 6'0 9'86 S0 pu SO § 4
€6/Z1 dye z'L L Al 09 o'l G'86 S'0 pu euewss | 0. ST WbV
g0zl dy A pu pu pu 6'0 9'86 S0 pu euewes | 2. GHbyY
GIPEL dy 9'gl oL Gl 65 2'0 6'86 ¥'o 8zl [eroy| =
(%)

(%) (%) (%) (%) (%) (IwyBui)

(lwyn) S9|qISIA (n14) b 001d | 00ld lediound Ndsg 0JaLIOUOI Ndv eusioid op ojusiWweusoewe | ojusiweuscewl|e
3H PEPIAROY | SendjUEed zaplqny o9d UOIBIIUBOUO ap odwiel| ap UQIIPUOD
021UQI OIqUWIBDIBIUI 3P DdH ouewe) Jod ugIsn|oxs ap J1dH OloB] 2

0InJojo ‘WW SOl epejelpiylp esojeyal}-n'o

IWw/N 00021 0ZHANH "% #0'0 0Z o¥eqlosijod ‘W Q| eulu
‘G's Hd AW 0Z [DH/eUIPESIY-T w/Buw 0z gewnznisel] ap uolnisodwod eun uod epinb

ONBW "W Gg 03IPYS

1] UQIDEINLUIOY BUN $8 T UQIDBINWIOS BT

pu dys ve pu pu pu 9'c 1'96 el Gcl SeuBWwssS Lg
cglel dy L'ee Ge 8 =174 Ll S'/6 60 vel Seuewss g HalE

pu dy o'z pu pu pu L'2 g2'06 Ll pu Seueliss 9¢

pu dy S've pu pu pu gL £'/6 60 pu SBuUewss g D. GC
L9921 dy ¥'ee gl 6 ¥S Z'l 1'86 L0 Gcl seuewss g

pu dy L'eg pu pu pu g'0 9'86 90 pu Seuelss 9¢

pu dy £'ve pu pu pu 0L 5'86 a0 pu Seuewss Lg 0.6
8eceEL dy o'se Ll Gl 09 8'0 .'86 S0 Gcl Seuewss g
ao6LlL dye 8've pu pu pu 60 9'86 S0 pu (sopio g) 1/4
| 1E8 dye ¥'se Ll cl 09 60 S'86 90 pu EBUBWSS | 2, 62 N6y
Locel dys L'vZ pu pu pu 60 9'86 S0 pu EBuewss | 2. §HbBY
8161 dy L'6Z oL Gl B6S 1'0 6'86 ¥'0 8clL [eloiy| -

%) : :
B I B T T I R e R B R e e

031uQl olquiedtal 8p JdH

ouewle) Jod ugisnjoxa ap D1dH

ugloellusduo)d

IW/N 00021 0ZHdNH! ‘% 90°0 08 oyeqJosijod
WW QL BUUORBW ‘AW OS] 02IPOS 0JNIOJD ‘G'g HA W 0z [DH/EUIPHSIY-T ‘lw/Bw 0z gewnznisel] ap ugioisodwod eun uod epinbij UQIOBINWILIOL BUN S8 (] UQIDBINWIOS BT

(uoloenuiuog)

26



ES2948033 T3

pu dy £'8l pu pu pu Ve 6'96 0’ pu seuewes g¢

pu dy p'ol pu pu pu L b'26 6'0 pu seuewss |z . §2
05€l dy bl 8l 6 €5 zl 1'86 .'0 szl seuewes g

pu dy Z'L pu pu pu 8'0 1'86 9'0 pU seuewes gg

pu dy 9'ol pu pu pu 60 9'86 9'0 pu SEUBWRS |7 26

pu dy s'ol m Sl 09 8'0 1'86 5’0 szl seuewes g
6911 dy 5'sl pu pu pu 8'0 1'86 5’0 pU S0P G 14
9.6 dy 8'sl m z 09 60 9'86 5’0 pu BUBLIGS | 2. Sz HbY
88Lel dy 0'9l pU pu pu 60 9'86 5’0 pu BUBLUGS | 3. 5 HBY
690€ 1 dye L'9l ol sl 65 ' 6'86 v'0 Tl lero| -
(lwy/n) S8|qISIA (nL4) vﬁwwwn_ _,_wa_vn_ _mhw_.w_.a c_m._wum_ Ew.mww_oﬁ q_m_a%q :E...m.m& ojusiWieusoeLL|e ojus|Wweusoew|e

3H pepinY | senomied | zepiqing , : 0dld : cw_uwﬁ_momwo op odwsl] op UQIIPUOD

03IUQ! olqwieadlaiul ap O1dH

ouewe} Jod UoIsnjoxe ap D1dH

0Jnioj ‘W SOl epejelplylp esojeyal-n'o

IWw/N 000°¢L 0ZHdNH! "% 90'0 08 ojeqJosijod ‘WW Q| eulu
‘§'G HA W 0Z |DH/eUIpESIY-T jw/Bw ozl gewnznisel] op uoinisodwiod eun Uoo epinbi| ugioB|NWIO) BUN

ofdW WU 69 00IPOS

$8 4 UgloeNWLIOS BT

pu dy v'LL ve 8 (4 9c €'06 [y £Cl Seuewss |¢ 5. 06
SvLLlL dy L'st gc 8 St G't L'16 8'0 vel Seuewss g
8cocl dy v'LL ce 6 (4 (4 0'26 60 pu Seuewss gg
0ELpl dy z'6l 6¢ 8 134 L'l G'/6 8'0 pu Seuelss |¢ Q. GC

pu dy v'sl 8l 6 €9 z' 1'86 L'0 gcl Seuewss g
Leeel dy g'ol cl cl 69 8'0 1'e6 S0 pu seuelss gg
968Y1 dy v'ol Ll €l 19 6'0 9'e6 S'0 pu Seuewss Lg .G
980¢! dy 6ol Ll Sl 09 8'0 1'e6 S0 gcl Seuewss g

(%)
S | e, | i, | v | 15 | | o oo | v | iy || o

03IUQ! olqwiedtajul ap J1dH

ouewe} Jod UQIsn|oxe ap D1dH

uoIoRUBIUOD

W/ 000ZL 0ZHANH! ‘% #0'0 0Z o¥eqJosiiod ‘W QL BuluOBW ‘W G9 02IPYS
0JnJIojo ‘W SOl epejelpiyip esojeyalyp'o ‘§'s Hd AW 0Z [DH/eUIpESIY-T ‘|w/Bw 0ZL qewnznisel] ap ugioisodulod eun uod epinbil UgIoBINULIOL BUN S8 T UQIOB|NWLIO BT

(uoioenunuoa)

27



ES2948033 T3

(A/d) % G0°0 08 0leqlosijod ‘W 0L [DBN 'G'9 Hd ‘AW 0Z IOH BUIPHSIH/SIH U8 |w/bw 0 0ZHdNH!
:ugloisodwiod ajusinbis B| uod ugPNjos eun ap Jied e ugioosAul e| e sjuswelrsid OgH4NHI olpeue as A

dy 'y ze 9 6e bl 0'86 L' zzl seuewss 4z
dy 'y 77 9 €5 L'z z'16 9'0 1zl seuewss z| 0. 52
pu pu L ] 99 £'0> 5'66 5'0 pu seuewss {
pu pu 2z L €g 20 2'66 9'0 pu seuewss og
dy by Ll L 65 £'0> £'66 5’0 1zl seuewss pg ool
dy e'y L 8 99 £'0> b'66 5’0 1zl seuewss z|
pu pu L 0l 0L pu 9'66 b0 pu seuewssy
pu pu oL 8 L9 1'0 5'66 §'0 pu seuewss o¢
dy L'y 6 6 89 pu 5'66 $'0 1L seuewss yz s
dy 8'y ] 0l 0L €'0> 9'66 0 8Ll seuewss z| ’
pu pu L L 09 pu 9'66 €'0 pu seuewss {
dy 'y L Ll L. pu 1'66 €'0 el [ero| -
% | () (9%) (%) (%) (%)
S3(qISIA Sse|nojed N%__.H_LF p0dold | 1 0dld ,mw_mrn_"a WNdg | osewouow | WY ) w_mmwmmwo Ecw“_uc%cmwﬂ&_m Eww_uc%_h_www.m_m
091UQ| OIqUIBDIBUI 8P DTdH ouewe) Jod ugIsn|oxe ep D1dH L
"% p0'0 0Z 0jeqiosiiod WW 0}
BUILOIBW ‘W OLZ EpElEIpIYIp BSO[BYSI-D'D ‘§'s HA W OZ [DH/BUIPNSIU-T ‘|w/Bw 0z gewnznisel] ap ugpisodwos eun uoo epinbi| UQIORINLLIO) BUN S8 £ UQIDBINWLIOS BT
pu dy L'ol pu pu pu 62 9'66 8'L £zl seuewss 1z o o8
09811 dy z'al sz 8 S L'l 5'/6 8'0 vzl Seuewss g ’
0
(1wyn) S3|qISIA (nLd) Awww ﬂwww 6%_%_.“_5 (%) ohm_m\wﬁo (9%) (jw/Bu) ojusiweuadew|e ojusiweusoewl|e
3H pepiny | semojued | zepiany | T oo9 |+ 09id W48 poei | BV | EUemaidep op odwer | ap UQKIPUOD
0921UQ| OIqUIBDIBUI 8P DTdH ouewe] Jod ugIsn|oxe ep D1dH e

|W/N 000°ZL 0ZHANH! ‘% 90'0 08 0leqtosiiod ‘YW 0| euluoRaw ‘W G9 00IpOS
0JnIop ‘W GOL epejelpiyip esojeyai-o'o ‘'s's Hd AW 0Z 1DH/BUIPISIY-T ‘lw/Bw 0z qewnzniseld] ap uonisodwod eun uod epinbj| UQIOBINLIOL BUN S8 4 UQIOBINWLIO BT

(uoloenuiuoo)

28



ES2948033 T3

1052 dy G'y l A 89 .'0 9'86 8'0 pu (sopro g) 1/4
vell dy L'y 8 L 19 L'0 9'86 8'0 pu BUBLWISS | 2, GZ Wby
2l dy L's l zl 89 L'0 9'86 8'0 pu BUBLIDS | 0. § Wby
8v6l dye L'y . zL 69 L'0 G'86 8'0 (A [eroiu| -
% | 6 | edmg | ) (%) (%) (uy/bu)
(lwyn) s8|qIsIA (nL1d) b 091d | 00Id o Wdg 0JOWQUO WY eusa10.d ap ojusiWeusoBWIE | OjuslWEUSIEW|R
3H pepiay | senojped zepiginy Id UOIELUBUOD op odwel] 8p UgIIpuoD
021UQI oIquUIBIaIUI 3P D1dH oueule; Jod ugIsn|oxa ap O1dH %

G euluoiBW ‘I

IW/N 000°Z 0ZHANHA "% 20

0 0Z ojeqiosijod "Ww

Ww Lz epejelpiylp esojeyan-n'oc ‘0‘o Hd WWw 0z IDH/euUIpnSIY-T ‘jwy/Bw gL L gewnznisel| ap ugioisodwod eun uod epinbj| UQIOBINWLIOL BUN SO | UQIOB|NWLLIOS BT

pu dy L'y se S 8¢ 6'G G'C6 o'l LLL seuewss gl 5. Ob

pu dy L'y oe ) Le S'y L'v6 vl pu seuewss g ’

pu pu pu pu pu pu pu pu pu pu seuelss g¢
6.0¢C dy 8'c 0c 14 0s G'L 8'.6 L0 LI seuewiss gl Q. §C
1681 dy L'y Sl g LS 0'L £'86 L0 pu seuewiss g

pu pu pu pu pu pu pu pu pu pu seuelss g¢
061 dy 6'c 6 o]} 99 L'0 1'86 9'0 oLt seuewss gl 0.6
geee dy 0'y 8 /13 69 8'o 8'86 90 pu Seuewiass g
291¢ dy 8'c 9 cl 89 L0 L'86 L0 pu SOPId G 1/4

pu dy 8'c L oL 89 L'0 9'86 L'0 pu euewss | 0. G2HbY
o0ve dy 6'¢ 9 cl 89 L'0 L'86 90 pu euewss | 0. §NbY
1802 dy 6'c 9 Zl 69 8'0 L'86 90 LLL [B1ou] -

(%)
(%) (%) (%) (%) (%) (lw/Buu)
(lw/n) S3|qISIA (nLd) ledioupd ojusiweusoew|e ojusiuleusoew|e
3H pepinpy | semopied | zepiging | Voo | H 09l efl | SeERE ) WeN | suejokdep op odwel | op UOKIPUOD

091UQI OIqWIEAIRYI 8P OTdH

oyewwe) Jod ugisnjoxe ap J1dH

uQIoBIJUSOUOD

IW/N 0002 0ZHANH! "% 20'0 02 o¥equosijod ‘Ww G

BUlUORSW ‘AW QL Z EPEJRIPIYIP BSO|BYSL-0'D ‘0'S HA INW 0Z IDH/eUIPISIY-T ‘Ju/Bul gL L gewnznijsel] ap ugisodwod eun uod epinbj| UQIOBINLLIO) BUN S8 H UOIDE|NWIOH B

(uoloenunuoo)

29



ES2948033 T3

pu pu pu pu pu pu pu pu pu pu SBUBLUSS 9g
L6cc dy o'y 0c ¥ 0§ ¥l 6'/6 L'0 Ll seuewss g| 0. 6C
LEBL dy 0'v Gl S ag o'l £'86 L'0 pu Seuewas g
pu pu pu pu pu pu pu pu pu pu Seuewss 9¢
FA%TA dy 6'c 6 oL 99 8'0 9'86 9'0 LLL seuewss gL 2.6
£9¢¢C dy L'y 8 oL 89 9'0 8'86 9'0 pu SeuBWwDs g
9see dy L€ 9 cl 89 L0 L'86 L0 pu (sojoo ) 1/4
£661 dye 0'v L oL 89 8'0 9'86 9'0 pu Buelwss | 0. SZ 1By
8¢se dye e'y 9 cl 89 2'0 9'86 9'0 pu euellss | 2. G Wby
86LC dy L'E 9 cl 69 L'0 1'86 9’0 LLL [e1olu] -
(lwyn) S9|qISIA (NLd) (%) (%) _mh_ﬂ%w_.a (%) (%) (%) (lw/bw) ojusiweuadew|e ojusiweusoewe
3H pepipoy | semoped | zepiging | 7o | bO%d 0dld shasimlil Mg il :M“_Mﬁ_%mmo op odwol] op UgLIPUOD

031uQl olquiedtsiul sp J1dH

ouewe} Jod ugIsnjoxe ap D1dH

G BUlUOlBW ‘I

W 0L g epejeIplyip esojeyslj-o' ‘0's HA W 0Z |QH/eUIPRSIY-T jwyBuw 0| | gewnznisel| sp uoisod

IW/N 000 OZHANHI "% 90°
W02 BUN UOD BPINbI| UQIOBINWLIOS BUN SB [ UQIDE|NWLOS &

0 0z o1eqiosiiod ‘W

pu dy L's ze 6 0z o 6'c6 6'l r4n8 Seuewss g| 5.0k

pu dy 0's oz 6 oz L'e £'G6 9'l pu seuewss g ‘

pu pu pu pu pu pu pu pu pu pu SeuBWwas 9¢
IS12 dy 6'F Lz zl Gt z'L 8'/6 0'L LLL seuewss g| 2. 62
0L6L dye g8y 8l zl €5 o'l 1'86 6'0 pu seuewss g

pu pu pu pu pu pu pu pu pu pu SeUBWaS 9F
€02 dy L'y oL Ll g9 L'0 5'86 8'0 rANN seuewss g| 2.5
LLBL dy S'y 8 Ll 89 9'0 9'86 8'0 pu seuewss g

(%)
(%) (%) (%) (%) (%) (Jwy/Buw)
(lw/n) S3|qISIA (NnLd)  001d | 00ld lediound Nds 018WIOUO e eujs10id 9p ojusiweusoew|e ojusiweusoew|e
3H pepIAloY | senolped zeplquny 0% UOIOBAUBOUOD ap odwal| ap ugiIpuo)

001UQ! 0IqUIBDIBIU 3P OTdH

oyeuwe) Jod ugisnjoxs ap O1dH

Iw/n 000°2 0ZHdNH! ‘% 20'0 02 ojeqlosijod ‘w
G BUIUONRSUI ‘W 0L Z BPEIRIPIYIP BSOlBYaL-D'D '0'a HA W 0Z 1DH/euIpnsIy-T ‘ju/Bul gL L gewnznisel] ap uoioisodwod eun uoo epinbi| UQIOBINWIOL BUN S8 | UQIDE|NLWIOS BT

(uoloenunuos)

30



ES2948033 T3

(lw/n)
3H peplAoY

sa[qisia
se|nojued

(n1d)
zopiquny

(%)
¥ 001d

(%)
| 00Id

(%)
|ediound
02ld

(%)
Ndg

(%)

0JaWQUO

(%)
NV

02IUQ! olquiedlaul ap J1dH

ouelwe) Jod UgIsn|oxa ap O1dH

(Iwy/Bu)
eujajoid ap
UQIOBIUBOUDD

ojusiweuadew|e
ap odwsal]

ojusiweussEW|E
9p UQKIPUOD

euluOnRaW ‘W OLZ epelelplyip BSojeyal}-n’

‘IW/N 000°C 0ZHANHI % 200 0

0 ‘0's Hd NW 0Z [DH/eUIpSIY-T ‘jw/Bw g1 | qewnznisel] ap ugpisodwod eun uod epinbi| UQIDBINWIO) BUN

¢ ojequosijod ‘W G|
S8 7 uoloe|nwlIoS B

pu dy z'9 [#4 8 8¢ €'y 6'c6 6'l cll seuewss gL 2. OF

pu dy z's oz oL 9z L' b's6 q'l pu seuewsos g ’

pu pu pu pu pu pu pu pu pu pu SeuBWaS gg
LL6L dy L'y (¥4 cl o Z'l 6'L6 0'L A" seuewss gl 0. G¢
€981 dy Sy 8l cl €9 8'0 £'86 60 pu Seuewss g

pu pu pu pu pu pu pu pu pu pu Seuewas gg
09ce dy Z's 6 43 S9 L'0 G'g6 80 chl seuewss gl 2.5
ceLe dy S'y 8 cl 89 L'0 G'g6 80 pu seuewss g
glee dy 8'y L Lk 69 L'0 9'86 80 pu (sofo0 G) 1/4
602 dye o'y 8 Ll 19 L'0 G'g6 80 pu Buewss | D0 ST HBY
0892 dy 0's L cl 89 L'0 9'86 8'0 pu Buewss | Do G HBY
8522 dy L'y L Zl 69 L0 9'86 80 Ll [Blolu] -

(%)
(lwyn) Sa|qIsiA (nLd) vﬁw\wwn_ vmwwa lediound __M,WM"W_ Em_m._@wwoz _‘M_@MW (jyBuy oOjusilieUBoRW|E | OjuBIWBUBORW|E
Al I 1gin i i 0dld i Elfgipid 6p d 191
JH PEPIAIRY | SENJIUEd Zeplgin UOIDBUBOUOD ap odwsl] 8p ugIIpuoD

001UQ! OlqWEdIBUI 3P O1dH

ouewe) Jod ugisnjoxa ap O1dH

G BUlUOBW ‘|

W OLZ epejeIpIyip Bsojeyali-n'o '0'g Hd WWw 0z 1IDH/eUIPhSIY-T ‘Jwy/Bw g1 | qewnznisel] ap ugipisodwods eun uod epin

IW/N 000°C 0ZHANHA "% 90'

b1 uoioeINWIO) BUN

0 02 ojeqlosijod ‘K
S8 M UQIOB|NWIOS B

pu dy Z'y 1> S lC 0'9 ¥'26 o'l LIl seuewss ¢| 5. OV
pu dy 'y Se € o€ Z'y S'v6 o pu Seuewss g ‘
(%) 0 | paohg | 0 (%) (%) e
(lw/n) S3|qISIA (NnL3) 0019 | 091d 1oul ndg 0JBWQUON NdY euisyoid op ojusiweuaoew|e ojuslwieuadsew|e
JH PEPIARY | Se|ndjuEd Zspiginl 091d UOIORIUSIUOD ap odwai] ap ugIpuod

02IUQ! olquiedtsul 8p J71dH

ouewe) Jod ugisnjoxa ap O1dH

|W/N 000°Z 0ZHJNHI "% 90'0 0T oiequosijod ‘L
G BUIUOIBW 'NW OLZ EPEIBIPIYIP BSOBYal-DD ‘0'G HA INW 0Z IDH/eUIPESIY-T ‘Jw/Bul g | qewnzn)sel] ap ugioisodwlod eun uod epinbi| UgioeNWLIO) BUN S8 [ UQIDBINWIOL BT

(ugioenuiuod)

31



ES2948033 T3

pu pu pu pu pu pu pu pu pu pu seueLwas gg

8c0¢ dys 6't 6 Zl 99 20 9'86 80 LLL seuewiss g| 0.6

g8lc dy S'y 8 cl 89 L'0 9'86 1'0 pu seuewss g

€81z dy 9'v L 4 89 9'0 9'86 L0 pu (sopw g) /4

1991 dy 6'y 8 Ll 19 L'0 9'86 1'0 pu EBUEBUWISS | 2. G2 UBY

691¢ dy z's . cl 69 9'0 9'86 L0 pu EBUEBUWISS | 2. by

€0ce dye v'y A cl 69 1'0 9'86 1'0 oLl [e1o1U] -

W | @ | o | () (%) (%) (uy/bu)

(lwyn) $3|qISIA (nL3)  001d | 001d |edioull 48 0JOWOUON NdY euisj01d op ojusiuieusoEW|E ojusiweusoew|e

3H PepINPY | sendijed | zepiqing . . odd i UOIBLUSIUOD op odwsal | ap uoKIpuoY

02IUQ! oiquiedaiul 8p J71dH

ouewe} Jod ugIsnjoxa ap D1dH

BUILUONBW 'WW OLZ EpEleIpIyIp esoleyal}-b’

IW/N 000°C 0ZHANHA "% 200 0
D '0'9 Hd WW 0Z [DH/BUIPISIY-T ‘u/Bw g1 | gewnzn)sel] ap ugioisodwod eun uod epinbj| UQIOBINWIO) BUN S8 || UQIOB[NWIOS B

Z ojeqlosijod ‘Ww G|

pu dy z'y Ge v 8¢ 0'9 9'z6 Gl LLL seuewss g|

pu dy 6'c ve % Le S'y Z'v6 £l pu seuewss g 2 Q¥

pu pu pu pu pu pu pu pu pu pu seuellss gg
9012 dy 8'c 6l v 0S vl 6'/6 10 Lt seuewss z| 2. 62
6161 dy 8'c Gl S 95 0'l '86 L0 pu seuewss g

pu pu pu pu pu pu pu pu pu pu seuellss gg
1681 dy 8'c 8 ol 19 2'0 1'86 9'0 LLL seuewss z| 066
£92¢ dy 8'c / oL 89 9'0 8'86 9'0 pu seuewss g
GEVT dy 9'c i 4 89 8'0 G'86 2'0 pu (sop g) 4

pu dy L'y . oL 89 L'0 1'86 9'0 pu BUBLIDS | 2. G2 1By
vi52 dy L'y 9 4 69 2'0 1'86 9'0 pu BUBLIBS | 2. G 16y
L0€z dye G'e 9 zl 69 1'0 1'86 9'0 bLL [elou] .
(w/n) it (n1d) 021UQI olquIEdJalul 8P DTdH oueuwe} Jod ugIsn|oxe ap J1dH mh“w_u%%wu PSS e OjusiweusseUle

3H PePINRPY | SEINOjUEd zapigin . itk _ i UOIBUBOUOD op odwal | 8p ugIpUoD

IW/N 000°Z 0ZHANH! ‘% 200 0Z 03equosijod ‘AW G|
BUIUOIBW ‘W QZ EPEIRIpIYIp BSOjBYRIR'D Q'S HA INW 0Z [DH/BUIPISIY-T ‘jwy/Bw g | qewnznjsel] ap ugloisodwoo eun uod epinbi| UQIOB|NULIO) BUN S8 T UQIOBINWIOS B

(ugroenunuoo)

32



ES2948033 T3

pu dy S't =1 4 8¢ 09 5'Z6 S'L LLL seuewss g\

pu dy 0'v e 14 o€ 'y L'v6 £'l pu SEUEWSS g =

pu pu pu pu pu pu pu pu pu pu seuelwiss g¢
0S02 dy L't Bl 14 0S ¥l 6'/6 L'0 Ll seuewss g| D. G2
GlLec dy g'e Sl S FA] R 2'86 L'0 pu SEUEBWSS g

ﬂ:.._ ﬂ:.._ UC UC UC U_.._ UC U_.._ ﬂ:.._ UC SEUELLIZS @m
/€02 dye o' 8 oL 19 L0 8'86 9'0 LLL Seuelwss g\ DG
cole dy 6'€ / oL 69 L0 8'86 9'0 pu seuewlss g
YA 4 dy 0'v 9 cl 89 L0 1'86 L'0 pu (sojio g) 1/4
980¢e dy L'E A oL 89 8'0 9'86 9'0 pu euewas | 2, G2 UbY
6G9SC dye 0'v 9 cl 69 L0 9'86 9'0 pu euewss | . G by
oL¥e dys 8'e l zL 69 L'0 1'86 90 LLL [e1olu| -

(%) : = =
BN s s O T v | voma | PR | N8 | ciion | v | semntap ceiumiecaun | cesimnomige

00IUo! olquiedsaul 8p OdH

ouewle} Jod UgIsn|oxa ap O1dH

UQIOBIUSIUOD

euluOBW ‘AW OLZ EpelelpIYIp esojeyal}b'

IW/N 000°C 0ZHANH! "% 90°0 0

0 ‘0's Hd W 0Z [DH/eUIPISIU-T ‘w/Buwl g} | qewnznisel] ap ugioisoduwiod Bun Uod Bpinbi| ugioe|NuWLIo) BUN

Z olequosijod ‘Ww GL
S8 N UQIoB|NWIOS B

pu dy g's zz 8 1z z'v L6 ) Ll SeuewWwas Z| 5. ob

pu dy 'S oz ol oz g'e 0's6 'l pu seuewss g °

pu pu pu pu pu pu pu pu pu pu SBUBLWUSS 9F
o6l dy L'y 1z zL o 2l 0'86 6'0 Ll seuewes z| 2. 5T
0061 dy S'y 8l zL €5 LY 186 6'0 pu seuewss g

W | @ | el | @ (%) @ | (usw)
(lwy/n) S3|qISIA (NnL4) t 0014 | 091d 1oul Ndg 0ISLIOUON e eue10.d op ojusiweussew|e ojusiWeusdew|e
JH PepPY | seinojied | zepiqing 03d UoBEnLeoUsS op odwal | ap UQIIpUOY

001! 0IqIEDIBYUI 9P DTdH

oueuwey Jod ugIsnjoxa ap OdH

IW/N 000°C 0ZHANHA "% Z0°0 0 o¥eqlosijod "WW G
BUUONSW ‘W 0L Z Bpejelplylip BsSojBYaI-D'D ‘0'9 HA IWW 0Z IDH/BUIPISIY-T ‘jw/bw Q| | gewnznisel] ap ugioisodulod eun Uod BpInbi| UQIDEBINWLIO) BUN $3 |\ UQIDBINWIOS BT

(ugloenunuo9)

33



ES2948033 T3

6552 dy L't 9 zL 69 L'0 1'86 L'0 pu (sopw g) 4
pu dy 6'c i oL 89 L'0 9'86 L'0 pu BUBWSS | 2. ST UBY
82.2 dy v'e 9 zL 69 L'0 1'86 L'0 pu BUBWSS | 2. S HBY
Ge0z dy 8'c 9 zL 69 L'0 1'86 L'0 8zl [e11u] -
(%) o
sl | | o | v | e | "R | s [omdBun | Wy | aistidu | ovgpsemme | otoumecae

09JIUQl olquiedlajll 8p O1dH

ouewle} Jod UQISN|OX® op O1dH

uoloRUSOUOD

G euiuonaw ‘W

IW/N 000°2 0ZHdNH! "% 20’
W 0Lz epeleipiyip esoeya-n'o ‘0's Hd INW 0Z [DH/BUIPISIY-T '[w/Bw Og L gqewnznisel] ap ugisodwod eun uod epin

b1l ugioeNWIO} BUN

0 0z oyeqiosijod "Wui
S8 4 UoIEINWLIo B

pu dy (] cc 8 lc ey 0'v6 6'l cll seueuwss ¢g| .

pu dy Z's G¢ ol ac 6'C 9'G6 G'L pu seueuwss g :

pu pu pu pu pu pu pu pu pu pu seuewsas gg
glLeec dy 8'ty Le €l ot Z'L 6'/6 6'0 cll seueuwss g\ 0. §C
c00¢ dy 8'y 8l cl €9 6'0 Z'86 6'0 pu seueuwss g

pu pu pu pu pu pu pu pu pu pu seuewss gg
€061 dy 9'ty 6 cl 99 L'0 5'86 8'0 cll seueuwlss g\ D6
6¥0C dy 8'v 8 cl 89 9'0 1'86 10 pu seuelsss g
£€eee dys £y L cl 69 L'0 9'86 20 pu (sopro g) 1/4
é6le dye 6'y 8 L L9 L'0 5'86 2'0 pu EUBWSS | 0, GZ 16y
ay8l dy L't P cl 69 L'0 9'86 L'0 pu Eueulss | 2. G 1By
€5l dy G'y A cl 69 L'0 9'86 8'0 LLL [elaIuy] -

(%)
(lw/n) S9|qISIA (n.L3a) (%) (%) lediound (%) (%) (%) (Jw/Buw) ojuaiweusseLW e ojusiweusdew|e
¥ 0old } 09l Ndg OJswguoly NdY eujsjoid ap
IH PepARY | seinojped zapigin | i _ 03d i UOIDBUBUOD) ap odwsal | ap uopIpUoY

00IUQ! olquiedlajll 8p J71dH

ouewle} Jod UQISN|OX® 8p O1dH

IW/N 0002 0ZHANH! ‘% 80'0 0Z o¥eqJosijod ‘Ww G|
BUIUOIBU ‘AW 0L Z BPEjRIpIYIp BSOjBYal-0'D ‘0'g Hd W 0Z 1DH/BUIPhSIY-T ‘lw/Bw gL L qeuwnznisel] ap ugioisodulod eun uod epinbi| UQIOB|NWLIOL BUN $8 O UQIOBINULIOH BT

(uoioenunuoa)

34



ES2948033 T3

pu pu pu pu pu pu pu pu pu pu SeUBWaS 9g
161 dy 1Y ¥ L or L'y 86 Ll zel Seuewss z) 0,62
888l dy L' 8l zL bS m 8'/6 m pu seuewss g
pu pu pu pu pu pu pu pu pu pu seueulss g¢
1£61 dye 67 6 m 99 1’0 v'86 60 zel Seuewss z| 2.6
eIz dy L' 8 Z 89 90 9'86 60 pu seuewss g
16T dy 8y 9 Zl 69 90 5'86 80 pu (sopw g) /4
1811 dy 8'y 8 L .9 L'0 '86 60 pu BUBWSS | 2, 6ZHby
2T dy 'y . zL 69 20 5'86 80 pu euewas | . G by
60€Z dye e F L 69 10 5'86 80 Lel leroiu] -
(w/n) So[qISIA (NL3) vﬁwwwn_ _.nwww& _mh_@%h_a _‘M.Mum_ th”\wwo_z h%q :E..‘m_%u_ oJusIWEUSORWIE | OJuSIWEBUIIBW|E
3H pepapy | senolued | zepiginy j ; 09id i Looenusounn | 9P odwll ap UOIPUOD

001UQI OIqUIEOIBIUI 8P OTTdH

oueuwe} Jod ugisn|oxe ap O1dH

lW/N 0002 0ZHdNH! % 200
BUILONBW 'WW 0L Z EpeepIyIp BSOjBYa-0'0 ‘0'g HA INW 0Z 1DH/euIpnsIY-T ‘|wybBw 0S| gewnznisel| ap Uoinisodwod eun uod epinbi| ugioenwio) eun

0z oreqosiiod ‘Ww §
S8 P UQIoB|NWIOS B

pu dy S'y GE S 8C 6'S L'26 6l 6cl seuewss gl 2. Op
pu dy 6'c Gge ¥ LE 'y Z'v6 9'l pu seuewss g i
pu pu pu pu pu pu pu pu pu pu SeuBwss g¢
/881 dy £'y 6l 4 1S ¥l 8'/6 80 gcl seuewss gl . 6C
1602 dy s'e sl S LS 0'L z2'86 8'0 pu seuewss g
pu pu pu pu pu pu pu pu pu pu SeuBwWssS g¢
8/81 dy 8'e 6 Ll 19 1'0 1'86 90 6cl seuewss gl 0.6
1122 dy o' / oL 69 9'0 8'86 9'0 pu seuewss g
il (%) d
i | g | g | v | 1B | TR | whe [omiBun | Wy | eligep | oumeee | otumennu

02IUQ! oiquwiedisiul ep J71dH

ouewe} Jod ugisnjoxa ap D1dH

IW/N 000°Z 0ZHANHI '% 20'0 0Z oyeguosijod ‘pyw
G BUIUONBW ‘YW Qg BPEIRIPIYIP BSO[BYRII-D'D ‘'S HA INW 0Z IDH/euIpisIY-] ‘juw/Bw pgl qewnznjsel] op ugioisodwod eun uod epinbj| UQIDEINWLIO) BUN S8 d UQIOB|NWIIOS &

(ugloenunuoo)

35



ES2948033 T3

(lw/n)
3H PepnRY

sa|qIsIA
se|nojued

(n14)
zepiqunl

(%)
¥ 001d

(%)
| 091d

(%)
|ediouud
02ld

(%)
ndg

(%)

0J3LWIQUO

(%)
Wdv

00IUQI olquiedtajul 3p O1dH

oueuwe} Jod ugIsnjoxa ap O1dH

(lw/Bui)
eujajolid ap
uoIoBIJUSOUOD

Ojusiweusdew e
ap odwsal|

ojusiweuadew|e
Sp ugIpuoy

G BUIUONAW ‘W (LZ EBPEIBIPIYIP BSOBYRIFD'D ‘0'g HA INW 0Z |DH/euIpASIY-T ‘|w/Bw g gewnznisel| ap uonisodwod eun Uuod epin

IW/N 000°C 0ZHANHA "% 90

bj| ugioejnwiioy BUN

0 02 ojeqlosijod ‘W
se g ugloejnwIo e

pu dye 9'y Ge g 62 0'9 0'z6 0z zel seuewss z| 55

pu dy Z'v Gg b 4> L'y £'v6 o'l pu seuewss g °

pu pu pu pu pu pu pu pu pu pu seuewss gg
6661 dye 6'c 0z b LS bl 1'16 60 Lel Seuewss z| 2. 52
6861 dye G'e Gl S 85 0'L z'96 60 pu seuewss g

pu pu pu pu pu pu pu pu pu pu seuewss gg
0s£z dye o't 8 ol 19 L'0 9'86 9'0 Lel Seuewss z| 2.6
602 dye G'e L ol 69 9'0 1'86 L'0 pu seuewss g

LLET dye 8'c 9 4 69 9'0 1'86 L'0 pu (sopo g) 4
8561 dye c'y L ol 89 8'0 G'86 L'0 pu BUBWGS | 2. ST HBY
9581 dye l'e 9 zl 69 9'0 1'86 L'0 pu BUBWGS | 2. S HBY
9602 dye L't 9 zl 69 L'0 9'86 L'o el [e1o1u| -

(%)
g | ety | it | v | 180 | "0 | o amimen | whv | ey || e

001UQI OIqUIBAIAIUI 8P OTTdH

oueuwe} 1od ugisnjoxe ap J1dH

BUUONBW ‘W LZ EPEIRIPIYIP BSO|RBYSI)-D'

0 ‘0'G HA INW 0Z [OH/eUIPYSIY-T juy/Bul 0g L gewnznjsel| &

IW/N 000°Z 0ZHNH! "% 90'0

p uoglpisodwod eun uod epinbi| UQIoBINWLIO) BUN

0Z ojeqosljod ‘Wuw g
$9 ¥ UQIOB|NWLIOH BT

pu dy L'9 Zc 8 8¢ vy v'e6 ze cel seuewss g| 5. Ob
pu dye 9's e 0l lC 0'c 2's6 gL pu seuewss g ’
(%) 0 | ead | (%) (%) (1w/Buw)
(lwyn) S3|qISIA (NnL3) 001 | 091d o nds 018WIQUO Nav euisj01d op ojusiweuadew|e ojusiweusoew|e
JH PEPIARY | SENOJEd Zspiginl Id UQIDBIIUSOUOD op odwsal | 3p ugdlpucd

00IUQI olquiedtajul 3p O1dH

oueuwe} Jod ugIsnjoxa ap O1dH

IW/N 000°Z 0ZHANH! '% 20'0 0T okequosijod ‘Ww G
BuUlUONRBW 'WW OLZ BPEJeIpIYIp BSOjeYal-0'D ‘0'9 HA W 0Z 1DH/BUIPISIY-] ‘Jw/Bw gg | qewnznisel] ap ugnisodwos eun uod epinbj| UgIoBNWIOY BUN S8 1 UQIDBINWLIOS B

(uooenunuoa)

36



ES2948033 T3

1122 dy L'e 9 ZL 89 8'o 1'86 1'0 pu (sopro g) /4
pu dye o'y l oL 89 8'0 G'86 L'0 pu euewas | 0. ST 16y
1BET dy L'E 9 zL 69 L'0 1'86 L'0 pu euewas | 0. S 16y
LIez dye L't 9 zL 69 L'0 1'86 2'0 el [e1oiu| -
W | @ | 0B ] (%) (%) (/B
(lwy/n) S9|qISIA (nLd) b 00Id | 001d [eaul ndg 0JOWOUOp Ndv euse10.d 9p ojusiweuaseL|e ojug|weusoew|e
3H peplAdY | sejnojued zopigin] o%d UQIOBIUBOUOD ap odwel] ap uolIpuo)

00lugl olquiedsajul ap D1dH

ouewe) Jod ugisnjoxe ap O1dH

BUIUOHAW ‘WW 0LZ BPEJRIPIYIP BSO[EYal}-D'

wfn 000 0ZHdNHA "% 200 0
D ‘0's Hd WW 0Z [DH/euIpiSIY-T ‘jwy/Bw g gewnznisel] ap ugioisodwiod eun Uod epinbj| ugioenuLIo) BUN

Z ojequosljod ‘W G|
SO | UQIOB|NWLIOS BT

pu dy 1'9 e 6 ¥ £y G'e6 z'e eel seuewss g| 5o

pu dy L's 2 6 Iz o't z'c6 6'l pu Seuewss g

pu pu pu pu pu pu pu pu pu pu seueLlas 9§
¥602 dy 6'7 1z 4} Ly Z' L'16 L'l Lel seuewsas Z| 2. 62
9561 dy 0's 8L zl el L'l 8,6 L'l pu seuewss g

pu pu pu pu pu pu pu pu pu pu SEUELWLDS OE
1681 dys 8'y 6 4} 99 L'0 '86 6'0 zel seuewsas z| 266
902 dye 8'y 8 zL 69 L'0 G'86 8'0 pu Seuewss g
18¥Z dy L'y 9 zL 69 9'0 G'86 8'0 pu (soprm ) 174
[R5 dy 6'v 8 Ll 19 L'0 '86 6'0 pu BUBLLBS | 0. GZHby
8082 djem 8'y L zl 69 L'0 G'86 8'0 pu BUBLLISS | 0. G By
90¥z dys o'y i zL 69 L'0 G'86 8'0 Lel etolu| -

o,
(lwyn) S9|qISIA (nLd) (%) (%) _m%_%w_a (%) (%) (%) (Iw/bus) ojusiWeUsdeLW|E ojusiweusdeW|e
3H pepinoy | senopied | zepiany | Yoo | bo%d 0dld fide |SRORN | WY | sdpidsp op odwel | ap UQNIPUOD

00luQl olquiedsajul 8p D1dH

ouewe) Jod ugisnjoxe ap D1dH

UQIOBIJUSIUOD

IW/N 000°Z 0ZHANH! ‘% 90'0 0z oiequosijod ‘W
G BUIUONBW ‘W (L Z ePEIRIPIYIp BSOlBYRJI-0'D ‘0'9 HA WW 0Z IDH/BUIPESIY-T ‘juy/Bw Qg | gewnznisel] ap ugnisodwod eun uod epinbi| UQIOBINWLIO) BUN S8 § UQIDBINWIOS B

(ugioenunuoo)

37



ES2948033 T3

pu pu pu pu pu pu pu pu pu pu seueuwlss g¢
0661 dye 0's L2 €l FA 4 gl 1'16 0'L LEL seuewlss g| 0. 62
alle dy 6't gl 45 cs 0'L 0'86 0'l pu seuewss g

pu pu pu pu pu pu pu pu pu pu seueuwlas g¢
ralLe dy S'y g clL 19 .0 5’86 8'0 cel Seuewss gL 0.6
L1S2 dy 'y 8 cl 19 20 5'86 80 pu Seuewss g
1192 dy 9'y L zl 89 8'o 9'86 8'0 pu (sop g) /A4
r0C dye 0'9 g L 89 L2'0 5'86 80 pu BUBWSS | 2. 62 Wby
88¢ dye L'y L 45 89 2'0 9'86 8'0 pu Buewss | 2, by
89/¢ dye S'y L 45 69 2'0 5'86 8'0 LEL [eloiu] -

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
o | oo, | g, | v | v | U | was |amumon | wav | sl | Woum | cuumerae

0JIUQl olquiedlaul 8p J1dH

ouewe} Jod UoISN|oXe ap O1dH

BUlUOBW ‘W 0LZ Bpejelpiylp esojeyal-n'

IW/N 000°C 0ZHANHA '% 200 0

0 ‘0'9g Hd W 0Z 1DH/BUIPISIY-T ‘Jwy/Bul 0g| qewnznjsel] ap ugloisodwiod eun uod epinbj| UQIOBINWIOY BUN

Z ojequosijod ‘W G
$9 M UoIdENWLIOH 7

pu dy L'y Ge 14 6C 0'9 T'T6 8'l cel Seuewss g| 5. Ob

pu dy 0'v 143 14 L€ Z'y €'v6 S't pu Seuewas g ’

pu pu pu pu pu pu pu pu pu pu Seuelwss 9¢
8cle dy L'e 6l 14 Zs vl 8'/6 80 LEL SEUeWwss g| 0. 6¢
ecle dy o't Sl S 9§ o'l z'86 80 pu Seuellss g

pu pu pu pu pu pu pu pu pu pu SBUEBWSS g¢
0.0C dy L't L ol 69 L'0 9'86 9'0 LEL SEUBWSS Z| 2.5
L9l¢ dy S'e L ol L9 S0 8'86 9'0 pu Seuewss g

(%)
(%) (%) (%) (%) (%) (1w/Bu)
(lwy/n) S8|qISIA (nL3d) b 001d | 0014 lediouud NdS 0JaLOUOW Wdv eussj0id op ojuslweusdewle [ ojusiweusoellle
3H PepiaoY | seinojied | zepiqun 0%ld uoenusouoy | OP odwell ap uglIpPUOY

001UQ! OIqUIBOIRIUI P OTdH

ouewe} Jod ugisnjoxe ap O1dH

IWw/N 0002 0ZHANH! '% 20°0 02 oleqlosijod ‘Ww G|
eulUORaW AW OLZ EpeleIpIyIp BSO[BYS.-D'D ‘0's HA W 0Z [DH/RUIPISIY-T 'Jw/Bw 0glL gewnznisel] op uonisodwod eun uod epinbj| UQIDBINLIOY BUN S8 | UQIOB|NWLIOH BT

(uoioenunuo9)

38



ES2948033 T3

ﬁ w | @ | (%] (%) (%) (1wyBw)
wyn) S9|qISIA (NLd) a4 i [edioul bliatiies OJUSILIBUSOBWIE | OJUSIWBUSOEW|E
3H pepinpoy | seimopued | zepiging | T oo | M 0dld = o]l b A BT e ap odwei| ap UQIPUOD
021UQl olquiedlajul @p OdH [o]¥]=10T]=3} Jod ugisn|oxa ap O1dH et
TW/N 000°Z 0ZHANHI "% 9070 0 oveqiosiiod Wi G1
BUILOIIBW ‘W O Z BPEIRIPIYIP BSO[BYS-D'D ‘0'9 Hd W 0Z |DH/BUIPISIY-T ‘Jw/Bw 0| qewnznises] ap ugioisoduwlod eun uod epinbi| UQIOBINLLLIO) BUN S8 AA UOIDB|NWLIOS B
pu dy X pe S o¢ 6' €26 8 zel seuewss g} .
pu dy 6' ve v e X Z'6 P pu SeuBWas g :
pu pu pu pu pu pu pu pu pu pu seuewas gg
8veC dyo 6' 6 b zs 'l 8'.6 80 zel seuewss g} 9. 52
z.0z dy o' Sl S 95 L'y 1'86 80 pu Seuewas g
pu pu pu pu pu pu pu pu pu pu SEUBLWIBS 9F
6LLZ dy L'e L 0l 69 8'0 9'86 9'0 zel seuewss g| 0.6
6112 o s’ i ol 19 50 6'96 90 pu Seuewos g
86vZ e S’ 9 z 89 2’0 1'86 10 pu (sopp g) /4
9502 dy 8' / ol 89 8'0 5's6 10 pu euBWaS | 9. GZWBY
orez dy L' 9 Z 69 ) 9's6 20 pu euBWaS | 9. G Wby
£zee dye L' 9 zL 89 L' 1'86 .0 LeL et -
il (%) il
g | e | oo | %y | (S | P9 | |amiion | wiy | i | oMeumesne | aveusisonus
001UQI OIqUIEBDIBIUI 8P DdH oyewe) Jod ugisnoxe ep OgH | UoPEAUSIUeD

euiuonaW ‘W OLZ epejelpiyip esojeyai-o'

|W/N 000°2 02HdNH! ‘% 90°0 0
D '0'G Hd AW 0Z [DH/eUIP)SIY-] ‘|w/Bw gg | qewnznisel| ap ugioisodwiod eun uod epinbi| ugioenWLIO) BUN

Z ojequosijod ‘Ww G|
$9 A Uolog|nwWioS B

pu dy L'S 0c 6 6l 4 L'e6 0C cel SEBuBLWsSS ¢g| 5. OF
pu dy v'S ve 0L 144 6C 'G6 Al pu seueuwss g ’
W | o | ] e (%) @ | quwsw)
(lwyn) S3|qISIA (nLd) b 001d L 0014 [edioul Ndg 0JOWQUO WdV euaj01d op ojusiweusoewW|e | OjuslWEUSdBW|E
3JH PepIARY | senojued | zepiqing . . 0d\d i UQIOBIUEOUD ap odwsal ] 9p UoPIPUOD

021UO! olquiediall 8p O1dH

oueule)} Jod ugIsn|oxs ap O1dH

IW/N 000°Z 0ZHANHA ‘% 20'0 0Z o1eqlosijod ‘Ww G|
BuluOBW ‘W QLZ epejeiplyip esojeya-b'p ‘0'g Hd W 0Z [DH/eUIpiSIY-T ‘|w/Buw og | gewnznisel] ap ugloisodwiod eun Uod epinbi| UQIoBINLWIO BUN S8 N UQIOB|NWIOS BT

(uoenunuog)

39



ES2948033 T3

LI¥T dy G'y 9 zl 69 L'0 9'86 8'0 pu (sopw g) L4
0.02 dy 8'y L L 89 L'0 G'86 8'0 pu BUBWSS | 2. 52 by
G681 dy ' 9 zl 69 L'0 9'86 8'0 pu BUBWSS | 2, G By
11TZ dys Z'v L zl 69 L'0 5'86 8'0 Lzl [eroiu -
0,
@ | % | edog | %) (%) (%) (w/Buw)
(jw/n) S3|qISIA (n1d) b 00Id | 0014 1oul ndg 0J3WIOUOH NdY euja10.d op Ojus|WEeUSJBW|E ojus|Wweusdew|e
3JH pepIARY | senojped zepigqun] 09ld UQIOBIUBOUOD ap odwal] ap ugpIpu0)

001UQl olquiedtsiul 8p J71dH

oueue} Jod ugIsnoxs ap D1dH

euiuonaW ‘W QLZ epejeipiyip esojeyal-n'

lW/N 000°Z 0ZHANH! "% +0'0 0
D 'g's Hd W 0Z |DH/eUIPISIU-T ‘Jw/Bw 0z | qewnznisel] ap Uoidisoduiod eun uod epinbi| ugioeNWLIO) BUN

Z ojequosijod w0
SO ¥ UoloeNWLIOS &7

pu dye 8's 0c 6 e v'y 1'€6 0'c cel seuewss g| oior

pu dy 0's Ge 6 e o'c ¥'G6 L'l pu Seueuwes g ‘

pu pu pu pu pu pu pu pu pu pu SeUBWSS g8
7681 dy 0's 0c el FA4 Zl 8'/6 0'L LEL seuewss gL 2. 5¢
861¢C dy ey 8l cl €5 0'L 0'86 0'l pu seuewss g

pu pu pu pu pu pu pu pu pu pu seuewWSaS gg
7961 dye L'y 8 clb 19 8'0 '86 8'0 LEL seuewss g| 2.6
820c dy vy 8 L 9 S0 1'86 8'0 pu Seueuwiss g
6.€c dy L'y L cl 69 L'0 9'86 8'0 pu (sooo g) 1/4
8161l dy 6'v 8 L 19 L'0 G'86 8'0 pu BUBLBS | 0. GZuby
061 dy o'y . cl 69 20 G'86 8'0 pu euewss | 0, GUBy
8L0¢ dy L'y . cl 69 20 G'86 8'0 LEL [elolu] -

W | o | oo | W | o | wsw
(lwyn) s9|qISIA (nLd) b 00Id | 00ld [edioutl NdS 0JALLIOUO NdY eujo101d 9p ojusiweUaoEW(E ojusiweusoew|e
3H pepiARY | senojued | zepiging . _ 0did i UQIOBNUBOU0D) op odwsal] op UoRIPUOD

001uol olquuiedIdul 8p JTdH

oueule} Jod ugisnjoxa ap O1dH

IW/N 0002 0ZHANHA "% 90°0 0Z o1egJosijod ‘Ww G|
euiuOnaW ‘WU OLZ Epelelpiyip Bsojeyall-o'o ‘0'g HA INW 0Z 1DH/euIphSIy-T ‘lw/Bw og L geuwnznisel] ap uonisodwiod eun uod epinbi| UQIOBINWLLIO) BUN §8 AA UQIOBINWLIOL BT

(uoloenunuoD)

40



ES2948033 T3

pu dy L's e L [4% 9'y 9'c6 L'l 44 seuewss Z| 5. 0F
pu dy 8'v €€ 9 ve e'e £'G6 vl pu SEuelss g ’
pu pu pu pu pu pu pu pu pu pu Seuewss g¢
0€0C dy S'y €2 L 0S €'l 8'/6 60 44 seuewss ¢| . 62
0e02 dy Sy 8l L LS o't z'86 60 pu SEUBWSS g
pu pu pu pu pu pu pu pu pu pu SeuewasS o
68LC dy €' 6 0l L9 L'0 9'86 L'0 [44 seuewss g| 2.6
Ly dy £y 8 oL 89 90 9'86 80 pu seuewss g
(%)
(%) (%) (%) (%) (%) (JwyBui)
(luyn) S9|qISIA (nLd) 4 0014 | 001d lediouud Ndg 0JBWIOUO WdY euisjoid op ojuslweusdew|e [ ojusiweusoewe
JH PepIAY | seinojued | zepigini 0did . ap odwisl | 8p UQRIPUOD
uoIoEJU2UOD
021UQ! olquiedlBll 8P DTdH ouewe) Jod ugisnjoxe ep J1dH

IW/N 000°Z 0ZHANH! "% +0°0 0Z o¥edJosijod ‘W QL
BulUOlOW ‘W 0LZ EPEIEIPIYIp BSO[BYalI-D'D ‘G's Hd |NW 0Z |DH/eulplsIy-] ‘jw/Buw gz qewnznisel] ap ugioisodwiod eun uod epinbj| UQIDBINWLIOL BUN S8 ¥ UQIOB|INWLIOS BT

(ugroenunuoo)

41



10

15

20

25

30

35

40

ES2948033 T3

Ejemplo 2: Preparacion de una formulacion liofilizada

Se prepar6 una solucion de aproximadamente 60 mg/ml de Trastuzumab como se ha descrito anteriormente para las
formulaciones liquidas. Todos los excipientes se afiadieron a la mitad de concentracion de la de la formulacion liquida
anteriormente mencionada. La formulacioén se filtrd para esterilizarla a través de un filtro de 0,22 ym y se dosificé de
forma aséptica en cantidades iguales en viales de vidrio de 20 ml estériles. Los viales se taparon parcialmente con
obturadores de goma recubiertos de ETFE (copolimero de etileno y tetrafluoroetileno) adecuados para su utilizaciéon
en procesos de liofilizacion y se liofilizaron utilizando el ciclo de liofilizacion que se describe en la Tabla 2.

Tabla 2 Ciclo de liofilizaciéon

Paso Temperatura bandejas Tasa Rampa Tiempo de mantenimiento Punto de vacio
(°C) (°C/min) (min) (pbar)

Pre- 5°C 0,0 60 -

enfriamiento

Congelacién -40 °C 1,0 120 -

Secado 25°C 0,5 4560 80

primario

Secado +25°C 0.2 300 80

secundario

El producto se enfrié en primer lugar desde temperatura ambiente hasta aproximadamente 5 °C (pre-enfriamiento),
seguido de un paso de congelacion a -40 °C con una tasa de enfriamiento de la placa de aproximadamente 1°C/ min,
seguido de un paso de mantenimiento a -40 °C de alrededor de 2 horas. El primer paso de secado se realizé a una
temperatura de placa de aproximadamente -25 °C y una presion de la camara de aproximadamente 80 pbar durante
alrededor de 76 horas. Subsiguientemente, el segundo paso de secado se inici6 con una rampa de temperatura de
0,2 °C/ min desde -25 °C a 25 °C, seguido de un paso de mantenimiento a 25 °C durante al menos 5 horas a una
presion de camara de aproximadamente 80 pbar.

La liofilizacién se realizé en un liofilizador Usifroid SMH-90 LN2 (Usifroid, Maurepas, Francia) o un liofilizador LyoStar
Il (FTS Systems, Stone Ridge, NY, USA). Las muestras liofilizadas se almacenaron en diferentes condiciones
climaticas (5 °C, 25 °C y 30 °C) durante diferentes intervalos de tiempo. Los viales liofilizados se reconstituyeron hasta
un volumen final de 2,65 ml con agua para inyeccion (WFI) dando lugar a una formulacion isoténica con una
concentracion de anticuerpo de aproximadamente 120 mg/ml. El tiempo de reconstitucion de las pastillas liofilizadas
fue de alrededor de 10 min. El analisis de las muestras reconstituidas se realiz6 tras un periodo de incubacion de 24
horas de la muestra liquida reconstituida a temperatura ambiente.

Las muestras se analizaron de nuevo mediante los siguientes métodos analiticos descritos anteriormente:

1) espectrofotometria UV;

2) cromatografia de exclusiéon por tamario (SEC);
3) cromatografia de intercambio i6nico (IEC);

4) turbidez de la solucion; y

5) presencia de particulas visibles.

Los resultados de las pruebas de estabilidad de la Formulacién Y se proporcionan en la Tabla 3 de estabilidad a
continuacion en la que se utilizan las siguientes abreviaturas:

ffp: = libre de particulas;

effp: = esencialmente libre de particulas;
nd: = no determinado
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Las propiedades de las formulaciones anteriormente proporcionadas se resumen en la siguiente Tabla 4:

F Tr His Tre NaCl Met PS rHu
20 80

mg/ml mM pH mM mM mM % % U/ml
A 120 20 5,5 210 10 0,04 12.000
B 120 20 5,5 210 10 0,06 12.000
C 120 20 55 130 10 0,04 12.000
D 120 20 55 130 10 0,06 12.000
E 120 20 55 105 65 10 0,04 12.000
F 120 20 55 105 65 10 0,06 12.000
G 120 20 55 210 10 0,04
H 110 20 5,0 210 5 0,02 2.000
I 110 20 6,0 210 5 0,02 2.000
J 110 20 5,0 210 5 0,06 2.000
K 110 20 6,0 210 5 0,06 2.000
L 110 20 5,0 210 15 0,02 2.000
M 110 20 6,0 210 15 0,02 2.000
N 110 20 5,0 210 15 0,06 2.000
) 110 20 6,0 210 15 0,06 2.000
P 130 20 5,0 210 5 0,02 2.000
Q 130 20 6,0 210 5 0,02 2.000
R 130 20 5,0 210 5 0,06 2.000
S 130 20 6,0 210 5 0,06 2.000
T 130 20 5,0 210 15 0,02 2.000
u 130 20 6,0 210 15 0,02 2.000
\Y 130 20 5,0 210 15 0,06 2.000
w 130 20 6,0 210 15 0,06 2.000
X 120 20 5,5 210 10 0,04 2.000
Y 120 20 5,5 210 10 0,04 12.000 *)

F = Formulacion;

His = L-histidina/HCI;
NaCl = Cloruro sédico;

PS = polisorbato en % (p/v);
*) = Tras la reconstitucién
Tr = Trastuzumab;
tre = a,a-trehalosa dihidratada;
met = metionina;
rHu = rHuPH20;
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacion farmacéutica estable liquida, altamente concentrada, de anticuerpo anti-HER2 de un anticuerpo
farmacéuticamente activo anti-HER2 para inyeccion subcutanea que comprende:

a entre alrededor de 50 y 350 mg/ml de anticuerpo anti-HERZ2;

b entre alrededor de 1y 100 mM de un agente tamponador que proporciona un pH de 5,5 + 2,0;

C. entre alrededor de 1 y 500 mM de un estabilizante o una mezcla de dos o mas estabilizantes;

d. entre alrededor de 0,01 y 0,08 % (p/v) de un tensioactivo no idnico; y

e. entre alrededor de 1500 a alrededor de 12 000 U/ml, en el que el término "alrededor de" significa variaciones
de + 10 % del valor especifico.

2. La formulacién farmacéutica estable, liquida, altamente concentrada, de anticuerpo anti-HER2 de la reivindicacién
1, que comprende alrededor de 2 000 a alrededor de 12 000 U/ml de dicha enzima hialuronidasa.

3. La formulacién farmacéutica estable, liquida, altamente concentrada, de anticuerpo anti-HER2 de la reivindicacion
1, que comprende alrededor de 12 000 U/ml de dicha enzima hialuronidasa.

4. La formulacién farmacéutica estable, liquida, altamente concentrada, de anticuerpo anti-HER2 de la reivindicacion
1, que comprende alrededor de 2 000 U/ml de dicha enzima hialuronidasa.

5. La formulacion farmacéutica estable, liquida, altamente concentrada, de anticuerpo anti-HER2 de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que la enzima hialuronidasa es rHuPH20.

6. La formulacion farmacéutica estable, liquida, altamente concentrada, de anticuerpo anti-HER2 de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que el agente tamponador proporciona un pH de alrededor de 5,0 a
alrededor de 6,5, en la que el término "alrededor de" significa variaciones de +/- 10 % del valor especifico.

7. La formulacion farmacéutica estable, liquida, altamente concentrada, de anticuerpo anti-HER2 de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que el agente tamponador proporciona un pH de 5,5 £ 0,6.

8. La formulacion farmacéutica estable, liquida, altamente concentrada, de anticuerpo anti-HER2 de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que el agente tamponador proporciona un pH de alrededor de 5,3 a
alrededor de 5,8, en la que el término "alrededor de" significa variaciones de +/- 10 % del valor especifico.

9. La formulacién farmacéutica estable, liquida, altamente concentrada, de anticuerpo anti-HER2 de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la que la concentracion de anticuerpo anti-HER-2 es de 100 a 150 mg/ml,
120 + 18 mg/ml, alrededor de 120 mg/ml, o alrededor de 120 mg/ml, respectivamente.

10. La formulacion farmacéutica estable, liquida, altamente concentrada, de anticuerpo anti-HER2 de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en la que hay un agente tamponador a una concentracion de entre 1y 50 mM.

11. La formulacion farmacéutica estable, liquida, altamente concentrada, de anticuerpo anti-HER2 de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en la que el agente tamponador es un tampodn histidina, preferiblemente
histidina/HCI 20 mM.

12. La formulacion farmacéutica estable, liquida, altamente concentrada, de anticuerpo anti-HER2 de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en la que el estabilizante es un sacérido.

13. La formulacion farmacéutica estable, liquida, altamente concentrada, de anticuerpo anti-HER2 de acuerdo con la
reivindicacion 12, en la que el sacarido es una a,a-trehalosa dihidratada o sacarosa.

14. La formulacion farmacéutica estable, liquida, altamente concentrada, de anticuerpo anti-HER2 de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en la que el estabilizante tiene una concentracion de entre 15y 250 mM o
alrededor de 210 mM, respectivamente.

15. La formulaciéon farmacéutica estable, liquida, altamente concentrada, de anticuerpo anti-HER2 de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en la que se utiliza metionina como segundo estabilizante, preferiblemente
a una concentracion de entre 5y 15 mM.

16. La formulacién farmacéutica estable, liquida, altamente concentrada, de anticuerpo anti-HER2 de acuerdo con la
reivindicacion 15, en la que la concentracion de metionina es 10 mM.

17. La formulacion farmacéutica estable, liquida, altamente concentrada, de anticuerpo anti-HER2 de acuerdo con una

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, en la que el tensioactivo no iénico es un polisorbato seleccionado de entre
el grupo que consiste en polisorbato 20, polisorbato 80 y un copolimero de polietileno y polipropileno.
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18. La formulacién farmacéutica estable, liquida, altamente concentrada, de anticuerpo anti-HER2 de acuerdo con la
reivindicacion 17, en la que el tensioactivo no idnico es polisorbato 20.

19. La formulacion farmacéutica estable, liquida, altamente concentrada, de anticuerpo anti-HER2 de acuerdo con la
reivindicacion 17 o la reivindicaciéon 18, en la que la concentracion del polisorbato es del 0,02 % (p/v), 0,04 % (p/v) o
0,06 % (p/v), respectivamente.

20. La formulacion farmacéutica estable, liquida, altamente concentrada, de anticuerpo anti-HER2 de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19, en la que el anticuerpo anti-HER2 se selecciona de entre el grupo que
consiste en Trastuzumab, Pertuzumab, T-DM1 o una combinacioén de tales anticuerpos.

21. La formulacion farmacéutica estable, liquida, altamente concentrada, de anticuerpo anti-HER2 de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20 para su uso en el tratamiento de un cancer o una enfermedad no tumoral
sujeto a tratamiento con un anticuerpo anti-HER2.

22. Un dispositivo de inyeccion que comprende una formulaciéon farmacéutica estable, altamente concentrada de
anticuerpo anti-HER2 de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20.

23. El dispositivo de inyeccién de acuerdo con la reivindicacion 22 en donde la formulacion se coadministra de forma
concomitante o secuencial con un agente quimioterapéutico.

24. La formulacion farmacéutica estable, liquida, altamente concentrada, de anticuerpo anti-HER2 de acuerdo con la
reivindicacion 21 para su uso de acuerdo con la reivindicacion 21, en la que dicha formulacién se administra
subcutaneamente con un volumen de inyeccién de 1 a 15 ml.

25. La formulacion farmacéutica estable, liquida, altamente concentrada, de anticuerpo anti-HER2 de acuerdo con la
reivindicacién 24 para su uso de acuerdo con la reivindicacién 24, en la que dicha formulacién se administra
subcutaneamente con un volumen de inyeccion de 5 ml.

26. La formulacion farmacéutica estable, liquida, altamente concentrada, de anticuerpo anti-HER2 de acuerdo con la
reivindicacion 24 o la reivindicacion 25 para su uso de acuerdo con la reivindicacion 24 o la reivindicacion 25, en la
que el volumen completo de liquido de inyeccion se administra en un periodo de tiempo de 1 a 10 minutos,
preferiblemente de 2 a 6 minutos, lo mas preferiblemente 3 +/- 1 minutos.

27. La formulacion farmacéutica estable, liquida, altamente concentrada, de anticuerpo anti-HER2 de acuerdo con la
reivindicacion 21, la reivindicacion 24, la reivindicacion 25 o la reivindicacion 26 para su uso de acuerdo con la
reivindicacion 21, la reivindicacién 24, la reivindicacion 25 o la reivindicacion 26, en la que dicha formulacién se
administra como inyeccién subcutanea, en la que la administracion se repite varias veces en intervalos de tiempo de
3 semanas.
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FIG 1
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FIG 2
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FIG 3
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FIG 4
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