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O) SOLICITUD DE:
Patente de Invencién D Patente de Modelo de Utilidad
(] capitulo 1. X capitulo 11,
® Nombre: F. HOFFMANN-LA ROCHE AG. IDENTIFICACION

Direccion; Grenzacherstrasse 124, CH-
4070 Basilea, Suiza.

SOLICITANTE Nacionalidad o Domicilio: Basilea, Suiza. C.C. D NIT D
(71) ce [] ot [
Lugar de Constitucidn: Suiza.
Teléfono. 3264270 Fax: 6069701 Cual
E-mail: jilcco@lloredacamacho.com Numero
@ Nombre: ALICIA LLOREDA RICAURTE
ce. D NnT [

Direccién: Calle 72 No. 5-83 Piso 5°,| c€ [ owo [ ]
REPRESENTANTE Bogota, Colombia

O APODERADO
Teléfono: 3264270  Fax: 6069701 Cval ___
NOomero 39.690.713 TP 53.215
E-mail: jllcco@lloredacamacho.com
@ Nombre: ADLER, Michael; GRAUSCHOPF, Ulla; MAHLER, Hanns-Christian y
STAUCH, Oliver Boris.
INVENTOR(ES) Direccion: Gaenshaldenweg 10, CH-4125 Riehen; Grenzacherweg 311, CH-
(72) 4125 Riehen; Paradieshofstrasse 69, CH-4054 Base! y Zasius Strasse 49,
79102 Freiburg.

Nacionalidad o Domicilio: Suiza y Alemania.

() PcT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/EP2010/060930 Fecha: 28/0710
Publicacién Internacional No._ WO 2011/012637 A4 Fecha: 03/02/11

@ Titulo (54)
“FORMULACION SUBCUTANEA DE ANTICUERPO ANTI-HER2"

®

Clasificacion Internacional (51} A81K 9/00

Prioridad (33) Pals de Origen (32) Fecha (31) Namero de Solicitud
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@ Comprobante de Pago No. _11-120485 Fecha: _13-12-2011
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Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud.
Documento que acredita la existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona juridica.

Documento de Representacion Legal.

Documento de cesién del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones

Copia de Ia solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Traduccidn de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones ¥ dibujos)

Copia del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.
Traduccién de los anexos al reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

Arte Final 12X12.

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el
mismo titular o su causante, relacionados parcial o totalmente con la invencién de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.

Otrps: Reporte de bdsqueda internacional, publicacién, anexo Explicativo de modificacionss a las
Rewindicaciones presentadas en Fase Internacional ({Indicadas en el Reporte Preliminar sobre

Patentabilidad) y Traduccién del Capitulo Reivindicatorio como fue originalmente presentado en fase
internacional.

ANEXOS \

b .

@ FIGURA CARACTERISTICA:

\. o

N

@ Solicito la concesion de la patente,

NOMBRE:,, ALICIA LLOREDA RICAURTE

eI CL L

C.C.39.690.713  T.P.53.215 - /
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ANEXO

El documento que acredita la calidad de REPRESENTANTES
LEGALES en Bogota de los doctores ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o
ENRIQUE ALVAREZ para TODOS LOS  ASUNTOS
RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL de la
sociedad peticionaria, que faculta a cada uno de dichos abogados
para actuar individualmente, se estd presentando con esta solicitud.
En consecuencia, ruego a usted reconocer la personeria de cada uno
de dichos Representantes Legales para actuar dentro del presente
expediente, a fin de que cualquiera de ellos pueda intervenir en

cualquier tiempo respecto de la solicitud en é] contenida.

o o

AHCIA LLOREDA RICAURTE
T.P. No. 53.215



TRADUCCION OFICIAL No.

de un documento escrito en Inglés, el cual para su identificacién se sella con el sello
de la traductora, 1o mismo que la presente.-

Traduccion de la apostila en inglés que se encuentra a continuacién de la
legalizacién de las firmas de los sefiores Klausner y Strebel, representantes legales
de F. Hoffmann-La Roche, que aparecen en un documento de Poder, escrito en
espanol e inglés, conferido a ALICIA LLOREDA ylo GUSTAVO TAMAYO vy/o
IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, expedida en idioma inglés por el

notario Peter Kuster, bajo el No. 2004/20, el 17-08-2004, en Basilea, Suiza.

AUTENTICACION OFICIAL
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961) -

1. Pais: Suiza

o nl!
g‘;@m 03;‘“?‘ argh .
Este documento publico e DA

2. Ha sido firmado por el Lic. iur, Peter Kuster
3. Actuanda en calidad de notario miblico

4. Lleva el sello del mencionado notario
Certificado
5. en Basel (Basilea) 6. el 18 de agosto 2004
7. por la Cancilleria de Estado del Cantdn de Basel-Stadt
8. bajo el No 8835/13375
9. Selio

10. Firma

Cancilleria de Estado Fdo.: firma ilegible

de la ciudad de Basel (Basilea) Ruedi Eggs

ES TRADUCCION FIEL ¥ COMPLETA, de la cual se deja copia en los archivos de
estas oficinas para su confrontacidn.

Bogota, 2 de septiembre 2004

o uww&mg |

C?EHES “Uricoechea™

Traductory Jur amentada
Resolucion 10607/8) Minjusiicia
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\:',:'-“1{%?’;3'051;;3 firmados, F.HOFFMANN-LA ROCHE AG,

ung saciedad organizada y existente de conformidad
o ias leyes de Suiza,

con domicilio en 4070 Basiiea, Suiza

nombramos por €l presente a ALICIA LLOREDA ylo
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA
y/o ENRIQUE ALVAREZ, domiciliados en Bogota,
Colombia, con oficinas en dicha ciudad, Calle 72 No.
9-83, piso 60., nuestros representantes legales y
verdaderos en Bogeta, con facullades para recibir
nolificaciones y nombrar apoderados judiciales a
extrajudiciates, con el fin de dar cumplimiento al

paragrafo 1o. del articulo 543 del decrela 410 de
1971.

Los dactores ALICIA LLOREDA yio GUSTAVO
TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA ylo ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cualquiera de ellas
designe, gquedan especialinente faculladas para
representarnos ante las auloridades colombianas,
administrativas, judiciales o de policia, en todos los
tramites relativos a la propiedad industrial, a cuyo
efecto  les facultamos para dar ante dichas
autoridades todos los pasos necesarios al obieto
indicado; eievar soliciludes, declaraciones, reclamos,
recursos y presentar desisiimientos; formular
descripciones, snmisndas, limitar el alcance de las
solicitudes, presentar oposiciones y apelaciones;
instawrar  cancelaciones,  renunciar  tolal o
parcialmente a los registros, abonar todos [os
impuestos y cuotas y efectuar todo otro pago
determinado por 1a ley; recibir todos los documenitos
y valores, dando el descargo respectivo; llenar
cualesquiera otros requisitos y lomar, en fin, lodas
las medidas que creyeren conducenies al resguardo
de nueslros intereses; Yy &n caso de producirse
oposician, pasando los antecedentes a los libunales,
quedan facultados para tomar intervencion como
demandantes o demandados ante los jueces que
sean competentes, pudiendo transar, someter a
arbitros, desistir, percibir y apelar, con lodas las
demas facultades que resulien necesarias, y por el
presente declaramos desde ahora valido y bueno
cuanto dichos representantes y/o los apaderados que

cualquiera de ellos nombre hicieren en nueastro
beneficia.

Asimismo, facultamos a los doclores ALICIA
LLOREDA yio GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO
SANTAMARIA  vio ENRIQUE ALVAREZ, para
solicitar en la Oficina de Propiedad Industial |a
protocolizacion de este documento y degcualquier

ik

poder que cualguiera de ellog alo__g;‘ﬁ‘ﬁ nombre
nuesltro. g

Dado y firmado

U

[

g

Tridolin :
lTder of procuration

The undersigned, F.HOFFMANN-LA ROCHE AG, a

corporation organized and existing under the laws of
Swilzerland.

domiciled al 4070 Basel, Switzerland

hereby appoint, ALICIA  LLOREDA  andfor
GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA
andfor ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombia,
with offices in said town, Calle 72 No. 5-83, Sixth
Floor, our true and legal representatives in Bogota,
willh power to receive nolifications and to. appoint
judicial or extrajudicial agents, so as to comply wilh
paragraph 10. of arlicle 543 of decree 410 of 1971.

Doctors ALICIA LLOREDA andfor GUSTAVO
TAMAYQ and/or IGNACIO SANTAMARIA andfor
ENRIQUE ALVAREZ, or the agenis by any one of
thern  appointed, are especially empowered to
represent us before the administrative, judicial or
police autharities of Colombia, in all proceedings
pertaining to induslrial properly, for which purpose we
authaorize them fo lake before the said authorities all
the necessary steps for the said end: o file petitions,
declaralions, claims, recourses and withdrawals, to
draw up specificalions; to file amendments, to limit
the scope of applications, file oppositions; file
cancellations total or partially waive registrations, to
pay all installments and effect all other payments
prescribed by law; lo receive proper receipts, to
camply with all ather requirements and, in short, to
take all those measures which they may deem fit for
the protection of our inlerests: and in case of
apposilion, where lhe proceedings be passed over to
the cowrls, we authorize said agents to act on our
behalf, as complainants as well as defendants, before
lhe compelent judges, with full powers to make
arrangements, lo submit lo arhitrators, to desist, to
collect, 1o appeal and, in short, with all such further
powers as may be required, and we hereby declare
from now on as valid and good all that said
representalives and/or the agents by any one of them
appainted may do for our benefit.

We also aulhorize doctors ALICIA LLOREDA
and/or GUSTAVO TAMAYO andfor IGNACIO
SANTAMARIA and/or ENRIQUE ALVAREZ, to apply
for prolocolizalion of this document and of any power
of allarney by any one of them conferred in our name,
before lhe Office of Industrial Froperty.

Given and signed this 47 “7 5//7‘“7‘-2 w= £
I, Hoffmann-La Roche RAG

A e S

ner Denise Strebel
Mandatory

Klan
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Switzerland

lza ' Basel {ss
Jl\ea {ss

On this 17th day of August , 2004
personally  pridelin Klausner and Denise Strek

3, de 200%, comparecié
L pene Sibdg quien conozeo y

rt.'fk.'cl’dn

R I P b bes o s a € C8ME hoih Swiss citizens and Swiss resident
e qh'Hen & constd que fimd eianterior documento, to me known, and known {o me 1o be the person who

y quie 1dehdamen,te juramentada declaro y dijo que signed the foregoing instrument, who being by me

él es s Le cteb vode Sono Ada ko o

duly sworn did depose and say that he is the Holder of

de F.HONFM NN-LA ROCHE AG, la compaiia Procuration/Mandatory of F.HOFFMANN-LA

nombrada “gn ' documenlo. que aniecede, una
sociedad g8 aidﬁ_i’nente organizada  y  exislenle
conforme a lad leyss de Suiza, domiciliada en la
Ciudad  de Bagiled, Suiza, legalimenle constituida
para un periodo\,d \ duracion  que aun no ha
lerminado, que eje?;\e !p abjelo social; conforme a
las leyes de Suiza; qﬁ@ & declarante esta aulorizado
por dicha Compafiia pa\'i\ aonferir esle poder; que el
sello estampado por &l al pie‘\de tal poder, en nombre
y en representacion de la e’!'fﬁgsada Compaiiia, es el
sello oficial de ella; y que & dhjeto para el cual se
confiere esle instrumento es!a mprendido deniro
del de la sociedad. \\ \

El suscrito Notario ha visto'\lo¥ Eslatulos de
incarporacion firmados en Suiza, :‘l!ﬁd de Basilea,
con fecha (4 Junip V49 y cé"i a que de
confarmidad con la legislacion de Widho Pais, la
anterior  declaracion  juramentada ¢y prueba

suficiente de que los hechos sobre que eil!\\qarsa son
cierlos o verdaderos, de la cual da fe. v

\
Notary Public {Notario Piblico), \

\"T~ U2 r_:((

2 fr.

D, PETER KUSTER

June 1937

ROCHE AG, the company named within, a
Corporation organized and existing under the laws of

. he Swilzerland, domiciled at the City of Basel,

legally conslituted for a period of tenure not yet
expired, which exercises ils corporate purposes
according to the laws of Switzerland; that the
deponent is authorized by said Company to confer
this power of altorney; that the seal affixed hereunto
by the deponent in the name and on behalf of said
Corporation is the corporale seal thereof: and that the
purpase for which lhis instrument is granted is
included within the corporate purposes!_ of the
Company.
The undersigned Notary Public has seen the articles
of Incorporalion of said Corporation executed at
Suiza, ciudad de Basel, under date of 19th day of
. and hereby certifies that under
the laws of said Country lhe foregoing
acknowledgment is sufficient proof that the facts
therein conlained are true, which he attests.

Basel, this 17-08-2004 (seventeenth day of

. two thousand and four)

0 A fzaaes

/ffﬁ’ (o]

Dr. Peter Kuster
Advokat und Notar
Pealerskirchplatz 12
,,, Postiach
‘A CH-4001 Base
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CIFDITEAE, AUTHENTICATION
e 3O 1961

- Country: Swire ae . (Sehweiz / huisse)

{Hagnre Carvention of Qv

This official documeit

s signed by

- in Basel (#iie) 6. on

- by the Sune Cliaveory of (he Canton of Basel-Stade ...

LG, Signature:

. .;;.u-ft\\cu a
e TR e
p¥ e g fé"‘;ﬂ" LT
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
{21} No. de solicitud: {81) Int Cl: AB1K 9/00
{22) Fecha de solicitud: 28-12-11 (71) Solicitante({s): F. HOFFMANN-LA ROCHE AG,
(30) Prioridad (31} No. Prioridad (32) Fecha (33) Pais
09167025.7 31407109 EP
(72) Inventor{es): ADLER, Michael. GRAUSCHOPF, Ulla;
MAHLER, Hanns-Christian y STAUCH, Gliver
Boris,
(74) Apoderado:  ALICIA LLOREDA RICAURTE
(85) Fecha limite inicio fase nacional: 28-02-12 {87)  Publicacion intemacional
(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 03-02-11
Fecha de presentacion de la solicitud: 28-07-10 No. publicacion: WO 2011/012637 Ad
No. de solicitud: PCT/EP2010/060830

(54) Tiulo: ~ “FORMULACION SUBCUTANEA DE ANTICUERPO ANTI-HER2"

Resumen - Reivindicacion{es):

Resumen.-

La presente invencién esta relacionada con una formulacién farmacéutica altamente concentrada y estable de un anticuerpo
anti-HER? farmacéuticamente activo, como por ¢jemplo el Trastuzumab {HERCEPIN™), Pertuzumab o T-OM1, o una mezcla de fales
moléculas de anticuerpo para la inyeccidn subcutdnea. En particular, la presente invencion esté relacionada con formulaciones que
comprenden, ademas de una cantidad adecuada de! anticuerpo anti-HERZ, una cantidad efectiva de al menos una enzima
hialuronidasa como una formulacién combinada o para su utilizacién en forma de una co-formulacién. Dichas formulaciones
comprenden adicionalmente al menos un agente tamponante, como por ejemplo un tampén de histidina, un estabilizante o una mezcla
de dos o més estabilizantes (por ejemplo un sacérido, coma par ejemplo la a,0-trehalosa dihidratada o la sacarosa, y opcionalmente
metionina como segundo estahilizante), un tensicactivo no idnico y una cantidad efectiva de al menos una enzima hialuronidasa.
También se proporcionan tos métodos para preparar tales formulaciones y la utilizacion de las mismas.

Sector; Industria farmacéutica, especificamente una formulacién farmacéutica aliamente concentrada y estable de un anticuerpo anti-
HER2 para administracién subcutanea y método de preparacidn de dicha formulacion,




¢ @ SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS )
SUFERINTENDENCIA  PATENTEDEINVENCION __ PCT _X_ MODELODEUTILIDAD __ DISENO INDUSTRIAL __
{21} No. de solicitud: {22) Fecha de solicitud: 26-12-11

{51) Clasificacion intemacional: AG1K 9/00

(71} Solicitante(s): F. HOFFMANN-LA ROCHE AG.

{72) inventor(es). ADLER, Michael, GRAUSCHOPF, Ulla; MAHLER, Hanns-Christian y STAUCH, Oliver Boris.

{74) Apoderado: ALICIA LLOREDA RICAURTE
(30} Prioridad {(31)  No. Prioridad (32) Fecha (33) Pais

091670257 31/07/08 EP
{85) Fecha limite inicio fase nacional: 29-02-12 (87) Publicacion intemacional
(86) Datos relativos a la presentacion de la soficitud PCT Fecha: 03-02-11
Fecha de presentacitn de la solicitud: 28-07-10 No. publicacién: WO 2011/012637 A4

No. de solicitud: PCT/EP2010/060930

(54) Titulo: FORMULACION SUBCUTANEA DE ANTICUERPO ANTI-HER2,




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO TEMATICO
SUPERINTENDENCIA PATENTE DE INVENCION ___ PCT _X_ MODELO DE UTILIDAD ____ DISENQ INDUSTRIAL __
1421} No. de solicitud: {22) Fecha de solicitud; 26-12-11

(51} Clasificacién Internacional: A6 1K 9/00
71} Solicitante(s). F. HOFFMANN-LA ROCHE AG.
{72) Inventor{es): ADLER, Michael; GRAUSCHOPF, Ulla; MAHLER, Hanns-Christian y STAUCH, Oliver

Boris.
"1 (74) Apoderado: ALICIA LLOREDA RICAURTE FIGURA CARACTERISTICA
(30) Prioridad {31)  No. Prioridad  (32) Fecha (33) Pais 6x6cm
09167025.7 31107109 EP
(85) ‘Fecha limite inicio fase nacional. 20-02-12 (87) Publicacidn internacional
.| (86} Datos relativos a la presentacion de la solic. PCT Fecha: 03-02-11
Fecha de presentacion de |a solicitud: 28-07-10 No. Publicacién: WO 2011/012637 A4
No. de solicitud: PCT/EP2010/0060930

(54) Titulo: FORMULACION SUBCUTANEA DE ANTICUERPO ANTI-HER2.

{57) Resumen:

@

Resumen.-

La presente invencidn esta relacionada con una formulacion farmacéutica altamente concentrada y estable
de un anticverpo anti-HER2 farmacéuticamente activo, como por ejemplo e Trastuzumab (HERCEPIN™),
Pertuzumab o T-DM1, 0 una mezcla de tales moléculas de anticuerpo para la inyeccion subcuténea. En particular, la
presente invencidn estd refacionada con formulaciones que comprenden, ademéas de una cantidad adecuada de!
anticuerpo anti-HER2, una cantidad efectiva de al menos una enzima hialuronidasa como una formulacién
combinada o para su utilizacién en forma de una co-formulacion. Dichas formulaciones comprenden adicionalmente
al menos un agente tamponante, como por ejemplo un tampdn de histiding, un estabilizante o una mezcla de dos o
mas estabilizantes (por ejemplo un sacarde, como por ejemplo la a,a-frehalosa dihidratada o la sacarosa, y
opcionalmente metionina como segundo estabilizante), un tensioactiva no iénico y una cantidad efectiva de al
menos una enzima hialuronidasa. También se proporcionan los métodos para preparar tales formulaciones y la
utilizacién de las mismas.

Sector: Industria farmacéutica, especificamente una formulacion farmacéutica altamente concentrada y estable de

un anticuerpo anti-HER2 para administracién subcutdnea y método de preparacién de dicha formulacién.




PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Asticle 18 and Rules 43 and 44)

Applicant's or agent's file reference FOR FURTHER a6 Form PCTASAL20

26231 WO ACTION as well as, where applicable, item 5 below.
International application No. infemational filing date {day/month/year) (Earliest) Pricrity Date (day/month/year}
POT/EP2010/060930 28/07/2010 31/07/2009
Applicant

. HOFFMANN-LA ROCHE AG

Thig international search report has been prepared by this International Searching Altherity and is transmilled to the applicant
according ta Article 18. A copy is being transmitted 10 the International Bureau.

This international search report consists of o lotat of 4 sheets,
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in the art.
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Reivindicaciones

1.Una formulacién farmacéutica estable, altamente concentrada de un

anticuerpo farmacéuticamente activo anti-HER2 para inyeccién subcutédnea que

comprende:
a. entre alrededor de 50 y 350 mg/ml de anticuerpo anti-HER?Z;
b. entre alrededor de 1 y 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% de un tensicactivo no iénico; y

e, mas de 150 y hasta alrededor de 16.000 U/ml, alrededor de
2.000 U/ml, o alrededor de 12.000 U/ml, respectivamente de una enzima
hialuronidasa.

2.Una formulaciéon farmacéutica estable, altamente concentrada, de un
anticuerpo farmacéuticamente activo anti-HER2 de acuerdo con la
reivindicacion 1, que comprende de aproximadamente 1.000 a
aproximadamente 16.000 U/m! de una enzima hialuronidasa.

3.Una formulacion farmacéutica de anticuerpo anti-HERZ2 altamente
concentrada y estable de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2,
en donde [a concentracién del anticuerpo anti-HER2 es de 100 a 150 mg/m,
120 t 18 mg/ml, airededor de 110 mg/ml, alrededor de 120 mg/m! o alrededor
de 130 mg/m/, respectivamente.

4.Una formulacion farmacéutica de anticuerpo anti-HERZ2 altamente
concentrada y estable de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,
en donde el agente tamponador estéd en una concentracién de 1 a 50 mM.

5.Una formulacién farmacéutica de anticuerpc anti-HERZ2 altamente
concentrada y estable de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4,

en donde el agente tamponador proporciona un pH de 5,5 + 0,6.

i€
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6.Una formulacién farmacéutica de anticuerpo anti-HERZ2 altamente
concentrada y estable de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5,
en donde el agente tamponador es un tampén de histidina, por ejemplo
histidina/HCI 20 mM.

7.Una formulacion farmacéutica de anticuerpo anti-HERZ altamente
concentrada y estable de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6,
en donde el estabilizante es un sacarido, como por ejemplo a,a-trehalosa
dihidratada o sacarosa.

8.Una formulacion farmacéutica de anticuerpo anti-HERZ2 altamente
concentrada y estable de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7,
en donde el estabilizante estd en una concentracion de 15 a 250 mM o
alrededor de 210 mM, respectivamente.

9.Una formulacion farmacéutica de anticuerpo anti-HERZ2 altamente
concentrada y estable de acuerdo con las reivindicaciones 7 u 8, en donde se
utiliza metionina como segundo estabilizante, por ejempio en una
concentracion de 5 a 25 mM.

10.  Una formulacién farmacéutica de anticuerpo anti-HER?Z2 altamente
concentrada y estable de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9,
en donde el tensioactivo no iénico es un polisorbato seleccionado de entre el
grupo que consiste de polisorbato 20, polisorbate 80 y un copolimero de
polietileno y polipropileno.

11.  Una formulacién farmacéutica de anticuerpo anti-HER2 altamente
concentrada y estable de acuerdo con la reivindicacidén 10, en donde la
concentracion del polisorbato es del 0,02% (pfv), 0,04% (p/v) o 0,06% (p/v),
respectivamente.

12.  Una formulacién farmacéutica de anticuerpo anti-HERZ altamente
concentrada y estable de acuerdo con cuaiquiera de las reivindicaciones 1 a 11,
en donde el anticuerpo anti-HER2 se selecciona de entre el grupo que consiste

de Trastuzumab, Pertuzumab y T-DM1 o una combinacion de tales anticuerpos.
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13.  Una formulacién farmacéutica de anticuerpo anti-HER2 altamente
concentrada y estable de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12
que es estable tras la congelacidon y descongelacién.

14.  Una formulacién farmacéutica de anticuerpo anti-HER2Z aitamente

concentrada y estable de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13,

en donde la enzima hialuronidasa es rHuPH20.

15.  Una formulacién farmacéutica de anticuerpo anti-HERZ2 altamente
concentrada y estable de acuerdo con cualquiera de ias reivindicaciones 1 a 13
que carecen de la enzima hialuronidasa.

16. Una formulacién farmacéutica de anticuerpo anti-HER2 altamente
concentrada y estable de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14
para su administracion subcutédnea o intramuscuiar.

17.  Una formulacién farmacéutica de anticuerpo anti-HER2 altamente
concentrada y estable de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16
en forma liquida.

18. Una formulacién farmacéutica de anticuerpo anti-HER2 altamente
concentrada y estable de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16
en forma licfilizada.

19.  Una formulacién farmaceutica de anticuerpo anti-HER2 altamente
concentrada y estable de acuerdo con cualquiera de tas reivindicaciones 1 a 18
para el tratamiento de una enfermedad o trastorno sujeto a tratamiento con un
anticuerpo anti-HER2, como por ejemplo un cancer o una enfermedad no
tumoral.

20.  Un dispositivo de inyeccidon que comprende una formulacion
farmacéutica de anticuerpo anti-HER2 altamente concentrada y estable de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19.

21.  La utilizacidén de una formulacién de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 19 para la preparacion de un medicamento Gtil para el

tratamiento de una enfermedad o trastorno sujeto a tratamiento con un

48



106

anticuerpo anti-HER2, como por ejemplo el cancer o una enfermedad no
tumoral en un sujeto, que comprende la administracion de la formulacién aqui
descrita a un sujeto en una cantidad efectiva para tratar dicha enfermedad o
trastorno.

22. Eldispositivo de inyeccidén de acuerdo con la reivindicacion 20 o la
utilizacién de acuerdo con la reivindicacién 21 en los que la formulacién se
coadministra de forma concomitante © secuencial con un ageénte
quimioterapéutico.

23.  Un método para tratar una enfermedad o trastorno que puede
tratarse con un anticuerpo anti-HERZ2 como el cancer ¢ una enfermedad no
tumoral en un sujeto, que comprende la administracién de una formulacién de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19 a un sujeto en una
cantidad efectiva para tratar dicha enfermedad o trastorno.

24,  Un equipo que comprende uno ¢ mas viales que contienen la
formulacion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19 e
instrucciones para la administracién subcutdnea de la formulacién a un
paciente.

25. El equipo de acuerdo con la reivindicacion 24 que comprende
ademas un dispositivo de inyecciones para la administracién subcutanea de la
formulacién a un paciente.

26. La invencion como se ha descrito anteriormente.

A
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industrial applicability; citations and explanations supporting such statement

1

D1
D2

D3

D4

D5

D6

D7

The following documents {D) are referred to in this communication; the
numbering corresponds to the order used in the Search Report, the
numbering will be adhered to in the rest of the procedure:

US 2006/104968 A1 (BOOKBINDER LOUIS H [US] ET AL) 18 May 2006 (2006-05-
US 2007/071675 A1 (WU CHENGBIN [US] ET AL) 28 March 2007 (2007-03-29)

WO 2008/150949 A1 (ABBOTT LAB [US]; ABBOTT GMBH & CO KG [DE}; BARGH
STEFAN [DE]; EBERT) 11 December 2008 (2008-12-11)

US 6 267 958 B1 (ANDYA JAMES [US] ET AL} 31 July 2001 (2001-07-31) cited in-
application

BOOKBINDER ET AL: "A recombinant human enzyme for enhanced interstitial tran
of therapeutics”,

JOURNAL OF CONTROLLED RELEASE, ELSEVIER, AMSTERDAM, NL,

vol. 114, no. 2, 28 August 2006 (2006-08-28), pages 230-241, XP005625403,
ISSN: 0168-3659, DOI: DOI:10.1016/J.JCONREL.2006.05.027

US 2002/035736 A1 (ERICKSON SHARON [US] ET AL) 21 March 2002 (2002-03-,

WO 2005/023328 A2 (BECTON DICKINSON CO [US]; PETTIS RONALD J [US];
HARVEY ALFRED [US]; CA) 17 March 2005 (2005-03-17)

Unless otherwise specified, the relevant passages of the documents cited can be
taken form the International Search Repont.

D1:

Co-formulations of SHASEGP (= rHUPH20) with other substances for injectable

pens for small volume or rapid subcutaneous administration. Examples such as
Epipen® insulin, and other fluids can be formulated. The methads of the invention
include administration of the sHASEGP polypeptide or pharmaceutical compositions
containing sHASEGP prior to, simultaneously with or following administration of other
therapeutic molecules. Humanized antibodies are modified to include human

Form PCT/Stparate Sheet’408 (Sheet 1) (EPO-April 2005)
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sequences of amino acids so that administration to a human does not provoke an
immune response; monoclonal antibody are altered by recombinant DNA techniques
to express an antibody in which the amino acid composition of the non-variable region
is based on human antibodies. As examples of mabs Trastuzumabs (e.g.
HERCEPTIN® has been listed.

D2: Antibody or antibody-portions will be prepared as an Injectable solution
containing 0.1-250 mg/ml binding protein. The injectable solution can be composed of
either a liquid or lyophilized dosage form in a flint or amber vial, ampule or pre-filled
syringe. The buffer can be L-histidine (1-50 mM), optimally 5-10 mM, at pH 5.0t0 7.0
(optimally pH 6.0). Other suitable buffers include but are not limited to, sodium
succinate, sodium citrate, sodium phosphate or potassium phosphate. Stabillzers can
be used in both liquid and lyophilized dosage forms, principally 1-50 mM L-Methionine
(optimally 5-10 mM}. Other sultable bulking agents include glycins, arginine, can be
included as 0-0.05% polysorbate-80 (optimally 0.005-0.01%). Additional surfactants
include but are not limited to polysorbate 20 and BRIJ surfactants. The
pharmaceutical composition comprising the binding proteins of the invention prepared
as an injectable solution for parenteral administration, can further comprise an agent
useful as an adjuvant, such as those used to increase the absorption, or dispersion of
a therapeutic protein (e.g., antibody). A particularly useful adjuvant is hyaluronidase,
such as Hylenex®(recombinant human hyaluronidase). Administered hetween others
subcutaneous, intramuscular, transdermal. '

D3: Hylenex®; humanized antibody or antibody portions will be prepared as an
fnjectable solution containing 0.1-250 mg/ml antibody. The buffer can be L-histidine
(1-50 mM) , optimally 5-10mM, at pH 5.0 to 7.0 (optimally pH 6.0). Stabilizers can be
used in both liquid and lyophilized dosage forms, principally 1-50 mM L-Methionine
(optimally 5-10 mM). Additional surfactants include but are not limited to polysorbate
20 and BRI surfactants. The pharmaceutical composition comprising the antibodies
and antibody-portions of the invention prepared as an injectabile soiution for parenteral
administration, can further comprise an agent useful as an adjuvant, such as those
used to increase the absorption, or dispersion of a therapeutic protein (e.g.,

antibody) . A particularly useful adjuvant is hyaluronidase, such as Hylenex®
(recombinant human hyaluronidase) . Addition of hyaluronidase in the injectable
solution improvas human bioavailability following parenteral administration, particularly
subcutaneous administration.

D4: One useful anti-HERZ2 antibody pre-lyophilized formulation as discovered in the
experiments detailed below was found to comprise anti-HERZ2 in amount from about
5-40 mg/ml {e.g 20-30 mg/ml) and sucrose or trehalose in an amount from about
10-100 mM (e.g 40-80 mM), a buffer (e.g histidine, pH 6 or succinate, pH 5) and a.

Form PCT/Separate Shee409 (Shoot 2) (EPO-Aprl 2005)
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surfactant (e.g. a polysorbate). The lyophilized formulation was found to be stable at
40 C for at least 3 months and stable at 30 °C. for at least 6 months. This anti-HER2
formulation can be reconstituted with a diluent to generate a formulation suitable for
intravenous administration comprising anti-HER2 in an amount from about 10-30 mg/
mi which is stable at 2-80 °C for at least about 30 days. Where higher concentrations
of the anti-HER2 antibody are desired (for example where subcutaneous delivery of
the antibody Is the intended mode of administration to the patient), the lyophilized
formulation may be reconstituted to yield a stable reconstituted formulation having a
protein concentration of 50 mg/ml or more; intramuscular or subcutaneous
administration. No hyaluronidase.

D5:  Depolymerization of the viscoelastic component of the interstitial matrix in
animal modeis with a highly purified recombinant human hyaluronidase enzyme
(rHUPH20) increased the dispersion of locally injected drugs, across a broad range of
molecular weights without tissus distortion. rHuPH20 increased infusion rates and the
pattern and extent of appearance of locally injected drugs in systemic blood.
Exemplified is pegylated cytokine (1.5 mug/kg) was injected intravencusly (V)
intradermally (ID) or intradermafly with 100 Units rHUPH20 (ID+rHuPH20). Absolute
bicavailability increased from 61% to 108% (P<0.001) and Cmax increased from
61,782 to 121,750 CPM/g (P<0.0003). (D) rHUPH20 decreases Tmax, increases
Cmax and bioavailability of a therapeutic monoclonal antibody. Monoclenal antibodies
exemplified are infliximab (under item 2.8) and adalimumab (under item 3.6). IgG1 (10
mg/kg) was injected intravenously (V) intradermally (ID) or intradermally with 100
Units rHUPH20 (ID+rHuPH20).

D6: HER2-protein; The anti-HER2 antibody is a humanized version of the murine
anti-HER2 antibody 4D5, preferably huMAb4D5.

D7: Trastuzumab and Pertuzumab synergistically inhibit the survival of breast
cancer ¢ells. Parenteral, including subcutaneous, intramuscular, intravenous,
intradermal, intrathecal, bolus, intratumor injection or epidural

2 After restriction of the set of claims, which has been made within the
disclosures as originally fited (c.f. page 1, lines 2/3 and pagse 4, line 16), the
present application meets the criteria of Article 33(1) PCT, because the
subject-matter of claims 1-26 is new in the sense of Article 33(2) PCT with
respect to D1 and to D2.

3 As far as the requirements of inventive step are concerned, it would appear
that a parson skilled in this art confronted with the problem of looking for
pharmaceutical formulations comprising active anti-HER2 antibody in a highly

Form PCT/3eparate Shest/408 {Sheat 3) (EPD-Apdl 2005)
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concentrated stable formulation being designed for subcutaneous injection
would in principle have been able to deduce In an obvious manner from D4 in
combination with D5 (or D3) to reveal the combinations as claimed. Since
already D1 and D2 show the possibility of a successful combination in the
form of the tandems anti-HER2 antibody and hyaluronidase, like the anti-
HER2 antlbodies Trastuzumabs (e.g. HERCEPTIN®) as disclosed in D1, or of
humanized anti-HER2 antibodies trastuzumab (Herceptin®) or pertuzumab,
as disclosed In D2, combined with hyaluronidase (D1, D2), being
recommended as a possible adjuvant either as purified recombinant
sHASEGP or bovine testicular hyaluronidase (D 1) or as a recombinant human
hyaluronidase {Hylenex®) in D2, it appears to be obvious to combine them in
a subcutaneous formulation.

Howaever, achieving a very high stability over a prolonged period of time, e.g.
several weeks at 2-8°C as a subcutaneous formulation, Is considered to be
surprising, because In fact the high concentration of hyaluronidase is
expected to have a negative impact on the stability of those concentrated
subcutaneous administration forms. Thus, in line with the information in this
file when compared to the teaching of D1-D5 the requirements of inventive
step in the sense of Article 33(3) PCT are met.

4 Claim 15 does not seem to illustrate the invention, being correlated with the
negative statement given on page 41 and contradicting the requirement as
listed under €) of claim 1, risks to imply a situation which is not considered to
be sufficiently clear in the light of Articles 5/6 PCT.

Claim 26 Is considered to be redundant as being free of particular technical
features.

5 Claims 21 to 23 relate to subject-matter considered by this Authority to be
covered by the provisions of Rule 39.1(iv) / 67.1(iv) PCT. Patentability, in
particular novelty and inventive step, of the set of claims has been assessed
on the basis of a purpose-limited product claim taking into account the alleged
affects of the compound/composition. The patentability can be dependent
upon the formulation of the claims.

6 Contrary to ihe requirements of Rule 5.1(a)(ii) PCT, the relevant background
art disclosed in D1-D5 are not mentioned in the description, nor is this
document identified therein.

Fom PCT/Separale Shest/408 (Shaat 4) (EPO-Apsil 2005)




Printed: 17-11-2011 429REPLY PCT/EP 2010/060 930
15808 2011 17:25 " ROCKE BASEL LPB +41 51 681395 NR.551 S /6

~Yia Facalmile Onse 28331 WO
World Intellectual Property
Organization {(WIPQ)

PCT Legal Division

34, chemin des Colombettes
1211 Genéve 20

Basel, November 15, 2011 WAR

Applicant; P. Hoffmann-La Roche AG
Application No.: PCT/EP2010/060930 Cass: 26231 WO

This is 10 reply to the phone interview held on November 4, 2011 in connection
with the above-captioned International Patent Application, Amended claims are herewith
subritted. These claims shall be the basis for the further proceedings,

Claim Amendments;
Applicants have amended claim 1 by further specifying that the claimed

formulation is for subcutaneous Infection. A basis for this amendment can be found
throughout the specification, €. on page 1, lines 2 to 3 and page 4, line 16.

In accordance with the recommendations under Rale 62(2) PCT a copy of this
letter with the amended set of claims Is submitted to the IPEA and via malil to the
Examiner in charge,

Representatjfe:
/
M

Dr, Dieter Wichter

{(GA 22363)
Enclosures:
- amended set of claims (amended pages 70 to 73)
Represemtative: Dietar Waachtar CH-4070 Bagal Tel +41 81 - 688 24 03
Switzerdand Fax +41 61 - 6801395

on" 15.11.2011 16:48:08 - 15.41.2011 16:48:42. This page 2 of 6 was comploted at 15.11,2011 16.48:17
:ceived at the EPO on Nov 15, 2011 16:48:42, Page 2 of 6
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Claims

1. Ahiphly concentrated, stable pharmacentical formulation of a pharmaceutical ly active
anti-HER2 antibody for subcutancous injection comprising:

8. about 50 to 350 mg/ml anti-KER2 antibody;
b. about 1 to 100 mM of a buffering agent providing a pH of 5.5 £+ 2,0;

¢. about 10 500 mM of a stabilizer or a mixture of two or more stabilizers;

d. about 0.01 to 0.08 % of a nonlonio surfactant; and

. e. more than 150 to abeut 16°000 U/ml, about 2°000 U/ml, or about 127000 U/ml,
rospectively of a hyaluronidass enzyme.

. 2. Ahighly concentrated, stable pharmaceutioe! formulation of a pharmaceutically active
anti-HER2 antibody according to claim I, comprising about 1'000 to about 16°000 U/ml of
a hyaluronidase enzyme. _
3. Ahighly concentrated, stable pharmaceutical anti-HER2 antibody formulation according
to claim 1 or claim 2, wherein the anti-HER2 antibody concentration is 100 to 150 mg/ml,
120 & 18 mg/ml, about 110 mg/mi, about 120 mg/ml, or about 130 mg/m, respectively,
' 4. Ahighly concentrated, stable pharmaceutical anti-HER2 antibody formulation according
to any one of claims 1 to 3, wherein the buffering agent is at a concentration of | to 50
mM.
5. Ahighly concentrated, stablo pharmaceutical anti-HER2 antibody formulation according
to any one of claims 1 to 4, wherein the buffering sgent provides a pH of 5.5 = 0.6.
6. A highly concentrated, stable pharmaceutical anti-HER?2 antihody formulation according
to any one of clsims 1 to 5, whercin the buffering agent is a histidine buffer, e.g. 20 mM

histidine/HCl,

10n! 15.14.2011 16:48:08 - 15.11.2011 16:48:42. Tnis page 3 of s VAMENDED SHEET 752854
eceived at the EPO on Nov 15, 2011 16:48:42, Page 3 of 6
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7. Ahighly concentrated, stable pharmaceutical anti-HER2 antibody formulation according
to any one of claima 1 to 6, wherein the stabilizeris a saccharide, such as .8, a,a-trehalose
dihydrate or sucrese.

8. Ahighly concentrated, stable pharmaceutical anti-HER?2 antibody formulation according
to any one of claims I to 7, wherein the stabillzer is at a concentration of 15 to 250 mM or
about 210 mM, respectively.

{ 9. Ahighly concentrated, stable pharmaceutical anti-HER2 antibody formulation according
to claim 7 or 8, wherein methionine is used as a second stabilizer, e.g. in a concentration of
. 5 t0 25 mM.

. 10. A highly concentrated, stable pharmaceutical anti-HER?2 antibody formulation according
ta any one of claims 1 to 9, wherein the nonlonic surfactant is a polyserbate seleoted from
the group consisting of polysorbate 20, polysorbate 80, and polyethylene.polypropylene
copolymer.

11. A highly concentrated, stable pharmaceutical anti-HER?2 antibody formulation aceording
to claim 10, whersin the concentration of the polysorbate is 0.02 % (w/v), 0.04 % (w/v) or
{ 0.06 % (w/v), respectively,
12. A highly concentrated, stable pharmaceutical anti-HER2 sntibody formulation according
to any one of claims 1 to 11, wherein the anti-HER2 antibody is selected from the group of
Trastuzumab, Pertuzumab and T-DM! or a combination of such antibodies.
. 13. A highly concentrated, stable pharmaceutical anti-HER?2 antibody formulation according
to any one of oleims 1 to 12 which is stable upon freezing and thawing.
14, A highly concentrated, stable pharmaceutical anti-HER?2 antibody formulation according

to any one of ¢laims 1 to 13, whercin the hyaluronidase enzyme is rHuPH20.

'0n: 15,13.2011 16:48:08 - 15.11.2011 16:48:42, This page 4 of 6VAMENDED SHEE T 52537
sceived at the EPQ on Nov 15, 2011 16:48:42. Page 4 of 8

244 15-11-2011




| Printed: 17-11-2011: CLMSPAMD PCT/EP 2010/060 930

1S NOY, 2001 17:24 ROCHE BASEL LPB +41 61 6881395 NR. 951§ 5/6
PCT/EP 2010/060 930 - 15-11-2011

-T2

15. A highly concentrated, stable pharmaceutical anti-HRR2 antibody formulation according
to any one of cleims 1 to 13 lacking the hyaluronidase enzyme.

16. A highly concentrated, stable pharmacentical anti-HER2 antib ody formulation according
10 any one of claims 1 to 14 for subcutaneous or intramuscular administration,

17. A highly concentrated, stable pharmacentical anti-HER2 antibody formulation according
to any one of claims 1 to 16 in liquid form.

f 18. A highly concentrated, stable pharmaceutical anti-HER2 antibody formulation according
to any one of claims 1 to 16 in lyophilized form.

19. A highly concentrated, stable pharmaceutical anti-HER2 antibody formulation according
to any one of claims 1 to 18 for the treatment of a disease or disorder amenable to
treatment with an anti-HER2 antibody, such as e.&, cancer or a non-malignant discase.

20. An injection device comprising a highly concentrated, stable pharmacentical anti-HER2
antibody formulation according to eny one of claims 1 to 19,

21. Theuse of 3 formulation according to any one of ¢laims 1 to 19 for the preparation of a
medicament useful for treating a disease or disorder amenable to treatment with an anti-

( HER2 antibody, such as e.g. cancer or a non-malignant diseass in a subject comprising
administering the formulation desoribed herein to & subject in an amount effective to treat
the said disease or disorder,

22. The injection device aceording to claim 20 or the use according to claim 21 wherein the

. formulation is co-administered concomitantly or sequentially with a chemotherapeutic

agent.
23. A method of treating a diseass or disorder which is amenable to treatment with an anti-

HERZ antibody such as cancer or a non-malignant disease in a subject comprising

on: 15.11.2011 16:48:08 - 15.11.2017 16:48:42, This pago 5 of 6 VAMENDED SHEE T 7e:38:38
eceived at the EPO on Nov 15, 2011 16:48:42. PageSof 8
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P
administering a formulation according to any one of olaims 1 to 19to a subject in an
amount effective to treat the said disease or disorder.

24, A kit comprising one or more vials containing the formulation according to any one of
claims 1 to 19 and instructions for subcutaneous administration of the formulation to s
patient,

25. The kit according to clalm 24 further comprising an injection device for subcutaneous
administration of the formulation to a patient,

26. The invention as berein before described.

on: 15.11.2011 16:48:08 - 15.11.2011 16:48:42, This page 6 of 6 VAMENDED SHEE Ti 757543
:ceived at the EPO on Nov 15, 2011 16:48:42, Page 6 of 6
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MODIFICACIONES A LAS REIVINDICACIONES
PRESENTADAS EN FASE INTERNACIONAL
{INDICADAS EN EL REPORTE PRELIMINAR SOBRE

PATENTABILIDAD)

Atentamente me permito informar a ese Despacho que el Capitulo
Reivindicatorio tal como fue presentado originalmente en Fase
Internacional fue modificado en dicha instancia bajo el Reporte

Preliminar Internacional sobre Patentabilidad.

Las maodificaciones realizadas se encuentran plenamente
sustentadas en la descripcion de la presente invencidon y en este
sentido, no configuran una ampliacion de! invento o de la

divulgacidn contenida en la solicitud presentada.

a2



10

15

20

25

FORMULACION SUBCUTANEA DE ANTICUERPO ANTI-HER2
RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invencidn esta relacionada con una formulacién farmacéutica
altamente concentrada y estable de un anticuerpo anti-HER2 farmacéuticamente
activo, como por ejemplo el Trastuzumab (HERCEPIN™), Pertuzumab o T-DM1,
0 una mezcla de tales moléculas de anticuerpo para la inyeccién subcutadnea. En
particular, la presente invencion esta relacionada con formulaciones que com-
prenden, ademas de una cantidad adecuada del anticuerpo anti-HERZ2, una can-
tidad efectiva de al menos una enzima hialuronidasa como una formulacién
combinada o para su utilizacién en forma de una co-formulacion. Dichas formu-
laciones comprenden adicionalmente al menos un agente tamponante, como por
ejemplo un tampdn de histidina, un establlizante o una mezcla de dos 0 mas es-
tabilizantes (por ejemplo un sacarido, como por ejemplo la a,a-trehalosa dihidra-
tada o la sacarosa, y opcionalmente metionina como segundo estabilizante}, un
tensioactivo no idnico y una cantidad efectiva de al menos una enzima hialuroni-

dasa. También se proporcionan los métodos para preparar tales formulaciones y

Ia utilizacién de las mismas.

SECTOR: Industria farmacéutica, especificamente una formulacién farmacéutica
altamente concentrada y estable de un anticuerpo anti-HER2 para administra-
cion subcuténea y método de preparaciéon de dicha formulacion.
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FORMULACION SUBCUTANEA DE ANTICUERPO ANTI-HER2

La presente invencién esta relacionada con formulaciones altamente con-
centradas, farmacos estables de un anticuerpo anti-HER2 farmacéuticamente
activo o una mezcla de dichas moléculas de anticuerpo para inyeccion subcuta-
nea. Dichas formulaciones comprenden, ademés de altas cantidades de anti-
cuerpo anti-HERZ2 o mezcla del mismo, un agente tamponador, un estabilizante
0 una mezcla de dos o mas agentes estabilizantes, un tensioactivo no idnico y
una cantidad efectiva de al menos una enzima hialuronidasa. La invencién tam-
bien esta relacionada con un proceso para la preparacion de dicha formulacién y
a los usos de dicha formulacién,

El uso farmacéutico de los anticuerpos ha aumentado con el paso del
tiempo. En muchos casos dichos anticuerpos se inyectan via intravenosa (1V).
Desgraciadamente, la cantidad de anticuerpo que puede inyectarse a través de
la via intravenosa esta limitada por las propiedades fisico quimicas del anticuer-
po, en particular mediante su solubilidad y estabilidad en una formulacién liquida
adecuada y mediante el volumen del liquido de infusién. Las rutas alternativas
de administracion son la inyeccion subcutanea o intramuscular. Estas vias de
inyeccién requieren altas concentraciones de proteina en la solucién final a in-
yectar [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
propuestc utilizar enzima(s) glicosaminoglicanasa para aumentar el espacio

intersticial en el que la formulacion de anticuerpo puede inyectarse
[W02006/091871].
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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 co-
ntra el receptor HER2 (anti HER2) que se comercializa en la actualidad en Euro-
pa en forma de un polvo liofilizado de 150 mg (que contiene el anticuerpo, a,a-
trehalosa dihidratada, L-histidina y clorhidrato de L-histidina y polisorbato 20}
que debe reconstituirse para las infusiones con agua para inyeccion para pro-
porcionar una dosis de inyeccién 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 vascuiar (VEGF) que se comercializa en la ac-
tualidad en Europa como una formulacidn liquida en dos tipos de viales: a) Be-
vacizumab 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 poli-
sorbato 20.

Mientras que las formulaciones de anticuerpo anteriores son adecuadas
para la administracion intravenosa, existe un deseo de proporcionar formulacio-
nes altamente concentradas, estables de anticuerpos terapeuticamente activos
para la inyeccion subcutanea. La ventaja de las inyecciones subcutaneas es que
permiten al médico realizarlas en una intervencion mas bien corta con el pacien-
te. Ademas, el paciente puede ser entrenado para realizar por si mismo la in-
yeccion subcutanea. Dicha autoadministracion es particularmente atil durante la
dosis de mantenimiento debido a que no se necesita cuidado hospitalario (re-
duccidon de la utilizacion de recursos sanitarios). Normalmente las inyecciones

mediante la ruta subcutanea estan limitadas a aproximadamente 2 ml. Para los
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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 administracion subcu-
tanea 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 (concentracién: 50 mg anticuerpo /ml de volu-
men de inyeccion).

XOLAIR™ (Omalizumab) un anticuerpo monoclonal dirigido contra la in-
munoglobulina E (anticuerpo anti IgE} que se comercializa en la actualidad en
forma de polvo liofilizado de 150 mg (que contiene el anticuerpo, sacarosa, histi-
dina y clorhidrato de histidina monchidratada y polisorbato 20) que debe recons-
tituirse con agua para inyeccion subcutanea para proporcionar una dosis para
inyeccion de 125 mg/ml.

En la actualidad no esta disponible en el mercado para su comercializa-
cién 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 anti-
cuerpos terapéuticamente activos para la inyeccion subcutanea.

La inyeccién de farmacos parenterales en la hipodermis esta limitada ge-
neralmente a volumenes inferiores a 2 ml debido a la resistencia viscoelastica a
la conductancia hidraulica en el tejido subcutaneo (SC), debido a la contrapre-
si6n generada en la inyeccion [Aukland K. y Reed R., “Interstitial-Lymphatic Me-
chanisms in the contro! of Extracellular Fluid Volume”, Physiology Reviews”,
1993, 73:1-78], asi comao 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
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particulares utilizadas debida que cada proteina posee un comportamiento de
agregacion diferente. Se sospecha que los agregados provocan inmunogenici-
dad de proteinas terapéuticas en al menos alguno de los casos. La reaccion in-
munogénica frente a los agregados de proteina o anticuerpo puede conducir a la
neutralizacidén de los anticuerpos que pueden hacer inefectivos la proteina o an-
ticuerpo terapéutico. Parece que la inmunogenicidad de los agregados de pro-
teina es mas problemaético junto con las inyecciones subcutaneas, mientras que
la administracién repetida aumenta el riesgo de una respuesta inmune.

Mientras que ios 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 glucosi-
lacion. Ademas puede haber modificaciones postraduccionales como la carga y
las variantes de glucosilacién. En el caso particular de los anticuerpos anti-HER2
dichas modificaciones postraduccionales se describen por ejemplo para el anti-
cuerpo monoclonal humMAb4D5-8 humanizado (= Trastuzumab). Se han des-
arroflado métodos particulares de purificacion para la eliminacion de por ejemplo
las variantes acidicas y Basey, C.D y Blank, G.S. en W(099/57134 proporciona-
ron por primera vez las composiciones que comprenden una cantidad reducida
de variantes acidicas (predominantemente variantes desamidadas en las que
unc 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 acidico).

Las formulaciones de anticuerpo estable liofilizado que comprende un lio-
protector, un tampon 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 inclu-

ye anticuerpos monoclonales formulados en tampbén histidina-acetato, pH 5,5 a
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6,5, preferiblemente 5,8 a 6,2,

El problema a resolver por la presente invencidén es por lo tanto propor-
cionar nuevas formulaciones farmacéuticas estables altamente concentradas, de
un anticuerpo farmacéuticamente activo anti-HER2 o una mezcla de dichas mo-
léculas de anticuerpo para inyeccion subcutanea. Dichas formulaciones com-
prenden, ademas de las altas cantidades de anticuerpo anti-HERZ2 o mezclas de
los mismos, un agente tamponador, un estabilizante ¢ una mezcla de dos 0 mas
estabilizantes, un tensioactivo no iénico y una cantidad efectiva de al menos una
enzima hialuronidasa. La preparacion de formulaciones de anticuerpo altamente
concentrado es un reto debido al aumento potencial en la viscosidad a una con-
centraciéon de proteina superior y un aumento potencial en la agregacidén de pro-
teina, un fenémeno que es per se dependiente de la concentracién. Las altas
viscosidades afectan negativamente en la capacidad del proceso (por ejemplo
pasos de bombeo y filtracion) de las formulaciones de anticuerpo y a la adminis-
tracion {(por ejeniplo la capacidad de la jeringa). Mediante la adicidén de excipien-
tes, pueden disminuirse las altas viscosidades en algunos casos. El control y
analisis de la agregacion de proteina es un reto cada vez mayor. La agregacién
se encuentra potencialmente durante varios pasos del proceso de fabricacion,
que incluye fermentaciodn, purificacién, formulacién y durante el almacenamiento.,
Diferentes factores, como la temperatura, concentracion de proteina, estrés por
agitacion, congelacion y descongelacion, efectos del solvente y del tensioactivo,
y modificaciones quimicas, pueden influir en el compeortamiento de 1a agregacion
de una proteina terapéutica. Durante el desarrollo de un formulaciéon de anti-
cuerpo altamente concentrada, la tendencia a la agregacién de la proteina debe
monitorizarse y controlarse mediante |a adicidon de varios excipientes y tensioac-
tivos [Kiese S. et al., J. Pharm. Sci., 2008; 97(10); 4347-4366]. El reto de prepa-
rar formulaciones farmacéuticas estables adecuadas altamente concentradas,

del anticuerpo anti-HER2 farmacéuticamente activo de acuerdo con la presente
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invencion aumenta por el hecho que dos proteinas diferentes deben formularse
en una formulacion liquida de forma que la formulacién permanezca estable du-
rante varias semanas y los ingredientes farmacéuticamente activos permanez-
can activos durante el almacenamientic adecuado.

En un primer aspecto, la presente invencidn proporciona una formulacion
farmacéutica estable altamente concentrada, de un anticuerpo farmacéutica-
mente activo anti-HER2 o una mezcla de dichas moléculas de anticuerpo para
inyeccién subcutanea, que esta lista para usar.

Mas en particular la formulacién farmacéutica estable altamente concen-
trada, de un anticuerpo farmaceéuticamente activo anti-HER2 de la presente in-
vencién comprende:

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

- alrededor de 1 a 100 mM de un agente tamponador que proporciona un
pHde 55120,

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

- de un 0,01 a un 0,1 % de un tensioactivo no iénico; y

- una cantidad efectiva de al menos una enzima hialuronidasa.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona el uso de una formu-
lacién para |la preparacion de un medicamento atil para tratar una enfermedad o
trastorno susceptible de tratarse con un anticuerpo anti-HER2 como por ejemplo,
el cancer o una enfermedad no tumoral en un sujeto que comprende la adminis-
tracién de la formulacién descrita hasta aqui a un sujeto en una cantidad efectiva
para tratar dicha enfermedad o trastorno. E!l anticuerpo anti-HER2 puede coad-
ministrarse de forma concomitante o secuenciaimente con un agente quimiote-

rapéutico.

En ofro aspecto, la presente invencion proporciona métodos para tratar
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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 'a administracién de la formulacion descrita hasta aqui 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 HERZ,
de forma que el anticuerpo HER2 en |a formulacién farmacéutica SC terapéutica
de acuerdo con la presente invencidon es capaz de unirse a las células afectadas.

L.a presente invencion también proporciona composiciones farmacéuiicas
que contienen una formulacién farmacéutica estable aitamente concentrada, de
un anticuerpo anti-HER2 farmacéuticamente activo o una mezcla de dicho anti-
cuerpo y una cantidad adecuada de al menos una enzima hialuronidasa en for-
ma de un equipo que comprende ambos componentes inyectables e instruccio-
nes adecuadas para su administracién subcutanea.

Otro aspecto de la presente invencién esta relacionado con los dispositi-
vos de inyeccion que comprende una formulacién farmacéutica estable altamen-
te 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 hialuronida-
sa como una formulacién combinada o como una formulacion separada para la
coadministracion.

La formulacion farmacéutica estable aitamente concentrada, de un anti-
cuerpa farmacéuticamente activo anti-HER2 de la presente invencién puede
proporcionarse en forma liquida o puede proporcionarse en forma liofilizada. De
acuerdo con las ensefianzas de WO 97/04801, la concentracion de anticuerpo
en la formulacion reconstituida puede aumentarse mediante |a reconstitucion de
una formulacion liofilizada para proporcionar una concentracién de proteina en la

formulacion reconstituida que es de alrededor de 2-40 veces superior que la
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concentracién de proteina en la mezcla antes del paso de liofilizacion.

La concentraciéon de anticuerpo anti-HERZ2 es de 100 a 150 mg/ml, por
ejemplo de 120 + 18 mg/ml, alrededor de 110 mg/mi, alrededor de 120 mg/ml o
alrededor de 130 mg/ml.

LLa concentracién 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 sindénimo de “agente estabilizante” en la
presente descripcion de patente) es por ejemplo un carbohidrato o sacarido o un
azUcar admitido por las autoridades como un aditivo adecuado o excipiente en
las formulaciones farmacéuticas, por ejemplo a,a-trehalosa dihidratada o saca-
rosa. La concentracion del estabilizante es de 15 a 250 mM, o 150 a 250 mM, o
alrededor de 210 mM. La formulacion puede contener un estabilizante secunda-
rio, en el que este estabilizante secundario puede ser metionina, por ejemplo, en
una concentracion de 5 a 25 mM o en una concentracién de 5 a 15 mM (por
ejemplo metionina en una concentracion de alrededor de 5mM, a alrededor de
10 mM o alrededor de 15 mM).

Ejemplos adecuados de tensioactivos farmacéuticamente aceptables in-
cluye ésteres de acidos grasos de polioxietilen sorbitan (Tween), polietilen poli-
propilenglicoles, polioxietilen estearatos, éteres de polioxietilen alquilo, por
ejemplo éter de polioxietilen monolauril, éteres de alquilfenilpolioxietileno (Triton-
X), copolimero de polioxietilen polioxipropilen (Poloxadmero, Plurénico), y dodecil
sulfato sodico (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
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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 alguilo mas adecuados son aquellos comercializados
bajo la marca comercial de Brij™. Los éteres de alquilfenilpolioxietilieno méas
adecuados son aquellos comercializados bajo la marca comercial de Triton-X. El
tensioactivo no idnico puede ser un polisorbato, seleccionado por ejemplo de en-
tre el grupo de polisorbato 20, polisorbato 80 y copolimeros de polietilen polipro-
pileno. La concentracion de un tensioactivo no idnico es de 0,01 a 0,1 % (p/v), ©
0,01 a 0,08 % (p/v), 0 0,025 a 0,075 % (p/v), 0 mas particularmente alrededor de
0,02, 0,04 0 0,06 % (p/v).

La concentracién de la enzima hialuronidasa depende de la actual enzima
hialuronidasa utilizada en la preparacion de la formulacién de acuerdo con la in-
vencién. Una cantidad efectiva de la enzima hialuronidasa puede determinarse
faciimente por el experto en la materia en la descripcién de mas adeiante. Se
proporcionara en una cantidad suficiente para que sea posible un aumento en la
dispersion y absorcion del anticuerpo anti-HER2 coadministrado. La cantidad
minima de la enzima hialuronidasa es de > 150 U/ml, Mas particularmente |a
cantidad efectiva de la enzima hialuronidasa es de alrededor de 1.000 a 16.000
U/ml, en la que dicha cantidad corresponde a airededor de 0,01 mg a 0,16 mg
de proteina basada en una actividad especifica asumida de 100.000 U/mg. Al-
ternativamente la concentracion de la enzima hialuronidasa es de alrededor de
1.500 a 12.000 U/ml, o mas particularmente alrededor de 2.000 U/ml o alrededor
de 12.000 U/ml. Las cantidades especificadas hasta aqui corresponden a la can-
tidad de enzima hialuronidasa inicialmente afadida a la formulacién. Como se
evidencia en los ejemplos de formulaciones, Ias concentraciones de enzima hia-
luronidasa medidas en la formulacién final puede variar dentro de cierto rango.
Asi, por ejemplo ia medicidn actual de la concentracién de enzima hialuronidasa

(EH) medida justo después de afiadir 12.000 U/ml de enzima mostré variaciones
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entre 12.355 U/ml a 15.178 U/ml (véase Tablas 1 Formulaciones A a F y Tabla 3
Formulacién H). La enzima hialuronidasa esta presente como una formulacion
final combinada o para utilizar para la coadministracién, por ejemplo como una
coformulacién como se describe mas adelante. La cuestién importante para la
formulacion de acuerdo con la presente invencién es que a la vez esta lista para
utilizar y/o se inyecta, posee la composicién segun lo establecido en las reivindi-
caciones adjuntadas. La proporcién (p/p) de la enzima hialuronidasa respecto al
anticuerpo anti-HERZ2 estd en el rango de 1: 1.000 a 1 : 8.000, o en el rango de
1:4.000a1:5.000 o alrededor de 1 : 6.000.

La enzima hialuronidasa puede derivar de muestras de animales, mues-
tras humanas o fabricada segln la tecnologia de DNA recombinante como se
describe mas adelante.

En algunas realizaciones las formulaciones farmacéuticas estables alta-
mente concentradas, de anticuerpo anti-HER2 de acuerdo con |a presente in-
vencion presentan una de las siguientes composiciones:

a) 100 a 150 mg/m! de anticuerpo anti-HER2, por ejemplo selecciona-
do de entre el grupo de Trastuzumab, Pertuzumab y T-DM1; 1 a 50 mM de un
tampén histidina, por ejemplo L-histidina / HCIl a un pH de alrededor de 5,5; 15 a
250 mM de un estabilizante que es por ejemplo a,a-trehalosa dihidratada, y op-
cionalmente metionina como un segundo estabilizante a una concentraciéon de 5
a 25 mM; alrededor de 0,01 a 0,08 % de un tensioactivo no idnico; y >150 a
16.000 U/ml, mas particularmente de 1.000 a 16.000 U/ml de una enzima hialu-
ronidasa como por ejemplo rHuPH20, por ejemplo a una concentracién de alre-
dedor de 2.000 U/ml o alrededor de 12.000 U/ml.

b) 120 £ 18 mg/ml de anticuerpo anti-HERZ, por ejemplo seleccionado
de entre el grupo de Trastuzumab, Pertuzumab y T-DM1; 10 a 30 mM, o alrede-
dor de 20 mM de un tampén histidina como por ejemplo L-histidina / HCl a un pH

de alrededor de 5,5; 150 a 250 mM o alrededor de 210 mM de un estabilizante,
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que es por ejemplo a,a-trehalosa dihidratada, y opcionalmente metionina como
segundo estabilizante a una concentracion de 5 a 25 mM, 0 5 a 15 mM, o alre-
dedor de 10 mM; alrededor de 0,01 a 0,08 % de un tensioactivo no ionico; y
1.000 a 16.000 Ufml, o0 1.500 a 12.000 U/ml, alrededor de 2.000 U/ml o alrede-
dor de 12.000 Wml de una enzima hialuronidasa como por ejemplo rHUPH20.

c) Alrededor de 120 mg/ml de anticuerpo anti-HERZ2, por ejemplo se-
leccionado de entre el grupo de Trastuzumab, Pertuzumab y T-DM1; 10 a 30
mM, ¢ alrededor de 20 mM de un tampdn histidina, como por ejemplo L-histidina
/ HCl 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 opcio-
nalmente metionina como un segundo estabilizante a una concentracién 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, o 1.500 a 12.000 U/ml, 0 mas par-
ticularmente alrededor de 2.000 U/ml o alrededor de 12.000 U/ml de una enzima
hialuronidasa como por ejemplo rHuPH20.

d}  Alrededor de 120 mg/ml de anticuerpo anti-HERZ2, por ejemplo se-
leccionado de entre el grupo de Trastuzumab, Pertuzumab y T-DM1; alrededor
de 20 mM de un tampdn histidina como por ejemplo L-histidina / HCl a un pH de
alrededor de 5,5; alrededor de 210 mM de a,a-trehalosa dihidratada, y opcio-
nalmente alrededor de 10 mM de metionina como segundo estabilizante; 0,04 o
0,06 % de polisorbato 20; vy alrededor de 12.000 U/ml de una enzima hialuroni-
dasa como rHuPHZ20; y particularmente la Formulacion A especificada mas ade-
lante.

e}  Alrededor de 120 mg/ml de anticuerpo anti-HER2, por ejemplo se-
leccionado de entre el grupo de Trastuzumab, Pertuzumab y T-DM1; alrededor
de 20 mM de un tampon histidina como por ejemplo L-histidina / HCl a un pH de
alrededor de 5,5; alrededor de 210 mM de a,o-trehalosa dihidratada, y opcio-

nalmente 10 mM de metionina como segundo estabilizante; 0,04 o 0,06 % de
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polisorbato 20; y alrededor de 2.000 U/ml de una enzima hialuronidasa como
rHuPH20; y particularmente la Formulacién X especificada més adelante.

f) Una formulacion liofilizada que comprende 120 mg/ml de anticuer-
po anti-HERZ2, por ejemplo seleccionado de entre el grupo de Trastuzumab, Per-
tuzumab y T-DM1; 20 mM de un tampén histidina como por ejemplo L-histidina
fHC| a un pH de alrededor de 5,5; 210 mM de a,'a—trehalosa dihidratada y opcio-
nalmente 10 mM de metionina como segundo estabilizante; alrededor de 0,04 a
0,06 % de un tensioactivo no iénico; y particularmente la Formulacién Y especifi-
cada mas adelante. Estas formulaciones pueden reconstituirse con 1.000 a
16.000 U/mi, 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.

En otra realizacion las formulaciones farmacéuticas altamente concentra-
das, estables de anticuerpo anti-HER2 de acuerdo con la presente invencién po-
seen una de las composiciones especificadas en la Tabla 1, 3 y 4, en la que las
formulaciones C, D, E y F son menos preferibles debido a las propiedades me-
nos deseables descritas en los Ejemplos y en la Tabla 1.

Se ha propuesto facilitar la inyeccidén subcutanea de proteinas terapéuti-
cas y anticuerpos utilizando pequefias cantidades de glicoprotefnas solubles de
hialuronidasa (sHASEGPs); véase W02006/091871. Se ha observado gue la
adicién de dichas glicoproteinas solubles de hialuronidasa (como una formula-
cion combinada o mediante coadministracién) facilita la administraciéon del far-
maco terapeutico en la hipodermis. La despolimerizacién rapida de hialuronano
HA en el espacio extracelular, la SHASEGP reduce la viscosidad de! intersticio,
aumentando asi la conductancia hidraulica y permitiendo la administracién 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 [a

viscosidad intersticial reducida permite una mayor dispersién, aumentando de
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forma potencial la biodisponibilidad sistémica de! fa&rmaco terapéutico adminis-
trado por via SC.

Las formulaciones farmaceéuticas altamente concentradas, estables de la
presente invencion que comprende una glicoproteina soluble de hialuronidasa
son por lo tanto particularmente adecuados para la inyeccién subcutanea. El ex-
perto en la materia entiende claramente que dicha formulacién que comprende
un anticuerpo anti-HER2 y una glicoproteina soluble de hialuronidasa puede
proporcionarse para la administracion en forma de un formulacion Unica combi-
nada o alternativamente en forma de dos formulaciones separadas que pueden
mezclarse justo antes de la inyeccion subcutanea. Alternativamente el anticuer-
po 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
pesible inyectar los agentes terapéuticos presentes en la formulacion de acuerdo
con la presente invencién como inyecciones consecutivas, por gjemplo primero
la glicoproteina soluble de hialuronidasa seguida de la inyeccién de la formula-
cion de anticuerpo anti-HER2. Estas inyecciones pueden también realizarse en
el orden inverso, inyectando primero la formulacion de anticuerpo anti-HER2 se-
guido de la inyeccién de la de la glicoproteina soluble de hialuronidasa. En el
caso de que el anticuerpo anti-HER2 vy la glicoproteina soluble de hialuronidasa
se administren como inyecciones separadas, una o ambas de las proteinas de-
ben proporcionarse con el agente tamponador, el(los) estabilizante(s) y el ten-
sioactivo nc iénico en las concentraciones como se especifica en las reivindica-
ciones anexadas pero excluyendo la enzima hialuronidasa. La enzima hialuroni-
dasa puede proporcionarse entonces por ejemplo en un tampdn 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 po-
lisorbato 20 o polisorbato 80. En particular la enzima hialuronidasa se proporcio-

na en tampdon 20 mM de L-histidina / HCI a un pH de 6,5, 130 mM de NaCl, 0,05
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% (p/v) de polisorbato 80 como se ejemplifica especificamente en la Formula-
cion G de la Tabla 1 de mas adelante.

Tal como se ha dicho antes, la glicoproteina soluble de hialuronidasa
puede considerarse como un excipiente adicional en la formulacién anti-HER2.
La glicoproteina soluble de hialuronidasa puede afadirse a |la formulacién anti-
HERZ2 en el momento de la fabricacién de la formulacién anti-HERZ2 o puede
afadirse justo antes de la inyeccion. Alternativamente la glicoproteina soluble de
hialuronidasa puede proporcionarse como una inyeccién 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 inyeccién subcutanea, o puede proporcionarse como una
formulacién liquida por el fabricante. La formulacion anti-HERZ2 y la glicoproteina
soluble de hialuronidasa pueden procurarse como entidades separadas o pue-
den también proporcionarse como equipos que comprenden ambos componen-
tes de inyeccién e instrucciones adecuadas para su administracién subcutanea.
Las instrucciones adecuadas para la reconstitucién y / ¢ administracion de una o
ambas formulaciones puede también proporcionarse.

Por lo tanto la presente invencion también proporciona composiciones
farmacéuticas que consisten en una formulacion farmacéutica estable altamente
concentrada, de un anticuerpo farmacéuticamente activo anti-HER2 o una mez-
cla de dicho anticuerpo y una cantidad adecuada de al menos una enzima hialu-
ronidasa en forma de un equipo que comprende ambos componentes inyecta-
bles e instrucciones adecuadas para su administracién subcutanea.

Otro aspecto de la presente invencién esta relacionado con los dispositi-
vos de inyeccion que comprende una formulacién farmacéutica estable altamen-
te concentrada, de acuerdo con la presente invencién. Dicha formulaciéon puede
consistir en un anticuerpo anti-HER2 farmacéuticamente activo 0 una mezcla de

dichas moléculas de anticuerpo y excipientes adecuados como se describe mas
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adelante y puede comprender ademas una glicoproteina soluble de hialuronida-
sa como una formulacion combinada o como una formulacion 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.
Tambien se denominan anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados ¢ an-
ticuerpos totalmente humanos. También pueden ser anticuerpo anti-HERZ2 de
longitud completa; fragmentos de anticuerpo anti-HER2 con la misma actividad
biolégica; que incluye variantes de secuencia de aminoacidos y / o variantes de
glicosilacién de dichos anticuerpos o fragmentos. Ejemplos de anticuerpos anti-
HERZ2 humanizados se conocen bajo los nombres INN Trastuzumab y Pertuzu-
mab. Otro anticuerpo anti-HERZ2 adecuado es T-DM1, que es un conjugado de
anticuerpo-toxina que consiste de huMAb4D5-8 (HERCEPTIN™) y un maitansi-
noide (a saber, DM1 = N?-deacetil-N?-(3-mercapto-1-oxopropil)-maitansina; un
agente antimicrotubulos altamente potente) que conjugado (con un enlazante
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 Carcinoge-
nesis, 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); W094/00136; 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 esta-
dounidense N° 5.783.186; y Klapper et al., Oncogene, 14:2099-2109 (1997). El
anticuerpo terapéutico anti-HER2 con mas éxito es el Trastuzumab comerciali-

zado por Genentech Inc. y F. Hoffmann-La Roche Ltd bajo el nombre comercial



10

15

20

25

-17-

de HERCEPIN™. Mas detalles sobre el antigeno HER2 y los anticuerpos dirigi-
dos 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-HERZ2 como por ejemplo Trastuzumab y Pertuzumab o T-DM1 y
Pertuzumab. Se ha encontrado que la combinacién de Pertuzumab y Trastuzu-
mab es activa y bien tolerada en pacientes con cancer de mama metastasico
HERZ2-positivo que han sufrido una progresién antes de la terapia con trastuzu-
mab [véase por ejemplo Baselga, J. et al., Journal of Clin. Oncol. Vol 28 (7) 2010:
pp. 1138-1144]. La formulacién de acuerdo con la presente invencion se ejempli-
fica aqui con el anticuerpo anti-HER2 Trastuzumab. Los términos "Trastuzumab”,
“Pertuzumab’ y “T-DM1” abarcan todos los correspondientes anticuerpos anti-
HERZ2 que cumplen todos los requisitos necesarios para obtener una autoriza-
cién de comercializacién como un producto idéntico o biosimilar en un pais o te-
rritorio seleccionado de entre el grupo de paises que consisten en los Estados
Unidos, Europa y Japén. Trastuzumab posee las regiones COR 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 antiproliferaciéon de BT-
474 [Nahta, R. et al., “The HER-2-targeting antibodies Trastuzumab and Pertu-
zumab 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 10* U/mg. EI T-
DM1 se describe en la WO 2005/117986.

HERCEPIN™ (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 reci-
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bido al menos dos regimenes de quimioterapia para su enfermedad metastasica.
Antes de la quimioterapia debe haberse incluido al menos una antraciclina y un
taxanc a no ser que los pacientes sean inadecuados para estos tratamientos.
Los pacientes positivos para el receptor hormonal deben también haber fracasa-
do en la terapia hormonal, a no ser que los pacientes sean inadecuados para
estos tratamientos.

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

- En combinacién con docetaxel para el tratamiento de estos pacien-
tes que no han recibido quimioterapia para su enfermedad metastasica.

- En combinacién con un inhibidor de aromatasa para el tratamiento
de pacientes postmenopdausicas 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 pa-
cientes con CMM que poseen tumores que sobreexpresan HER2 para el trata-
miento de pacientes con cancer de mama de estadio temprano HER2- positivo
(CMT) seguido de cirugia, quimioterapia (neoadyuvante o adyuvante} y radiote-
rapia (si es aplicable}.

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

Los regimenes dé dosificacién estan aprobados en la actualidad para
Trastuzumab (Tabla 1); una vez a la semana (q1w)} y cada 3 semanas (g3w) pa-
ra ambos cancer de mama metastasico (CMM) y cancer de mama temprano
(CMT). En el régimen de dosis g1w la dosis de carga es de 4 mg/kg seguida de
una dosis a 2 mg/kg. En el régimen de dosis q3w la dosis de carga es de 8
mg/kg seguida de una dosis posterior a 6 mg/kg.

Como se ha dicho antes, HERCEPIN™ (Trastuzumab) para la adminis-
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tracion intravenosa se comercializa en la actualidad en forma liofilizada en viales.
En la formulacidn 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 esteril que contiene los siguientes componentes: 150 mg de Trastuzu-
mab (156,3 mg efectivos para asegurar que la cantidad nominal de 150 mg pue-
de 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 OOtrehalosa dihidratada, 0,63
mg de Polisorbato 20. El liofilizado disuelto contiene alrededor de 24 mg/mi de
Trastuzumab, 5 mM L-histidina/HC! pH 6,0, 60 mM de a,a-trehalosa dihidratada,
0,01% de polisorbato 20. La solucion se afiade entonces a la solucidén de infu-
sion y de:spués la infusién se administra a el paciente durante 90 minutos (las
infusiones posteriores pueden administrarse durante 30 minutos en el CMM, si
se tolera bien}.

Se conoce un nimero de glicoproteina soluble de hialuronidasa en el es-
tado de la técnica. Para poder definir mejor la funcién, el mecanismo de accién y
las propiedades de dichas glicoproteinas solubles de hialuronidasa, se propor-
ciona la siguiente informacién de fondo.

La matriz SC (hipodérmica) intersticial estd comprendida por una red de
proteinas fibrosas incrustadas dentro de un gel viscoelastico de glicosaminogli-
canos. El hialuronano (HA), que es un disacarido lineal repetido no sulfatado, es
el glicosaminoglicano mas destacado del tejido SC. ElI HA se secreta en el in-
tersticio 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 accidn de las hialuronidasas y exoglicosidasas lisosomales. Aproximadamente
el 50% del hialuronano en el cuerpo se produce por &l tejido SC, que se encuen-
tra aproximadamente a 0,8 mg/gm peso hiumedo 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
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al., “Catabolism of hyaluronan in rabbit skin takes place locally, in lymph nodes
and liver’, Exp. Physiol. 1891; 76: 695-703]. Como principal constituyente dei
componente similar a un gel de la matriz hipodérmica, el HA contribuye significa-
tivamente a su viscosidad.

Los glicosaminoglicanos (GAG) son polisacéridos lineales complejos de la
matriz extracelular (MEC). Los GAG se caracterizan por repetir las estructuras
de disacaridos de una hexosamina N-sustituida y un &cido urénico (en el caso
de hialuronano (HA), condroitin sulfato (CS), condroitin (C), dermatan sulfato
(DS), heparan sulfato (HS), y heparina (H}}, o una galactosa (en el caso de que-
ratan sulfato (KS)). Excepto para el HA, todos existen unidos covalentemente a
las proteinas principales. Los GAG con sus proteinas principales se refieren es-
tructuralmente como 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 fenémeno bioldégico asociado
con la motilidad celular que incluye un desarrollo rapido, regeneracion, repara-
cion, embriogénesis, desarrollo embrionario, curacién de heridas, angiogénesis,
y tumorogénesis (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 et al., FASEB J. 1993; 7:1233-1241]. Ademas, los niveles de hialuro-
nano 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 extraceiular de muchas células, espe-
cialmente en los tejidos conectivos blandos. Al HA se le ha asignado varias fun-

ciones fisioldgicas, como es la homedstasis de proteinas en agua y plasma [Lau-
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rent T.C. et al., FASEB J., 1992; 6: 2397-2404]. La produccion de HA aumenta
en las celulas en proliferacion y puede tener un papel importante en la mitosis.
También se ha visto implicado en la locomocion y migracion celular. EI HA pare-
ce tener papeles importantes en la regulacién, desarrollo y diferenciacion celular
[Laurent et al., supra].

La HA se ha utilizado ampliamente en la medicina clinica. Sus propieda-
des protectoras de tejido y rheolégicas son Otiles en la cirugla oftalmica (por
ejemplo para proteger el endotelio de la cérnea durante la cirugia de cataratas).
El HA en suero es diagnostico de enfermedad hepatica y varias condiciones in-
flamatorias, como la artritis reumatoide. El edema intersticial provocado por la
acumulacion de HA puede provocar la disfuncidn en varios érganos [Laurent et
al., supral.

Las interacciones de proteina de hialuronano también estan implicadas
en la estructure de la matriz extracelular "sustancia fundamental®.

Las hialuronidasas son un grupo de enzimas generalmente activas neu-
trales 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 vy,
hasta cierto grado, CS y DS. Son endo-beta-N-acetilhexosaminidasas que actu-
an mediante una reaccién de beta eliminacién que produce principalmente dis-

acaridos como productos finales.

3. Hialuronidasas (EC 3,2,1,36)} de sanguijuelas, otros parasitos, y crusta-
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ceos que son endo-beta-glucuronidasas que generan tetrasacéridos y hexasaca-
ridos como productos finales a través de hidrdlisis del eniace beta 1-3.

Las hialuronidasas de mamiferos pueden dividirse ademas en dos grupos:
enzimas activas neutrales ¢ acidas. Existen seis genes similares a la hialuroni-
dasa en el genoma humano, HYALI, HYAL2, HYAL3, HYAL4, HYALPI vy
PH20/SPAM1. HYALPI es un pseudogen, y HYAL3 no se ha visto que posea ac-
tividad enzimatica hacia ningin sustrato conocido. HYAL4 es una condroitinasa
y presenta cierta actividad hacia hialuronano, HYALI es el enzima prototipico ac-
tivo acido y PH20 es el enzima prototipico activo neutral. Las hialuronidasas ac-
tivas &cidas, como HYAL| y HYAL2 generalmente carecen de actividad catalitica
a un pH neutro (es decir, pH 7). por ejemplo, HYALI posee cierta actividad catali-
tica in vitro por encima de pH 4,5 [Frost |.G. y Stern, R., “A microtiter-based as-
say for hyaluronidase activity not requiring specialized reagents”, Anal. Bioche-
mistry, 1997; 251:263-269]. HYALZ2 es una enzima activa acida con una activi-
dad especifica in vitro muy baja.

Las enzimas similares a hialuronidasa pueden también caracterizarse por
aquelios que generalmente estan anclados a la membrana mediante un anclaje
de glicosilfosfatidil inositol como el HYAL2 humano y PH20 humano [Danilko-
vitch-Miagkova et al., Pro¢. Natl. Acad. Sci. U SA, 2003; 100(8):4580-4585;
Phelps et al., Science 1988; 240(4860): 1780-1782], y aquellos que generalmen-
te son solubles como el HYALI humano [Frost, I.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 el PH20 bovino se une de forma muy débil a la membrana plasmati-
ca 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
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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 mem-
brana plasmatica a través de un ancla de GPI. Los intentos de construir DNA 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 solubles y unido 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 s6lo activa a pH 4,0 [Cherr et al., Dev. Biol., 1996;10; 175(1).
142-53]. Asl, las formas solubles de PH20 a menudo carecen de actividad enzi-
matica en condiciones neutrales.

Como se ha dicho antes y de acuerdo con las ensefianzas en
WO02006/091871, pequeitas cantidades de glicoproteinas solubles de hialuroni-
dasa (sHASEGPs) pueden introducirse en una formulacidén para facilitar la admi-
nistracién de farmaco terapéutico en la hipodermis. La rapida despolimerizacién
de HA en el espacio extraceiular las sHASEGP reducen la viscosidad del inters-
ticio, aumentando asi la conductancia hidraulica y permitiendo la administracién
de mayores volumenes de forma segura y confortable en el tejido SC. El aumen-
to de la conductancia hidraulica inducida por sHASEGP a través de la reduccién
de la viscosidad intersticial permite una mayor dispersion, aumentando poten-
cialmente la biodisponibilidad sistémica del farmaco terapéutico administrado SC.

Cuando se inyecta en la hipodermis, la despolimerizacién del HA por el
sHASEGP se localiza en el sitio de la inyeccidn en el tejido SC. La evidencia ex-
perimental muestra que el sHASEGP esta inactivado localmente en el espacio
intersticial con una vida media de 13 a 20 minutos en ratones, sin una absorcidn
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
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hasta 0,5 mg/kg. La eliminacion rapida de sHASEGP, combinada con la sintesis
continua de! sustrato HA en el tejido SC, resulta en un aumento transitorio de la
permeacién y localmente activa para otras moléculas coinyedtadas, cuyos efec-
tos son totalmente reversibles en las 24 a 48 horas tras la administracion [Bywa-
ters G.L., et al., "Reconstitution of the dermal barrier to dye spread after Hyalu-
ronidase injection”, Br. Med. J., 1951; 2 (4741): 1178-1183].

Ademas de sus efectos sobre la dispersion de fluido local, sHASEGP
también actla como potenciador de la absorciéon. Las macromoléculas mayores
de 16 kilodaltons (kDa) se excluyen en gran medida de |a absorcion a traves de
los capilares mediante la difusién y se absorben mayoritariamente mediante el
drenaje en los nédulos linfaticos. Una macromoelécula administrada por via sub-
cutdnea como por ejemplo un anticuerpo terapéutico (peso molecular de
aproximadamente 150 kDa) debe por lo tanto atravesar la matriz intersticial an-
tes de alcanzar el drenaje linfatico para una posterior absorcién en el comparti-
miento vascular. Aumentando la dispersidn local, sHASEGP aumenta la tasa (Ka)
de absorcién de muchas macromoléculas. Esto conduce a un aumento del pico
de niveles en sangre (Cnax) ¥ potencialmente a un aumento de la biodisponibili-
dad relativa a la administracién SC en ausencia de sHASEGP [Bookbinder L.H.,
et al., “A recombinant human enzyme for enhanced interstitial transport of thera-
peutics”, J. Control. Release 2006; 114; 230-241].

Los productos de hialuronidasa de origen animal se ha utilizado clinica-
mente durante los Gltimos 60 afos, principalmente para aumentar la dispersion y
la absorcion de otros farmacos coadministrados y para la hipodermoclisis (in-
yecciénfinfusidén SC de liquido en gran volumen) [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 detalies sobre el mecanismo de accién las hialuronidasas se ha descrito en

detalle en las siguientes publicaciones: Duran-Reynolds F., "A spreading factor
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in certain snake venoms and its refation to their mode of action”, CR Soc Biol Pa-
ris, 1938; 69-81; Chain E., “A mucolytic enzyme in testes extracts”, Nature 1939;
977-978; Weissmann B., “The transglicosylative action of testicular hyaluronida-
se”, 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 Pathophysiclogy”,
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 aprovados en los palses de la
UE incluye Hylase® “Dessau” e Hyalase®. Los productos de hialuronidasa de
origen animal aprobados en los EEUU incluye Vitrase™, Hydase™, y Amphada-
se™.

La seguridad y eficacia de los productos de hialuronidasa se han estable-
cido ampliamente. El riesgo de seguridad mas significativo identificado es la hi-
persensibilidad y/o alergenicidad, que se cree que esta relacionado con la falta
de pureza de las preparaciones derivadas del animai [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].
Cabe senalar que existen diferencias respecto a las dosis aprobadas de las hia-

luronidasas derivadas de animales entre Reino Unido, Alemania y los EEUU. En
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el Reino Unido, la dosis normal como adyuvante a la inyeccién subcutanea o in-
tramuscular es de 1500 unidades, afiadidas directamente a la inyeccion. En los
EEUU, la dosis normal utilizada para este propésito es de 150 unidades. En la
hipodermaclisis, se utiliza la hialuronidasa para ayudar a la administracion sub-
cutanea de relativamente grandes volimenes 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 solucién de hipodermoclisis. En Alemania, se conside-
ran adecuadas 150 a 300 unidades para este propdsito. En el Reino Unido, la
difusion de anestesia local se ve acelerada por |a adicion de 1500 unidades. En
Alemania y los EEUU se consideran adecuadas 150 unidades para este propdsi-
to 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 anima-
les comercializados en los EEUU y Reino Unido, respectivamente.

El 2 de diciembre de 2005, Halozyme Therapeutics Inc. recibid la aproba-
cién de la FDA para una formulacion inyectable de la hialuronidasa humana re-
combinante, rHUPH20 (HYLENEX™). La FDA aprobé HYLENEX™ a una dosis
de 150 unidades para administracion SC de las siguientes indicaciones:

- como adyuvante para aumentar la absorcidn y dispersion de otros
farmacos inyectados

- para la hipodermoclisis

- como adyuvante para la urografia SC para mejorar la resorcion de
agentes radiopacos.

Como parte de esta revision regulatoria se establecié que rHuUPH20 po-
see las mismas propiedades para aumentar la dispersion y absorcién de otros
farmacos inyectados como las preparaciones de hialuronidasa derivadas de

animales previamente aprobadas, pero con un perfil de seguridad mejorado. En
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particular, el uso de hialuronidésa recombinante humana (rHuUPH20) comparada
con las hialuronidasas derivadas de animales minimiza el riesgo potencial de
contaminacion con patdgenos animales y encefalopatias espongiformes trans-
misibles.

Las glicoproteinas de hialuronidasa solubles (sHASEGP), un proceso pa-
ra su preparacion y su uso en las composiciones farmacéuticas se ha descrito in
WO 2004/078140. El uso de glicoproteinas de hialuronidasa solubles en combi-
nacion con una serie de anticuerpos ejemplares, como por ejemplo Trastuzumab,
se ha mencionado en WO 2006/091871.

EL trabajo experimental detallado como se indica mas adelante ha de-
mostrado que las formulaciones de !a presente invencién de forma sorprendente
poseen una estabilidad de almacenamiento favorable y cumplen todos los requi-
sitos necesarios para la aprobacién por parte de las autoridades sanitarias.

La enzima hialuronidasa en las formulaciones de la presente invencion
aumenta la liberacion del anticuerpo anti-HER2 en la circulacion sistémica, por
ejemplo aumentando la absorcién de la sustancia activa (actia como un poten-
ciador de la permeacion). La enzima hialuronidasa también aumenta la libera-
cion del anticuerpo anti-HER2 terapéutico en la circulacién sistémica mediante la
aplicacién por via subcutdnea mediante la hidrolizacién reversible de! hialurona-
no, un componente extracelular del tejido SC intersticial. La hidrélisis del hialu-
ronano en fa hipodermis abre temporalmente los canales en el espacio intersti-
cial del tejido SC y por lo tanto mejora la liberacién del anticuerpo anti-HER2 te-
rapéutico en la circulacidén sistémica. Ademas, la administracién muestra dolor
reducido en humanos y una menor hinchazén derivada del volumen del tejido
sC. '

La hialuronidasa, cuando se administra localmente provoca su efecto
completamente de forma local. En otras palabras, ia hialuronidasa se inactiva y

metaboliza localmente en minutos y no se ha detectado que posea efectos sis-
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témicos 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 produc-
tos de hialuronidasa. Esta propiedad también minimiza cualquier potencial pre-
ocupacién 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 capa-
cidad 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 in-
usuales ya que su actividad es la misma {excepto la potencia) a pesar de tener
diferentes estructuras.

El excipiente de 1a enzima hialuronidasa de acuerdo con la formulacién de
la presente invencidn se caracteriza por no tener efectos adversos sobre 1a inte-
gridad molecular del anticuerpo anti-HER2 en la formulacién farmacéutica esta-
ble descrita hasta aqui. Ademas, la enzima hialuronidasa so6lo modifica la libera-
cidén del anticuerpo anti-HER2 en la circulacidn sistémica pero no posee ninguna
propiedad que pueda proporcicnar o contribuir a los efectos terapéuticos del an-
ticuerpo anti-HERZ2 sistémicamente absorbido. La enzima hialuronidasa no esta
sistemicamente biodisponible y no afecta de forma adversa la integridad molecu-
lar del anticuerpo anti-HER2 en las condiciones de almacenamiento recomenda-
das de la formulacién farmacéutica estable de acuerdo con la invencién. Debe
considerarse por lo tanto como un excipiente en la formulacién de anticuerpo an-
ti-HERZ de acuerdo con esta invencién. Como no ejerce un efecto terapéutico
representa un constituyente de la forma farmacéutica aparte del anticuerpo anti-
HER?2 terapéuticamente activo.

Un nimero de enzimas hialuronidasas adecuadas de acuerdo con la pre-

sente invencidén son conocidas del estado de la técnica. La enzima preferible es
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una enzima humana hialuronidasa, mas preferiblemente la enzima conocida
como rHUPH20. rHuPH20 es un miembro de la familia de B-1,4 glicosil hidrola-
sas activas neutrales y acidas que despolimerizan hialuronano mediante la
hidrolisis del enlace B-1,4 entre la posicidn Cy de la N-acetil glucosamina y la
posicion Cs4 del acido glucurénico. El hialuronano es un polisacarido hallade en
la sustancia fundamental del tejido conectivo intracelular, como el tejido subcu-
taneo intersticial, y de ciertos tejidos especializados, como el cordén umbilical y
el humor vitreo. La hidrdlisis de hialuronano disminuye temporalmente la visco-
sidad del tejido intersticial y promueve la dispersidon 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., "Recombi-

nant 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
nucleo de hialuronano esta correlacionado con la eficacié de la hialuronidasa en
su capacidad para aumentar la dispersién y absorcion de las moléculas coadmi-
nistradas.

El genoma humano contiene varios genes de hialuronidasa. Sélo el pro-
ducto del gen PH20 posee la actividad hialuronidasa efectiva bajo condiciones
extracelulares fisiologicas y actla 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 delecién truncada que carece de dichos aminoaci-

dos en el carboxi terminal responsables de {a union lipidica. Esto da lugar a una
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enzima soluble, activa a pH neutro similar a la proteina encontrada en las prepa-
raciones de testiculos bovinos. La proteina rHUPH20 se sintetiza con un péptido
sefial de 35 aminoacidos gque se elimina del N-terminal durante el proceso de
secrecion. La proteina rHuUPH20 madura contiene una secuencia auténtica de
amino4cidos N-terminal ortéloga a la encontrada en algunas preparaciones de
hialuronidasa bovina.

Las hialuronidasas PH20, que incluyen el PH20 derivado de animal y ia
rHUPH20 recombinante humana, despolimerizan el hialuronano mediante la
hidrolisis del enlace B-1,4 entre fa posicién C4 de la N-acetil gilucosamina y la
posicién C, del acido glucurdnico. El tetrasacérido es e! producto de digestion
mas pequefo [Weissmann, B., “The transglicosylative action of testicular hyalu-
ronidase”, J. Biol. Chem., 1955; 216: 783-94]. Esta estructura N-acetil glucosa-
mina/acido glucurénico no se encuentra en los glicanos N-unidos de los produc-
tos bicldgicos recombinantes y por lo tanto rHuPH20 no afectara a la glicosila-
ciébn de anticuerpos con los gue se formulan, como por ejemplo Trastuzumab. La
enzima rHUPH20 en si posee seis glicanos N-unidos por molécula con estructu-
ras 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 glicanc N-unidas. La corta vida media de rHUPH20 y la sintesis
constante de hialuronano conducen a una accion corta y local de la enzima en
los tejidos.

La enzima hialuronidasa que es un excipiente en la formulacién subcuta-
nea de acuerdo con la presente invencién puede prepararse utilizando tecnolo-
gia de DNA recombinante. De este modo se asegura que se obtiene la misma
proteina (idéntica secuencia de aminodcidos) todas las veces y que se evita una
reaccion alérgica, por ejemplo provocada por proteinas contaminantes copurifi-

cadas durante la extraccion a partir de un tejido. La enzima hialuronidasa utiliza-
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da en la formulacién como se ha ejemplificad hasta aqui, es una enzima humana,
a saber, rHUPH20.

La secuencia de aminoacidos de rHuUPH20 (HYLENEX™) se conoce bien
y estd disponible bajo el N° de registro CAS 75971-58-7. El peso molecular
aproximado es de 61 kDa.

Se han realizado miltiples comparaciones estructurales y funcionales en-
tre las hialuronidasas naturaies de origen en mamiferos y los clones de cDNA
PH-20 de humanos y otros mamiferos. El gen PH-20 es el gen utilizado por el
producto recombinante rHUPH20; no obstante el producto del farmaco recombi-
nante es una version truncada de 447 aminoacidos de la proteina completa codi-
ficada por el gen PH-20. La similitud estructural respecto a las secuencias de
aminodcidos rara vez exceden del 60% en cualquier comparativa. Las compara-
ciones funcionales muestran que la actividad de rHUPH20 es muy similar a la de
los productos de hialuronidasa aprobados con anterioridad. Esta informacion es
consistente con los hallazgos clinicos durante los pasades 50 afios que inde-
pendientemente 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 formulacién SC de
acuerdo con la presente invencién permite la administracién de mayores vold-
menes de producto farmacolégico y aumenta potencialmente la absorcion del
Trastuzumab administrado por via subcutdnea en la circulacion sistemica.

La osmolalidad de la formulacién farmacéutica estable de acuerdo con la
invencion es de 330 £ 50 mOsm/kg.

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

- maximo numero de particulas 2 10um por vial-> 6000

- maximo numero de particulas 2 25pm por vial-> 600

63
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En otro aspecto, 1a presente invencién proporciona el uso de una formu-
lacion para la preparacién de un medicamento Gtil 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 administra-
cion de la formulacién descrita hasta aqui a un sujeto en una cantidad efectiva
para tratar dicha enfermedad o trastorno, El anticuerpo anti-HER2 puede coad-
ministrarse de forma concomitante o secuencialmente con un agente quimiote-
rapéutico .

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un método para tratar
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 administracién de la formulacién descrita hasta aqui 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 HERZ,
de forma que el anticuerpo HER2 en la formulacién 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 formulacion de acuerdo con la presente invencién se enumeran en la sec-
cidn de definiciones mas adelante.

La formulacién farmacéutica estable del anticuerpo anti-HER2 farmacéu-
ticamente activa de acuerdo con la invencidén puede administrarse como inyec-
cién subcutanea, en la que !a administracién se repite varias veces con interva-
los de tiempo de 3 semanas (q3w). El volumen total del fluido de inyeccion se
administra en la mayoria de casas en un intervalo de tiempo de 1 a 10 minutos,
preferiblemente de 2 a 6 minutos, més preferiblemente de 3 + 1 minutos. En pa-
cientes con CMT adyuvante y entre los pacientes con CMM que reciben Trastu-
Zumab en monoterapia, en las que no se administran otros agentes quimiotera-

péuticos intravenosos (IV), dicha administracién subcutanea conduce a un au-
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mento 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 administracién IV (es decir, costes de enfermeria para la admi-
nistracién 1V, alquiler de camas por dia, viajes del paciente). La administracion
subcutanea de acuerdo con la presente invencién estard asociada mas proba-
blemente con una reduccién de la frecuencia y / o intensidad de las reacciones
relacionadas con la infusion.

La adicion de la hialuronidasa a la formulacion permite aumentar el volu-
men de inyeccidn que puede administrarse de forma segura y confortable por
vla subcutanea. Bajo circunstancias normales el volumen de inyeccion es de 1 a
15 ml. Se ha observado que la administracién de la formulacién de acuerdo con
la presente invencién aumenta la dispersion, absorcién y bicdispeonibilidad del
anticuerpo terapéutico. Las moléculas mas grandes (es decir, > 16 kDa) que se
administran por via SC se absorben preferentemente en el compartimiento vas-
cular a través del drenaje de los fluidos linfaticos [Supersaxo, A., et al., “Effect of
Molecular Weight on the Lymphatic Absortion of Water-Soluble Compounds Fo-
llowing Subcutaneous Administration”, 1890; 2:167-169; Swartz, M. A., “Advan-
ced Drug Delivery Review, The physiology of the lymphatic system”, 2001; 50: 3-
20]. La tasa de introduccién de estas moléculas grandes en !a circulacion sisté-
mica se disminuye asi en relacion a la infusion intravenosa, por lo tanto podria
resultar en la reduccién de la frecuencia / intensidad de las reacciones relacio-
nadas con la infusién.

La produccién de la formulacién subcutdnea de Trastuzumab de acuerdo
con la invencidn requiere altas concentraciones de anticuerpo {aprox. 120 mg/ml}
en el paso final de purificacion dei proceso de fabricacién. Por lo tanto se afiade
un paso adicional del proceso {ultrafiltracién/diafiltracion) al proceso convencio-
nal de fabricacion de Trastuzumab. De acuerdo con las ensefianzas en WO

97/04801 la formulacién farmacéutica de anticuerpo anti-HERZ2 estable altamen-
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te concentrada, de acuerdo con la presente invencion puede también proporcio-
narse como una formulacién de proteina estabilizada que puede reconstituirse
con un diluyente adecuado para generar una formulacion reconstituida a alta
concentracion de anticuerpo anti-HER2.

La formulacidn SC del anticuerpo HERZ de acuerdo con esta invencién se
utiliza principalmente para tratar el cancer. Por lo que los términos “"cancer” y
"canceroso” se refieren a o describen la condicion fisiolégica en mamiferos que
se caracteriza normalmente por un crecimiento celular descontrolade. 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 carcinoi-
des, 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 pulmdn que incluye cancer de pulmén de células peque-
fias, cancer de pulmén de células no pequefias, adenocarcinoma de pulmén y
carcinoma escamosc de pulmén, cancer del peritoneo, cancer hepatocelular,
cancer gastrico o de estdmago que incluye cancer gastrointestinal, cancer pan-
creatico, glioblastoma, cancer cervical, cancer de ovario, cancer de higado, can-
cer de vejiga, hepatoma, cancer de mama, cancer de colon, cancer rectal, can-
cer colorectal, carcinoma endometrial o uterino, carcinoma de glandula salival,
céncer de rifidn o renal, cancer de prostata, cancer vulval, cancer de tiroides,
carcinoma hepatico, carcinoma anal, carcinoma de pene, cancer testicular, can-
cer esofagico, tumores del tracto biliar, asi como cancer de cabeza y cuello.

El término “alrededor” tal como se utiliza en la presente especificacién 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
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t 10 %, preferiblemente £ 5 %, mas preferiblemente + 2 % incluidos en el valor
dado.

Un cancer que "scbreexpresa” un receptor HER es uno que posee niveles
significativamente mayores de un receptor HER, como HERZ2, en su superficie
celular, en comparacién con una célula no cancerosa del mismo tipo de tejido.
Dicha sobreexpresion puede estar provocada por una amplificacién génica o por
un aumento de la transcripcién o traduccion. La sobreexpresién del receptor
HER puede determinarse en un ensayo de diagndstico o pronédstico evaluando
los niveles aumentados de la protelna HER presente en la superficie de una cé-
lula (por ejemplo a través de un ensayo inmunohistoquimico; IHC). Alternativa-
mente, o adicionalmente, se pueden medir los niveles de acido nucleico que co-
difica para HER en la célula, por ejemplo a través de hibridizacion fluorescente
in situ (FISH; véase W098/45479), Southern blotting, ¢ técnica de reacciéon en
cadena de la polimerasa (PCR), como la PCR cuantitativa en tiempo real (RT-
PCR). También se pueden estudiar la sobreexpresion del receptor HER midien-
do el antigeno (por ejemplo, el dominio extracelular de HER) en un fluido biolo-
gico como es el suero [véase, por ejemplo, Patente estadounidense N°
4.933.294 expedida el 12 de Junio de 1990; W091/05264 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 pa-
ciente a un anticuerpo que esta opcionalmente marcado con un marcaje detec-
table, por ejemplo un isétopo radioactivo, y puede analizarse la union del anti-
cuerpo a células en el paciente, por ejemplo por escaneo externo de radioactivi-
dad o analizando una biopsia tomada al paciente antes de exponerlo al anti-

cuerpo.

A la inversa, un cancer que "no sobreexpresa el receptor de HER2" es
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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 comparacion con una
célula cancerigena del mismo tipo de tejido. Dicha sobreexpresion puede estar
provocada mediante ampliificacién génica o por aumento de la transcripcién o
traduccidn. La sobreexpresion del ligando HER puede determinarse mediante la
evaluacion del diagnostico 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 diagnosticos como IHC, FISH, southern blotting, PCR ¢ ensayos in vivo
bien conocidos en la técnica.

Se contempla que la formulacién SC de anticuerpo HER2 de acuerdo con
esta invencion puede también utilizarse para tratar varias enfermedades o tras-
tornos no malignos, que incluye una enfermedad autocinmune (por ejemplo pso-
riasis); endometriosis; escleroderma; restenosis; pdlipes como pblipos de colon,
pélipos nasales o pdlipos gastrointestinales; fibroadenoma; enfermedad respira-
toria; colecistitis; neurofibromatosis; enfermedad renal poliquistica; enfermeda-
des inflamatorias; trastornos de la piel que incluye psoriasis y dermatitis; enfer-
medad vascular; condiciones que involucran proliferacion anormal de células
epiteliales vasculares; Glceras gastrointestinales; enfermedad de Menetrier, ade-
nomas secretores o sindrome de pérdida de proteina; trastornos renales; tras-
tornos angiogénicos; enfermedad ocular como degeneraciéon macular relaciona-
da con la edad, sindrome ocular de presunta histoplasmosis, necvascularizacion
retinal de retinopatia diabética proliferativa, vascularizacién retinal, retinopatia
diabética, o degeneracién macular relacionada con la edad; patologias asocia-
das con los huesos como la osteoartritis, raquitismo y osteoporosis; dafio provo-
cado por un evento isquémico cerebral; enfermedades fibréticas o edemia como

cirrosis hepatica, fibrosis pulmonar, carcoidosis, troiditis, sindrome sistémico de
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hiperviscosidad, enfermedad de Osier Weber-Rendu, enfermedad pulmonar
oclusiva crénica, o0 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; inflamacion de hueso
o articulacién; fotoenvejecimiento (por ejemplo provocado por radiacion UV de la
piel humana); hipertrofia benigna de préstata; ciertas infecciones microbianas
que incluye patégenos microbianos seleccionados de entre adenovirus, hantavi-
rus, Borrelia burgdorferi, Yersinia spp. y Bordetella pertussis; trombos provoca-
dos por agregacion de plaquetas; enfermedades reproductivas como endome-
triosis, sindrome de hiperestimulacién ovérica, preeclampsia, sangrado uterino
disfuncional, o0 menometrorragia; sinovitis; ateroma; nefropatias agudas y créni-
cas {que incluye glomerulonefritis proliferativa y enfermedad renal inducida por
diabetes); eczema,; formacion de cicatrices hipertroficas; choque endotédxico e
infeccion fungica; poliposis adenomatosa familiar; enfermedades neurodegene-
rativas (por ejemplo enfermedad de Aizheimer, demencia relacionada con SIDA,
enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral amiotrdfica, retinitis pigmentosa,
atrofia muscular espinal y degeneracion cerebelar); sindromes mielodisplasico;
anemia aplasica; dafio isquémico; fibrosis pulmonar, renal o hepatica; enferme-
dad de hipersensibilidad mediada por linfocitos T; estenosis pitérica hipertrofica
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, ar-
terosclerosis, enfermedad arterial coronaria, o hipertension), pélipos de colon,
fibroadenoma o enfermedad respiratoria {por ejemplo asma, bronquitis crénica,
bronquiectasis o fibrosis quistica).

Cuando la indicacién es cancer, el paciente puede tratarse con una com-

binacién de la formulacion de anticuerpo, y un agente quimioterapéutico. La ad-
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ministracién combinada incluye 1a coadministracién o administracion simultanea,
utilizando formulaciones separadas o una formulacion farmacéutica Unica, y la
administracion simultanea en cualquier orden, en el que preferiblemente hay un
periodo de tiempo en el que ambos (o todos) los agentes activos ejercen de for-
ma simultdnea su actividad biologica. Asf, el agente quimioterapéutico puede
administrarse antes, o después, de la administracion de la formulacion de anti-
cuerpo de acuerdo con la presente invencién. En esta realizacion, el tiempo en-
tre al menos una administracion del agente quimioterapéutico y al menos una
administracién de la formulacion de anticuerpo de acuerdo con la presente in-
vencion es preferiblemente aproximadamente 1 mes o menos, y mas preferible-
mente aproximadamente 2 semanas o0 menos. Alternativamente, el agente qui-
mioterapéutico y la formulacién de anticuerpo de acuerdo con la presente inven-
cidn se administra simultdneamente al paciente, en una formulacién Unica o for-
mulaciones separadas.

El tratamiento con dicha formulacién de anticuerpo resultara en una mejo-
ra 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 0 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 la suma de los tratamientos.

Normalmente el anticuerpo en la formulacién administrada es un anti-
cuerpo desnudo. No obstante, el anticuerpo administrado puede conjugarse con
un agente citotéxico. El inmunoconjugado y/o antigeno al que se une se interna-
liza por la célula, lo que resulta en un aumento de la eficacia terapéutica del in-
munoconjugado para matar las células cancérigenas a las que se une. En una

realizacion, el agente citotdxico localiza o interfiere con los acidos nucleicos en
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las células del cancer. Ejemplos de dichos agentes citotoxicos incluye maitansi-
noides, caliohemicinas, ribonucleasas y endonucleasas de DNA. Los inmuno-
conjugados clinicamente mas avanzados son los inmunoconjugados Trastuzu-
mab maitansinoide (T-DM1) tal como se describen en WO 2003/037992, en par-
ticular el inmunoconjugado T-MCC-DM1, cuyo nombre quimico es N?-deacetil-
N?-(3-mercapto-1-oxopropil)-maitansin-4-maleimidometil-ciclohexil-1-carboxil-
Trastuzumab.

Para la liberacién subcuténea, la formulaciéon puede administrarse me-
diante un dispositivo adecuado, como puede ser (pero sin limitarse a) una jerin-
ga; un dispositivo de inyeccién (por ejemplo el dispositivo INJECT-EASE™ y el
dispositivo GENJECT™), una bomba de infusibn (como por ejemplo Accu-
Chek™); un Iapiz inyector (como el GE‘NPEN"’“; un dispositivo sin agujas (por
ejemplo MEDDECTOR™ y BIOJECTOR™}); 0 mediante un sistema de liberacidn
en parche subcutaneo. Un sistema de liberacién adecuado para las formulacio-
nes 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, particular-
mente 5 ml de la formulacién liquida de acuerdo con la presente invencion.

Para la prevencion o tratamiento de la enfermedad, la dosis adecuada del
anticuerpo dependera del tipo de enfermedad a tratar, como se ha definido an-
tes, 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 segin la discrecion del madico. El anti-
cuerpo se administra adecuadamente al paciente en una sola vez o durante una
serie de tratamientos. Dependiendo del tipe y gravedad de la enfermedad, una
dosis candidata inicial del anticuerpo anti-HERZ2 para la administracién al pacien-
te es de alrededor de 1 Og/kg hasta 50 mg/kg de peso corporal o mas especifi-
camente 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 infu-
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sién continua. Mas especificamente 1a 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 admi-
nistra un agente quimioterapéutico, se administra normalmente en dosis conoci-
das, o opcionalmente menores debido a la accion combinada de los farmacos o
efectos secundarios negativos atribuibles a la administracién del agente quimio-
terapéutico. La preparacion y posologia de dichos agentes quimioterapéuticos
pueden utilizarse de acuerdo a las instrucciones del fabricante o como se ha de-
terminado empiricamente por el experto en la materia. La preparacién y posolo-
gia para dicha quimioterapia también se describe en Chemotherapy Service Ed.,
M.C. Perry, Williams & Wilkins, Baltimore, MD (1992).

Pueden combinarse otros regimenes terapéuticos con el anticuerpo inclu-
yendo, pero sin limitarse a un segundo (tercero, cuarto, etc) agente(s} quimiote-
rapéutico(s} (en otra palabra un "céctel" de diferentes agentes quimioterapeuti-
cos); otro anticuerpo monoclonal; un agente inhibidor del crecimiento; un agente
citotdxico,; un agente quimioterapéutico ; un farmaco dirigido contra EGFR; un
inhibidor de la tirosin quinasa; un agente anti-angiogénico; y/o citoquina, etc.; o
cualquier combinacidén adecuada de los mismos.

Ademas de los regimenes terapéuticos anteriores, el paciente puede so-
meterse a una extirpacidn quirdrgica de las células cancerigenas y/o a terapia
de radiacion.

En otra realizacién de la invencion, se proporciona un articulo de fabrica-
cidén que contiene la formulacién farmacéutica de la presente invencidn y propor-
ciona instrucciones para su uso. Este articulo de fabricacién comprende un con-
tenedor. Los contenedores adecuados incluye, 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
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formulacién y la etiqueta, o asociado a este, el contenedor puede indicar las ins-
trucciones de uso. El contenedor que contiene la formulacion puede ser un vial
muitiusos, que permite administraciones repetidas (por ejemplo de 2 a 6 admi-
nistraciones) de la formulacidén reconstituida. El articulo de fabricacion puede in-
cluir ademas otros materiales deseables desde un punto de vista comercial y del
usuario, que incluye otros tampones, diluyentes, filtros, agujas, jeringas, y pros-
pectos con instrucciones de uso.

El término “formulacién farmacéutica” se refiere a la preparacion que de
esta forma permite que la actividad bioldgica del ingrediente activo sea efectiva,
y que no contiene componentes adicionales que son inaceptablemente toxicos a
un sujeto al que se le va a administrar la formulacién, 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, re-
tienen esencialmente su estabilidad fisica y/o quimica yfo actividad biolégica tras
su almacenamiento a la temperatura de almacenamiento propuesta, por ejemplo
de 2 a 8°C. Es deseable que la formulacidon retenga esencialmente su estabili-
dad fisica y quimica, asi como su actividad biolégica tras el aimacenamiento. El
periodo de almacenamiento se selecciona generalmente en base a la duracion
prevista de la formulaciéon. Ademas, la formulacién deberd ser estable tras la
congelacion (hasta por ejemplo, -70° C) y descongelacién 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: 28-90 (1993), por ejemplo. La estabilidad puede medirse a una tempe-

ratura seleccionada durante un periodo de tiempo seleccionado. La estabilidad
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puede analizarse cualitativamente y/o cuantitativamente de diferentes maneras,
que incluye la evaluacién de la formacién 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 in-
tercambio de cationes o electroforesis capilar por zona; analisis 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); evaluacién de la actividad bioldgica o
funcién de unién del antigeno al anticuerpo; etc. La inestabilidad puede involu-
crar cualquiera de. agregacion, desamidacion (por ejemplo desamidacion de
Asn), oxidacion (por ejemplo oxidacion de Met), isomerizacion (por ejemplo iso-
merizacion de Asp), recorte/hidrolisis/fragmentacion (por ejemplo fragmentacién
de la regién bisagra), formacion de succinimida, cisteina(s) desemparejadas, ex-
tensién de N-termina!, procesamiento de C-terminal, cambios de glicosilacidn,
etc. Un anticuerpo monoclonal "desamidado” aqui es uno que posee uno 0 mas
residuos de asparagina modificados, por ejemplo en un &cido aspartico o un aci-
do isoaspartico mediante una modificacién postraduccional.

Tal como se utiliza aqui, el término “agente tamponador que proporciona
un pH de 5,5 + 2,0" se refiere a un agente que proporciona a la solucion que lo
contiene la resistencia a cambios de pH mediante la accidn de sus componentes
conjugados acido/base. El tampdn utilizado en las formulaciones de acuerdo con
la presente invencion 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 incluye acetato, succi-
nato, gluconato, histidina, citrato, glicilglicina y otros tampones acidos organicos.
El tampdn mas adecuado de acuerdo con la presente invencion es un tampén

histidina, como por gjempilo L-histidina/HCI.
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Un "tampén histidina" es un tampon que comprende los aminoacidos his-
tidina. Ejemplos de tampones histidina incluye cloruro de histidina, acetato de
histidina, fosfato de histidina, sulfato de histidina. El tampdn de histidina identifi-
cado en los ejemplos como el mas adecuado es un tampén de cloruro de histidi-
na. Dicho tampdn de cloruro de histidina se prepara tritiando L-histidina (base
libre, sélido) con &cido clorhidrico diluido. En particular el tampén histidina o
tampén 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 formulacién de interés posee
esencialmente la misma presién osmética que la sangre humana. Las formula-
ciones isotdnicas generalmente poseen una presion osmoética desde alrededor
de 250 a 350 mOsm. La isotonicidad puede medirse utilizando un osmémetro de
presién de vapor o un osmoémetro de tipo depresién en el punto de congelacién.

Un "sacarido" comprende aqui la composicién general (CH,0), y sus de-
rivados, que incluye monosacéridos, disacéridos, trisacarides, polisacaridos, al-
coholes de azlcares, azicares reductores, az(cares no reductores, etc. Ejem-
plos de sacaridos incluye glucosa, sacarosa, trehalosa, lactosa, fructosa, malto-
sa, dextrano, glicerina, dextrano, eritritol, glicerol, arabito!, silitol, sorbitol, manitol,
melibiosa, melezitosa, rafinosa, manotriosa, estaguiosa, maltosa, lactulosa, mal-
tulosa, glucitol, maltitol, lactitol, iso-maltulosa, etc. Particularmente las formula-
ciones descritas aqui comprenden un disacérido 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
gjemplo un tensioactivo no idnico. Ejemplos de tensioactivos aqui incluye poli-
sorbato (por ejemplo, polisorbato 20 y, polisorbato 80); poloxamero (por ejemplo

poloxamero 188); Triton; dodecil sulfato sédico (SDS); laurel sulfato sédico; octil
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glicésido sodico; lauril-, miristil-, linoleil-, o estearil-sulfobetaina; lauril-, miristil-,
linoleil- o estearil-sarcosina; linoleil-, miristil-, o cetil-betaina; lauroamidopropil-,
cocamidopropil-, linoleamidopropil-, miristamidopropil-, palmidopropil-, o isostea-
ramidopropil-betaina (por ejemplo lauroamidopropil), miristamidopropil-, palmi-
dopropil-, o isoestearamidopropil-dimetilamina; metil cocoil- sédico, 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 formulacicnes descritas hasta aqui.

El término "anticuerpo” aqui se utiliza en el sentido mas amplio y cubre
especificamente los anticuerpos monoclonales de longitud completa, anticuer-
pos policlonales, anticuerpos multiespecificos (por ejemplo anticuerpos biespeci-
ficos) formados de al menos dos anticuerpos de longitud completa, y fragmentos
de anticuerpo, siempre y cuando presenten la actividad biologica deseada.

E! término "anticuerpo monoclonal” tal como se utiliza aqui se refiere a un
anticuerpo obtenido de un poblacién de anticuerpos sustancialmente homogé-
neos, es decir, los anticuerpos individuales que comprenden la poblacion son
idénticos y/o se unen al mismo epitopo, excepto por posibles variantes que pue-
den aparecer durante la produccién del anticuerpo monoclonal, dichas variantes
generalmente se presentan en pequefas cantidades. Al contrario que las prepa-
raciones de anticuerpo policlonales que normalmente incluyen diferentes anti-
cuerpos dirigidos a diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo mono-
clonal esta dirigido contra un determinante Unico del antigeno. Ademas de su
especificidad, los anticuerpos monoclonales tienen una ventaja, y es qué no es-
tan contaminados por otras inmunoglobulinas. EL modificador "monoclonal” indi-
ca el caracter del anticuerpo obtenido de un poblacién de anticuerpos sustan-

cialmente homogénea, y no debe interpretarse como una exigencia de produc-
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cién del anticuerpo por ningun método particular. Por ejemplo, los anticuerpos
monoclonales a utilizar de acuerdo con la presente invencion pueden obtenerse
mediante el método del hibridoma descrito por primera vez por Kéhler et al, Na-
ture, 256:495 (1975), o pueden obtenerse mediante los métodos de DNA re-
combinante (véase por ejemplo, Patente estadounidense N° 4.816.567). Los
"anticuerpos monoclonaies” 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 porcién de un anticuerpo
de longitud completa, en particular comprende 1a regién de unién a antigeno o
regioén variable del mismo. Ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluye frag-
mentos Fab, Fab', F(ab'),, 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 regién
variable de union a antigeno as! como un dominio constante de cadena ligera
{CL) y dominios constantes de cadena pesada, CH1, CH2 y CH3. Los dominios
constantes pueden ser un dominic 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 po-
see 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 es-
pecies de anticuerpo. Usualmente, las variantes de secuencia de aminoacidos
posee al menos alrededor del 70% de homologia con las principales especies de
anticuerpo, y preferiblemente, serdn al menos alrededor del 80%, mas preferi-
blemente al menos de alrededor del 90% homélogos con las principales espe-

cies de anticuerpo. Las variantes de la secuencia de aminoacidos posee sustitu-
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ciones, 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 aminoécidos incluye variante acidica (por ejemplo
variante de anticuerpo desamida), variante bésica, el anticuerpo con una exten-
sion 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 se-
cuencias de aminoacidos de las cadenas pesada y/o ligera. La variante de anti-
cuerpo de interés particular es el anticuerpo que comprende una extensién lider
amino-terminal en una o dos cadenas ligeras de la misma, opcionalmente com-
prende 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
0 mas porciones de carbohidrato unidas al mismo que difiere de una o mas por-
ciones de carbohidrato unidas a las principales especies de anticuerpo. Ejem-
plos de variantes de glicosilacién incluye anticuerpos con una estructura de oli-
gosacarido G1 o G2, en lugar de estructura de oligosacéarido G0, 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” inclu-
ye 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 activi-
dades bioldgicas atribuibles a la region Fc (una secuencia nativa de la region Fc
0 variante de la secuencia de aminoacidos de la region Fc) de un anticuerpo.
Ejemplos de funciones efectoras de anticuerpo incluye unién de C1q; citotoxici-

dad dependiente de complemento (CDC); union al receptor de Fc; citotoxicidad
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mediada por células dependientes de anticuerpo (CCDAY}; fagocitosis; regulacién
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, 1gG, y IgM, y varias de ellas pueden dividirse en "sub-
clases” (isotipos), por ejemplo, IgGl, 19G2, 1gG3, IgG4, IgA, y IgAZ2. Los dominios
constantes de la cadena pesada que corresponden con las diferentes clases de
anticuerpos se denominan O [alfal, O [delta], O [epsilon], O [gamma], y G [mu],
respectivamente. Las estructuras de subunidades y las configuraciones tridi-
mensionales de las diferentes clases de inmunoglobulinas son bien ¢onocidas.

Aqui, la "la actividad biologica” de un anticuerpo monoclonal se refiere a
la capacidad de! 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 biolégica se
refiere a la capacidad del anticuerpo formulado para inhibir la proliferacion de la
linea celular de cancer de mama humano MDA-MB-175-VIi.

El término “anticuerpos monoclonal” aqui especificamente incluye los de-
nominados anticuerpos quiméricos en los que una porcién de la cadena pesada
y/o ligera es idéntica u homéloga con la correspondiente secuencia en los anti-
cuerpos derivados de una especie particular o pertenece a una clase o subclase
de anticuerpe particular, mientras que el resto de la(s) cadenas(s) es idéntica u
homéloga con la correspondiente secuencia en los anticuerpos derivados de
otra especie o perienece a otra clase o subclase de anticuerpo, asi como frag-
mentos de dichos anticuerpos, siempre y cuando presenten la actividad bioldgi-

ca deseada (Patente estadounidense N° 4.816.567; y Morrison et al, Proc. Natl.
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Acad. Sci. USA, 81:6851-6855 (1984)). Los anticuerpos quiméricos de interés
incluye aqui anticuerpos “primatizados” que comprenden secuencias del sitio de
union a antigeno del dominio variable derivados de un primate no humano {por
ejemplo mone del viejo mundo, mono, etc.) y secuencias de la region constante
humana.

Las formas "humanizadas” de los anticuerpos no humanos (por ejemplo,
roedores) son anticuerpos gquiméricos que contienen una secuencia minima de-
rivada de la inmunoglobulina no humana. En {a mayor parte, los anticuetpos
humanizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en que los
residuos de una regidn hipervariable del receptor se sustituyen por residuos de
una region hipervariable de una especie no humana (anticuerpo donante) como
de raton, rata, conejo o primate no humano con la especificidad deseada, afini-
dad, y capacidad. En algunos casos, los residuos de la regién marco (FR} de la
inmunoglobulina humana se sustituyen por 10s correspondientes residuos no
humanos. Ademas, los anticuerpos humanizados pueden comprender residuos
que nc se encuentran en el anticuerpo receptor o en el anticuerpc donante. Es-
tas modificaciones se hacen para refinar el rendimiento del anticuerpo. En gene-
ral, el anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente todos de al menos
uno, y normalmente dos, dominios variables, en que todos ¢ sustancialmente
todos los lazos hipervariables corresponden con aquellos de las inmunoglobuli-
nas 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 porcién 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 anticuerpes HER2 humanizados incluye huMAb4D5-I, huMAb4D5-2,
huMADb4D5-3, huMAb4D5-4, huMAb4DS-5, huMAb4AD5-6, huMAb4D5-7 y
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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.

Con los presentes propositos, "Trastuzumab”, "HERCEPTIN™" vy
"huMAb4D5-8" se refieren a un anticuerpo anti-HERZ2 dirigido contra el epitopo
4D5. Dicho anticuerpo preferiblemente comprende las secuencias de aminoaci-
dos 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 HERZ2, y dentro del dominio IV de HERZ.
Para buscar anticuerpos que se unen al epitopo 4D5, puede realizarse un ensa-
yo de rutina de bloqueo cruzado como el descrito en Antibodies, A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Ed Harlow y David Lane (1988),. Alter-
nativamente, puede realizarse el mapeo de epltopos para evaluar si el anticuer-
po se une al epitopo 4D5 de HER2 (por ejemplo uno o més residuos en la regién
de alrededor del residuo 529 a alrededor de residuo 625, inclusive, de HERZ). E!
"gpitopo 7C2/7F3" es la regidén 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 7C2/7F 3, puede realizarse un ensayoc de ru-
tina de bloqueo cruzado como el descrito en "Antibodies, A Laboratory Manual”
(Cold Spring Harbor Laboratory, Ed Harlow y David Lane (1988)). Alternativa-
mente, puede realizarse el mapeo de epltopos para establecer si el anticuerpo
se une al epitopo 7C2/7F3 en HER2 (por ejemplo uno o mas residuos en la re-
gion de alrededor del residuo 22 a alrededor del residuo 53 de HER2).

Aqui, "Pertuzumab” y "rhuMAb 2C4" se refieren a un anticuerpo que se

une al epitopo 2C4 y preferiblemente que comprende las secuencias de ami-
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noacidos de la regidn variable de la cadena ligera y regién 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 regidn en el dominio extracelular de HER2 al que
se une el anticuerpo 2C4. Para buscar anticuerpos gue 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 pa-
ra evaluar si el anticuerpo se une al epitopo 2C4 de HERZ2. El epitopo 2C4 com-
prende |os residuos del dominio Il del dominio extracelular de HER2. 2C4 y Per-
tuzumab se unen al dominio extracelular de HERZ en la unién de los dominios 1,
[I'y Wl {(Franklin et al. Cancer Cell 5:317-328 (2004)).

Un "agente inhibidor del crecimiento” cuando se usa aqui se refiere a un
compuesto 0 composicidn que inhibe el crecimiento de una célula, especialmen-
te 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 in-
hibidores 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 doxo-
rubicina, epirubicina, daunorubicina, etoposido, y bleomicina. Los agentes que
paran en G1 también se extienden hasta la parada en fase S, por ejemplo, los
agentes alquilantes del DNA como tamoxifeno, prednisona, dacarbazina, meclo-
retamina, cisplatino, metotrexato, 5-fluorouracilo, y ara-C. Se puede encontrar
mas informacién en "The Molecular Basis of Cancer”, Mendelsohn y Israe!, eds.,
capitulo 1, titulado "Regulacién del ciclo celular, oncogenes, y farmacos antineo-

plasicos” de Murakami et al. (WB Saunders: Philadelphia, 1995), especialmente
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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 so-
breexpresan HER2. Los anticuerpos HER2 inhibidores del crecimiento preferi-
bles 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 Og/ml, en la que la inhibicién del crecimiento se determind
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 incluye aque-
llos con la enfermedad asi como aquelles en los que la enfermedad debe preve-
nirse. Por lo tanto, el paciente a tratar aqui debe estar diagnosticado de una en-
fermedad o debe estar predispuesto o susceptible a dicha enfermedad.

El término "agente citotdxico” tal como se utiliza aqui se refiere a una sus-
tancia que inhibe o previene la funcién de las células y/o provoca la destruccidn
de las células. El término pretende inciuir isétopos radioactivos (por ejemplo At
)28 y0 Re' Re'™ sm'™, Bi?'?, P*? e is6topos radioactivos de Lu),
agentes quimioterapeuticos, y toxinas como toxinas de moléculas pequefias o
toxinas enzimaticamente activas de origen bacteriano, flngico, vegetal o animal,
que incluye fragmentos y/o variantes de los mismos.

Un "agente quimioterapéutico” es un compuesto quimico atil en el trata-
miento 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,
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carbocuona, meturedopa y uredopa; etileniminas y metilamelaminas que inclu-
yen la altretamina, trietilenmelamina, trietilenfosforamida, trietilentiofosforamida y
trimetilolomelarnina; acetogeninas (especialmente bullatacina y bullatacinona);
delta-8-tetrahidro-cannabinol (dronabinol, MARENOL™}; beta-lapachona; lapa-
chol; colchicinas; acido betulinico; una camptotecina (que incluye el analogo sin-
tético topotecano (HYCAMTIN™), CPT-11 (irinotecano, C AMPTOSAR™), ace-
tilcamptotecina, escopolectina y 9-aminocamptotecina); briostatina; callistatina;
CC-1065 (que incluye sus analogos sintéticos adozelesina, carzelesina y bizele-
sina); podofilotoxina; acido podofilinico; teniposida; criptoficinas (particularmente
la criptoficina 1 y criptoficina 8); dolastatina; duocarmicina (que incluye los ana-
logos sintéticos KW-2189 y CBI-TMI); eleuterobina; pancratistatina; una sarco-
dictina; espongistatina; mostazas nitrogenadas como clorambucilo, clornafacina,
colofosfamida, estramustina, ifosfamida, mecloretamina, clorhidrato de éxido de
mecloretamina, melfalan, novembichina, fenesterina, prednimustina, trofos-
fafpilnida, mostaza de uracilo; nitrosoureas como carmustina, clorozotocina, fo-
temustina, lomustina, nimustina y ranirnnustina; antibidticos como los antibiéti-
cos enediina (por ejemplo, calicheamicina, especialmente calicheamicina gam-
ma 11 y calicheamicina omega 11 (véase por ejemplo, Angew, Chemie Intl. Ed.
Engl., 33: 183-186 (1994)); dinemicina, que incluye la dinemicin A; una espera-
micina; asi como croméforo neocarzinostatina y croméforos antibiéticos enediina
cromoproteina relacionados), aclacinomisinas, actinomicina, autramicina, azase-
rina, bleomicinas, cactinornicina, carabicina, carminomicina, carzinofilina, cro-
momicinia, dactinomicina, daunorubicina, detorubicina, 6-diazo-5-oxo-L-
norleucina, doxorubicina (que incluye ADRIAMYCIN™  morfolino-doxorubicina,
cianomorfolino-doxorubicina, 2-pirrolino-doxorubicina, inyeccidon 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

o4&



10

15

20

25

-53.

micofendlico, nogalamicina, olivomicinas, peplomicina, potfiromicina, puromicina,
quelamicina, rodorubicina, estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina, ubeni-
mex, zinostatina, zorubicina; anti-metabolitos como el metotrexato, gemcitabina
(GEMZAR™), tegafuro (UFTORAL™), capecitabina (XELODA™), una epotilona,
y 5-fluorouracilo (5-FU); analogos de acido folico como la denopterina, meto-
trexato, pteropterina, trimetrexato; analogos de purina como la fludarabina, 6-
mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina; analogos de pirimidina como la ancitabi-
na, azacitidina, 6-azauridina, carmofuro, citarabina, dideoxiuridina, doxifiuridina,
enocitabina, fioxuridina, anti-adrenales como aminoglutetimida, mitotane, trilos-
tano; reforzador de acido félico como el acido frolinico; aceglatona; aldofosfami-
da glucdsido; acido aminolevulinico; eniluracilo; amsacrina; bestrabucilo; bisan-
treno; edatraxato; defofamina; demecolcina; diazicuona; elfornitina; acetato de
eliptinio; etoglucido; nitrato de galio; hidroxiurea; lentinano; lonidainina; maitansi-
noides como maitansina y ansamitocinas; mitoguazona; mitoxantrona; maopi-
danmol; nitraerina; pentostatina; fenamet; pirarubicina; losoxantrona; 2-
etilhidrazida; procarbazina; complejo polisacérido 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, mi-
tobronitol; 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; metliotrexato, agen-
tes con platino como el cisplatino, oxaliplatino y carboplatino; vincas, que evitan
la polimerizacién de tubulina a partir de los microtibulos en formacién, que in-
cluye vinblastina (VELBAN™),  vincristina (ONCOVIN™},  vindesina
(ELDISINE™), FILDESIN™), y vinorelbina (NAVELBINE ™)); etoposido (VP-16);

ifosfamida; mitoxantrona; leucovovina; novantrona; edatrexato; daunomicina;
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aminopterina; ibandronato; inhibidor de la topoisomerasa RFS 2000; difluorome-
tilornitina (DMFO); retinoides como el acido retincico, que incluye el bexaroteno
(TARGRETIN™); bisfosfonatos como el clodronato (por ejemplo, BONEFOS™ o
OSTAC™), etidronato (DIDROCAL™), NE-58095, acido zoledrénico/ zoledrona-
to (ZOMETA™), alendronato (FOSAMAJX™), pamidronato (AREDIA™), tiludro-
nato (SKELID™), o risedronato (ACTONEL™); troxacitabina {(un anélogo de 1,3-
dioxolano nucledsido citosina); oligonucledtidos antisentido, particularmente los
que inhiben la expresion de genes en las vias de sefializacion implicadas en la
proliferacién celular aberrante, como por ejemplo, PKC-alfa, Raf, H-Ras vy el re-
ceptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF-R); vacunas como la vacuna
THERATOPE™ vy 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, in-
hibidores de COX-2 (por ejemplo celecoxib o etoricoxib), inhibidores del protea-
soma (por ejemplo PS341); bortezomib (VELCADE™); CCI-779; tipifarnib (RI
1577); orafenib, ABT510; inhibidor de Bcl-2 como oblimerseno soédico
(GENASENSE™); pixantrona; inhibidores de EGFR {véase la definicién a conti-
nuacion); 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 o mas de los anteriores como
CHOP, una abreviatura de una terapia combinada de ciclofosfamida, doxorubici-
na, vincristina y prednisolona, y FOLFOX, una abreviatura de un regimen de tra-
tamiento con oxaliplatino (ELOXATIN™) combinado con 5-FU y leucovovina.
También se incluyen en esta definicién los agentes anti-hormonales gue
actian regulando o inhibiendo la accion de las hormonas sobre los tumores co-
mo los anti-estrégenos con un perfil mixto agonista/ antagonista, lo que incluye,

el tamoxifeno (NOLVADEX™), 4-hidroxitamoxifeno, toremifeno (FARESTON™),
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idoxifeno, droloxifeno, raloxifena (EVTSTA™), trioxifeno, keoxifeno y modulado-
res selectivos del receptor de estrogenos (SERM) como SERM3; anti-
estrégenos puros sin propiedades agonistas, como el fulvestrant (FASLODEX™),
y EMB800 (tales agentes pueden bloquear la dimerizacion del receptor de estré-
genos (ER), inhiben la unién al DNA, aumentan el recambio de ER y/o suprimen
los niveles de ER); inhibidores de fa 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 hormo-
na luteinizante, lo que incluye la leuprolida {(LUPRON™ y ELIGARD™), gosere-
lina, buserelina y tripterelina; esterocides sexuales, 1o que incluye progestinas
como acetato de megestrol y acetato de medroxiprogesterona, estrogenos como
dietilstilbestrol y premarina, y andrégenos/ retinoides como la fluoximesterona, el
acido todo transretionico y fenretinida; onapristona; anti-progesteronas; regula-
dores negativos del receptor de estrégenos (ERD); anti-andrégenos como la flu-
tamida, nilutamida y bicalutamida; testolactona; y las sales, acidos ¢ derivados
farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los anteriores; asi como las
combinaciones de dos o mas de los anteriores.

Como se utiliza, el término "farmaco dirigido a EGFR" se refiere a un
agente terapéutico que se une a EGFR y, opcionalmente, inhibe la activacion del
EGFR. Ejemplos de tales agentes incluyen los anticuerpos y pequefias molécu-
las que se unen a EGFR. Ejemplos de anticuerpos que se unen a EGFR inclu-
yen MAb 579 (ATCC CRL HB 8506), MAb 455 (ATCC CRL HB8507), MAb 225
(ATCC CRL 8508), MAb 528 (ATCC CRL 8509) (véase la Patente estadouni-
dense N° 4.943.533, Mendelsohn et al.) y variantes de los mismos, como el 225

quimérico (€225 o Cetuximab; ERBITUX™) y el 225 remodelado humano (H225)
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(vease 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 citotoxico, generando asi un inmunocon-
jugado (véase, por ejemplo, la PE-A-659439, Merck Patent GmbH). Ejemplos de
moléculas pequefas gque se unen a EGFR incluyen ZD 1839 o Gefitinib
(IRESSA™; Astra Zeneca), CP-358774 o Erlotinib HCI (TARCEVA™ Genen-
tech/Rochef/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 indi-
cados en el paragrafo 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 I1SIS-
5132 disponible de ISIS Pharmaceuticals que inhibe la sefializacion de Raf-1;
inhibidores de TK no dirigidos a HER como Imatinib mesilato (Gleevec™) dispo-
nible de Novartis; inhibidor CI-1040 de la quinasa | regulada por la MAPK extra-
celular (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-
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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 (I1SIS 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; WO 99/09016 (American Cyanamid); WO
98/43960 (American Cyanamid); WO 97/38983 (Warner Lambert); WO 99/06378
(Warner Lambert); WO 99/06396 (Warner Lambert); WO 96/30347 (Pfizer, Inc);
WO 96/33978 (Zeneca); WO 96/3397 (Zeneca); y WO 96/33980 (Zeneca).

Un "agente antiangiogénico” se refiere a un compuesto que bloguea o in-
terfiere en cierto grado el desarrollo de los vasos sanguineos. E! factor antian-
giogénico puede ser por ejemplo una molécula pequefia o anticuerpo qué se
une a un factor de crecimiento o receptor de un factor de crecimiento involucra-
do 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 termino "citoquina” es un término genérico para las proteinas liberadas
por una poblacidn de células que actiian sobre otra célula como mediadores in-
tercelulares. Ejemplos de tales citoquinas son las linfoquinas, monoquinas y las
hormonas polipéptido tradicionales. Entre las citoquinas se incluyen las hormo-
nas de crecimiento, como la hormona de crecimiento humana, hormona de cre-
cimiento humana N-metionilo y hormona de crecimiento bovina, la hormona pa-
ratiroidea, tiroxina, insulina, proinsulina, relaxina; prorelaxina, hormonas glico-
proteina como la hormona estimuladora de foliculos (FSH), hormona estimulado-

ra de la tiroides (TSH), y hormona luteinizante (LH), factor de crecimiento hepa-
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tico; factor de crecimiento de fibroblastos, prolactina, lactégeno placentario, fac-
tor de necrosis tumoral O y O, sustancia inhibidora mulleriana, péptido asociado
a gonadotropina de raton, inhibina; activina, factor de crecimiento endotelial vas-
cular, integrina, trombopoyetina (TPQ), factores de crecimiento nerviosos como
NGFQ, factor de crecimiento de las plaguetas; factores de crecimiento transfor-
mantes (TGF) como TGF-O y TGF-[, factor de crecimiento similar a la insulina |
y ll, eritropoyetina (EPQ), factores osteoinductivos; interferones como el interfe-
ron-(J-0 y -0, factores estimuladores de colonias (CSF) como el CSF de macré-
fagos (M-CSF), CSF de granulocitos-macrofagos (GM-CSF), y CSF de granulo-
citos (G-CSF), interleuquinas (IL) como la IL-1, IL-I0, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, un factor necrosis tumeral como TNF-O o
TNF-0O, y otros factores polipeptidicos que incluyen LIF y ligando de kit (KL).
Como se utiliza aqui, 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 formulacién como la enzima
hialuronidasa de acuerdo con la presente invencién, una cantidad efectiva es la
cantidad necesaria para aumentar la dispersion y absorcién del anticuerpo anti-
HERZ coadministrado de forma que el anticuerpe 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 pa-
ra tratar una enfermedad en el paciente. Cuando la enfermedad es el cancer, la
cantidad efectiva de! farmaco puede reducir el nimero de células cancerosas;
reducir el tamafio del tumor; inhibir (es decir, ralentizar en cierta medida y prefe-
riblemente detener) la infiltracién de células cancerosas en érganos periféricos;
inhibir (es decir, ralentizar en cierta medida y preferiblemente detener) la metas-

tasis del tumor; inhibir, en cierta medida, el crecimiento tumoral; y/o eliminar en
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cierta medida uno o mas sintomas asociados con el cancer. En funcién de la ex-
tensiéon 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 prefe-
riblemente es esencialmente puro y es deseable que sea esencialmente homo-
géneo (es decir libre de proteinas contaminantes, etc, en el que la enzima hialu-
ronidasa en la formulacién de acuerdo con esta invencién no debe considerarse
una proteina contaminante del anticuerpo monoclonal anti-HER2 de acuerdo con
la presente invencidn). Un anticuerpo "esencialmente puro” se refiere a una
composicién que comprende al menos alrededor de un 90% en peso del anti-
cuerpo, en base al peso total de la composicion, preferiblemente al menos alre-
dedor del 95% en peso. Un anticuerpo "esencialmente homogéneo” se refiere a
una composicién que comprende al menos alrededor de un 99% en peso del an-
ticuerpo, en base al peso total de la composicién.

La invencién se entendera mas completamente en referencia a los si-
guientes Ejemplos. No obstante, no deben entenderse como limitantes del al-
cance de la invencidn. Todas las citas bibliograficas y de patentes se incorporan
aqul por referencia.

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 con-
tinuacion) tras 8 semanas con respecto a las especies de hajo 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 li-
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geramente mejor que las formulaciones de PS80 B, D y F tras el aimacenamien-
to a 30°C.

Fig. 2 Estabilidad de las formulaciones de A a F (véase la Tabla 1 a con-
tinuacion) tras 8 semanas con respecto a las especies de elevado peso molecu-
lar (APM) detectadas mediante HPLC de exclusién por tamafio. Como se mues-
tra 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 tiem-
po 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 mues-
tran una menor turbidez; mientras las formulaciones de C a F que contienen
NaCl muestran una turbidez mucho mayor. Las formulaciones E y F que contie-
nen tanto trehalosa como NaCl mostraron una turbidez intermedia. No se obser-
vO un aumento significativo tras el almacenamiento durante 8 semanas.

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

Ejemplos

Las formulaciones anti-HER2 para la administracidon subcutdnea de
acuerdo con la invencién se desarrollaron en base a los resultados experimenta-
les que se proporcionan a continuacién utilizando los métodos generales prepa-
rativos y analiticos y los ensayos que se indican como se describe a continua-
cion.

A) Preparacién de los componentes para la formulaciéon

El trastuzumab se fabrica mediante técnicas generalmente conocidas pa-
ra la produccion de proteinas recombinantes. Una linea de células de ovario de

hamster chino (CHO) disefiada mediante ingenieria genética preparada como se
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describe en la PE-B-530058 se expande en un cultivo celular a partir de un ban-
co de células originales. El anticuerpo monoclonal trastuzumab se recoge del
fluido del cultivo celutar 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 vira-
les (por ejemplo una membrana de PVDF (comercializada por Milipore bajo el
nombre de filtros Viresolve), seguido de una cromatografia de intercambio anié-
nico (por ejemplo Q-Sepharose FF) y un paso de ulirafiltracién/ diafiltracion. Pa-
ra preparar las formulaciones de acuerdo con estos ejemplos se proporciond
Trastuzumab a una concentracion de aproximadamente 100 mg/m! en un tam-
pon histidina 20 mM a un pH de aproximadamente 6,0.

El rHUPH20 se fabrica mediante técnicas generalmente conocidas para la
produccion de proteinas recombinantes. El proceso empieza con la descongela-
cion de las células a partir de un banco de células de trabajo (WCB) ¢ banco de
ceélulas de originales (MCB) y su expansion mediante cultivo celular en una serie
de frascos de agitacion seguido de la expansién en un bioreactor. Tras la finali-
zacioén 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 filtracién viral, y entonces el producto filtrado se
concentra, y se formula en el tampon final: 10 mg/mL rHuPH20 en tampdn L-
histidina/HCl 20 mM, pH 6,5, NaCl 130 mM, polisorbato 80 al 0,05% (p/v). El
producto rHUPH20 se almacena a continuacién a -70°C.

El resto de excipientes de la formulacion de acuerdo con la presente in-
vencioén son ampliamente utilizados en la practica y son conocidos para el exper-
to en la materia. No existe por lo tanto a necesidad de explicarlos en detalle.

Las formulaciones de preducto farmacologico liquidas para su administra-
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cion subcutanea de acuerdo con la invencién se desarrollaron como sigue:

Ejemplo 1: Preparacion de las formulaciones liquidas

Para la preparacion de las formulaciones liquidas de Trastuzumab se in-
tercambié el tampdn con un tampdn de diafiltraciéon que contiene la composicion
de tampén anticipada y cuando era necesario, se concentré mediante diafiltra-
cidn hasta una concentracién de anticuerpo de aproximadamente 150 mg/mi.
Tras completar la operacion de diafiltracién, los excipientes (por ejemplo trehalo-
sa, rTHUPH2Q) se afiadieron como solucicnes de reserva a la solucién de anti-
cuerpo. El tensioactivo se afiadid entonces como una solucién de reserva con-
centrado de 50 a 200 veces. Finalmente la concentracidon de proteina se ajusto
con un tampoén hasta la concentracion final de Trastuzumab de alrededor de 110
mg/ml, 120 mg/mi o 130 mg/ml como se especifica en las formulaciones particu-
lares en detalle a continuacién.

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

1} espectrofotometria UV;

2) cromatografia de exclusién por tamario (SEC);

3) cromatografia de intercambio iénico (IEC);

4) turbidez de la solucion;

ak
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5) presencia de particulas visibles ; y

6) actividad rHUPH20.

La espectroscopia UV, utilizada para la determinacién del contenido de
proteina, se realizé en un espectrofotometro UV Perkin EImer 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 tampdn. La concentracién de proteina se calculd de acuerdo con la ecuacion
1.

Ecuacion 1;

Contenido de proteina - A(280) - A(320) X dil.factor

a(c’"%g> x d{cm)

La absorcién de luz UV a 280 nm se corrigié de la dispersion de 1a luz a

320 nm y se multiplicé por el factor de dilucidén, que se determiné a partir de las
masas pesadas y las densidades de la muestra pura y del tampdn de dilucién. El
numerador se dividié por el producto de la longitud de paso de la cubeta d y el
coeficiente de extincion molar ¢.

La cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) se utilizd para detectar
especies solubles de elevado peso molecular (agregados) y productos de hidré-
lisis de bajo peso molecular (BPM) en las formulaciones. El método se realizé 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 Toso-

Haas TSK Gel SuperSW3000. El mondmero intacto, los agregados y los de pro-
ductos de hidrolisis se separaron mediante un perfil de elucién isocratico, utili-
zando como fase mévil 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 realizé para detectar los
productos de degradacion quimica que alteran la carga neta del Trastuzumab en

las formulaciones. Para este propésito el Trastuzumab se digirié con carboxipep-
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tidasa B. El método utilizé un instrumento de HPLC adecuado equipado con un
detector UV (deteccidén con longitud de onda a 214 nm} y una columna de inter-
cambio de cationes analitica Dionex ProPac™ WCX-10 (4 x 250 mm). Se utilizd
como fase moévil A y B tampédn de fosfato sddico 10 mM pH 7,5 en Hz0 y tampon
de fosfato sodico 10 mM pH 7,5 y NaCl 100 mM, respectivamente, con una tasa
de flujo de 0,8 mi/min.

Para la determinacion de la turbidez, se midi6é 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 inspeccién visual Seidenader V90-T.

Se utilizé6 como ensayo de actividad un ensayo in vitro enzimético del
rHUPH20 como hialuronidasa. El ensayo se basa en la formacién de un precipi-
tado insoluble cuando el hialuronano (hialuronato sddico) se une a un precipitan-
te catidnico. La actividad de la enzima se midid incubando rHUPH20 con sustrato
de hialuronano y iuego precipitando el hialuronano no digerido con albumina sé-
rica acidificada (de suero equing). La turbidez se midié a una longitud de onda
de 640 nm y el descenso de la turbidez resultante de la actividad enziméatica en
el sustrato de hialuronano es una medida de la actividad enzimatica. El procedi-
miento se realiza utilizando una curva estandar generada con diluciones de un
estandar 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 varia-
ciones;

- variaciones del pH de alrededor de aproximadamente 50 a
aproximadamente 6,0

- variaciones del contenido de proteina de alrededor de aproxima-

damente 110 mg/ml a aproximadamente 130 mg/ml
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- variaciones del tensioactivo de aproximadamente 0,02% a aproxi-

madamente 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, a continuacién, 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 pro-
teinas diferentes. Tales formulaciones pueden prepararse con mayor facilidad y
un coste inferior at de las formulaciones liofilizadas. Ademéas tales formulaciones
son mas faciles de manipular ya que no es necesaria la redisolucién de! produc-
to 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 aitamente concentradas
de anticuerpos farmacéuticamente activos anti-HER2 que carecen de la enzima
hialuronidasa. Por lo tanto, un aspecto de la presente invencion esta relacionado
también con las formulaciones que contienen los ingredientes especificados pe-

ro que carecen de la enzima hialuronidasa.

ar
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Tabla 1: Composicién y datos de estabilidad de las formulaciones de producto farmacolégico liquido anti-HER2 de
acuerdo con esta invencion.
La Formulacién A es una formulacion liquida con una composicion de Trastuzumab 120 mg/ml, L-histidina/HCI 20 mM pH 5,5,

a,a-trehalosa dihidratada 210 mM, metionina 10 mM, polisorbato 20 0,04%, rHUPH20 12.000 U/ml.

Condici- | Tiempo de Con- HPLC de exclusion por HPLC de intercambio idnico | Turbidez Parti- Activi-
6n de almacena- cen- tamano (FTU) culas vi- | dad HE
ﬁ;"r‘;gﬁ: miento ;’;’;‘g‘_ APM | Monéme- | BPM | Pico | Pico1| Pico4 sibles | (U/mi)
to teina (%) ro (%) (%) | princi-pal | (%) (%)
%)
(mg/mi (%
)

- Iniciai 111 0.4 98,9 0,7 60 15 10 5,0 ffp 13613
Agit.5°C 1 semana nd 0,4 98,7 0,9 nd nd nd 52 ffp 13775
AGL2S" | qsemana | nd | 04 | 987 | 09 60 1 12 5.7 fip | 12053

FIT (5 ciclos) nd 0.4 98,7 0,9 nd nd nd 6,0 effp 12558

8 semanas 105 0,4 98,5 1.1 60 15 11 4,8 ffp 13204

5°C 21 semanas nd 0,4 98,7 0,8 62 12 11 53 ffp 14940
36 semanas nd 04 98,7 0,8 59 " 12 3,8 ffp 12613

8 semanas 106 0,5 98,3 1,2 53 8 19 4,7 fip 12176

25°C 21 semanas nd 0,6 97,7 1,7 42 7 26 5,2 fip 13976
36 semanas nd 0,7 97,2 2,1 33 7 34 3,8 ffp 12348

30°C 8 semanas 105 0,6 97,8 1.6 45 6 26 4,4 ffp 13294
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La Formulacién B es una formulacién liquida con una composicion de Trastuzumab 120 mg/ml, L-histidina/HC! 20 mM pH 5,5,

a,a-trehalosa dihidratada 210 mM, metionina 10 mM, polisorbato 80 0,06%, rHuUPH20 12.000 U/ml.

Condici- | Tiempode | Concen- HPLC de exclusion por HPLC de intercambio idnico | Turbidez Parti- | Activi-dad
on de almacena- tracion tamafio (FTU) culas HE (U/ml)
almace- | miento | depro- o T Mong- | BPM | Pico prin- | Pico 1] Picod visi-bles
namiento teina .
(%) mero (%) | cipal (%) | (%) (%)
(mg/mil)
(%)

- Inicial 111 0,4 98,9 0,7 59 15 10 4,4 ffp 13293
Agit.5°C 1 semana nd 04 98,7 09 nd nd nd 52 ffp 13530
AGL25" | 4 semana nd 04 | 97 | 08 61 12 12 52 fip 9390

FIT (5 ciclos) nd 0,4 98,7 0,9 nd nd nd 5,5 ffp 12532
8 semanas 109 04 98,7 0,8 60 15 L 51 ffp 13508
5°C 21 semanas nd 0,5 98,8 0,8 nd nd nd 53 fip nd
36 semanas nd 04 98,8 0,8 nd nd nd 4,5 ffp nd
8 semanas 109 0,5 98,2 1,3 53 8 19 4,6 ffp nd
25°C 21 semanas nd 0,7 97,6 1,8 nd nd nd 5,2 effp nd
36 semanas nd 0,8 97.1 21 nd nd nd 53 ffp nd
30°C 8 semanas 109 0,6 97,7 17 45 6 26 4,8 ffp 13394
21 semanas 107 0,9 96,2 2,9 nd nd nd 53 ffp nd
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La Formulacién C es una formulacion liquida con una composicion de Trastuzumab 120 mg/ml, L-histidina/HCL 20 mM pH 5,5,

cloruro sadico 130 mM, metionina 10 mM, polisorbato 20 0,04%, rHuPH20 12.000 U/m.

Condici- | Tiempo | Concen- HPLC de exclusion por HPLC de intercambio iénico Turbidez Parti- | Activi-dad
6n de de al- tracion tamafio (FTU) culas | HE (U/ml)
almace- | macena- | de pro- 7, U o6 [ BPM | Pico principal | Pico 1| Pico 4 visi-bles
namiento [ miento teina
(%) mero (%) (%) (%) (%)
(mg/ml)
(%)

- Inicial 129 0,5 98,8 0,7 59 15 10 24,2 ffp 12355
Agitsec | ! ss;“a' nd 0,5 98,6 0.9 nd nd nd 26,0 ffp 13123
Agiézs 1 sema | nd 05 | 985 | 09 60 12 11 25,3 fip 12209

FIT (jo"s') nd 05 | 986 | 09 nd nd nd 248 fp 12576
8 Sera ] 126 0.5 987 | 08 60 15 1 254 ffp 12463
sc | 21se nd 06 | 984 | 10 62 13 9 236 ffp 15409
manas
36 se- nd 0,6 98,6 0,8 59 12 12 26.3 fip 13218
manas
25c |8 sn“:ga' 125 0,7 98,0 13 54 9 18 25,0 ffp 13038
21 se- nd 0,9 97,5 1,6 42 9 22 24,3 fip 14972
manas
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36 se-
hatodt nd 1,0 97,0 2,1 32 31 25,7 ffp 12028
8 Srg:a 125 0.8 97,6 1,6 46 25 23,0 fip 12751
30°C
21 se- 125 12 | 963 | 28 32 29 257 ffp nd
manas
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La Formulacién D es una formulacién liquida con una composicion de Trastuzumab 120 mg/ml, L-histidina/HC! 20 mM pH 5,5,

cloruro sédico 130 mM, metionina 10 mM, polisorbato 80 0,06%, rHuPH20 12.000 U/ml.

Condi- | Tiempo de al- | Concen- | HPLC de exclusion por | HPLC de intercambio ioni- | Turbidez Parti- Activi-
cion de macena- tracion tamaiio co (FTU) culas dad HE
almape- miento de pro- APM Mono- BPM Pico Pico | Pico 4 visi-bles (U/ml)
naTonen- (f;e;;‘fil) (%) mero (%) | princi-pal | 1 (%)

(%) (%) (%)

- Inicial 128 0,4 98,9 0,7 59 15 10 251 fip 15178
Agit.5°C 1 semana nd 0,5 98,6 0,9 nd nd nd 241 effp 12201
Agi:fs" 1 semana nd 06 | 95 | 09 60 12 11 254 offp 8311

FIT (5 ciclos) nd 0,5 98,6 0,9 nd nd nd 24,8 effp 11906
8 semanas 125 05 98,7 0,8 60 15 11 25,0 ffp 13238
5°C 21 semanas nd 0,6 98,5 1,0 nd nd nd 24,3 ffp nd
36 semanas nd 0,6 98,6 0.8 nd nd nd 26,1 ffp nd
8 semanas 125 0,7 98,1 1,2 54 9 18 234 ffp 12661
25°C 21 semanas nd 09 97.3 1,8 nd nd nd 245 fip nd
36 semanas nd 11 96,8 21 nd nd nd 26,6 fip nd

. 8 semanas 124 0,9 97,5 1.7 45 8 25 23,7 ffp 12182

3¢ 21 semanas 125 1,3 96,1 2,6 nd nd nd 24,2 effp nd
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La Formulacién E es una formulacion liquida con una composicion de Trastuzumab 120 mg/ml, L-histidina/HCI 20 mM pH 5,5,

a,a-trehalosa dihidratada 105 mM, cloruro sédico 65 mM, metionina 10 mM, polisorbato 20 0,04%, rHUPH20 12.000 U/ml.

Condi- Tiempo | Concen- | HPLC de exclusion por | HPLC de intercambio iénico | Turbidez Parti- | Activi-dad
cionde | de alma- tracion tamafo (FTU) culas HE (U/mI)
almace- cena- de pro- Mong visi-bles

namien- | miento teina APM moeno— BPM | Pico prin- | Pico 1 | Pico4

to (mgiml) | (%) (%')" %) | cipal (%) | (%) (%)

- Inicial 128 0,4 98,9 0,7 59 15 10 16,6 fip 13475
Agit.5°C | 1 semana nd 0.5 98,6 0.9 nd nd nd 17,2 ffp 12363
Agigs" 1 semana nd 0,5 98,5 1,0 60 12 11 17,2 effp 12793

FIT 5 ciclos nd 0,5 98,6 0,9 nd nd nd 16,5 effp 12374
8 f“;’;‘a 125 0.5 98,7 0,8 60 15 11 16,9 fip 13086
sc |2 sema- | nd 05 | 986 | 09 61 13 1 16,4 fp 14896
36 Soma- nd 05 | 987 | 08 59 12 12 16,5 ffp 13321

8 sema 125 07 | 981 12 53 9 18 15,4 fp nd
2sc |2 s:;"a nd 08 97,5 17 4 8 29 19,2 ffp 14730
36 ::;“a' nd 0,9 97,0 2,1 32 9 32 17,4 ffp 12028
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8 snear;la— 124 0,8 97,7 1,5 45 25 15,7 ffp 11745
30°C
21 i:;na- 123 11 96,3 2,6 32 24 17,4 ffp nd
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La Formulacién F es una formulacion liquida con una composicion de Trastuzumab 120 mg/ml, L-histidina/HCI 20 mM pH 5.5,

a,a-trehalosa dihidratada 105 mM, cloruro sodico 65 mM, metionina 10 mM, polisorbato 80 0,06%, rHuPH20 12.000 U/ml.

Condi- Tiempo | Concen- | HPLC de exclusién por | HPLC de intercambio iénico | Turbidez Parti- | Activi-dad
cion de | de alma- | tracion tamario (FTU) culas | HE (U/ml)
almace- | cena- de pro- 7 PM | Monéme- | BPM | Pico prin- | Pico | Pico4 visi-bles

namien- miento teina o o o ival (% 1 %

to (mg/ml) (%) o (%) (%) cipal (%) %) (%)

- Inicial 127 0,4 98,9 0,7 59 15 10 16,7 effp 13069
Agit5°C | 1semana | nd 0,5 98,6 0,9 nd nd nd 16,0 ffp 13188
AG25" | 1 semana | nd 05 | 986 | 09 60 12 11 15,8 fip 9764

FIT 5 ciclos nd 0,5 98,7 0,8 nd nd nd 18,5 fip 11769
8 sema- | 125 | 05 | 987 |08 60 15 11 16,5 ffp nd
sc |2 z:;“a' nd 0,6 98,6 0,9 nd nd nd 16,6 fip nd
36 sema- | nd 06 | 97 | 08 nd nd nd 17,2 ffp nd

8 iea':a 125 0,7 98,1 1,2 53 9 18 17,4 ffp 13570
25°c | ZIsema | g 08 | 974 | 17 nd nd | nd 16.4 fip nd
36 rs‘:;“a‘ nd 1,0 96,9 2,1 nd nd nd 18,3 fip nd
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8 ?—,Zn;a- 124 0,8 97.5 1,7 45 8 25 16,2 ffp 11860
30°C
Zisema-| 123 | 18 | 956 |29 | nd nd | nd 16,1 fip nd
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La Formulacién G es una formulacion liquida con una composicién de Trastuzumab 120 mg/mli, L-histidina/HC! 20 mM pH 5,5,
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a,a-trehalosa dihidratada 210 mM, metionina 10 mM, polisarbato 20 0,04%.

Condi- | Tiempo de | Concen- | HPLC de exclusion por HPLC de intercambio i6nico | Turbidez | Particulas visi-
cion de | almacena- | tracion tamario (FTU) bles
almace- | miento | depro- 1T oy Ty sme | BPM | Pico prin- | Pico | Pico4
namien- teina .
(%) ro (%) (%) cipal (%) 1 (%)
to (mg/mi) o
(%)
- Inicial 122 0,3 99,7 nd 71 11 7 42 fip
4 semanas nd 0,3 99,6 nd 60 1 1 nd nd
12 sema- 118 0,4 996 | <03 70 10 7 438 fip
nas
5°C i
24 sema 121 04 | 995 | nd 68 9 9 41 ffp
nas
36 sema- nd 0,5 99,5 0.1 67 8 10 nd nd
nas
4semanas nd 0,4 99,6 nd 70 10 7 nd nd
12semar | 121 05 | 994 | <03 66 8 11 43 ffp
15°C N
24 sema 121 05 | 993 | <03 59 7 17 44 fip
nas
36 sema- nd 0.6 99,2 0.2 53 7 22 nd nd
nas
25°C 4 semanas nd 0,5 99,5 <0,3 66 7 1 nd nd
12 :ae;“a' 121 0,6 97,2 2,1 53 6 22 42 ffp
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24 sema-
nas

122

0,7

98,0

1.4

39

32

42

ffp

y se afiadié rHUPH20 previamente a la inyeccién a partir de una solucion con la siguiente composicion:

rHuPH20 10 mg/mi en His/Histidina HCI 20 mM, pH 6,5, NaCl 130 mM, polisorbato 80 0,05% (p/v)
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La Formulacién H es una formulacion liquida con una composicion de Trastuzumab 110 mg/mi, L-histidina/HCI 20 mM pH 5,0,

a,a-trehalosa dihidratada 210 mM, metionina 5 mM, polisorbato 20 0,02%, rHuPH20 2.000 U/ml.

Condi- | Tiempo de | Concen- HPLC de exclusion por HPLC de intercambio ionico | Turbidez | Parti- Activi-

cién de | almacena- | tracion de tamario (FTU) culas | dad HE

z'a":n"’;:ﬁ: miento p(:]‘:;fn'q’l‘)a APM | Monéme- | BPM | Pico prin- | Pico 1 | Pico 4 bios (U/ml)
to (%) ro (%) (%) | cipal (%) (%) (%)

- Inicial 111 0,6 98,7 0,8 69 12 6 39 ffp 2081
Agit.5°C | 1 semana nd 0.6 98,7 0,7 68 12 6 3,9 ffp 2406
Ag'é% 1semana | nd 07 98,6 0.7 68 10 7 38 fip nd

FIT 5 ciclos nd 0.7 98,7 0.7 68 12 6 38 ffp 2167
8 sema- nd 0.6 98,8 0.6 69 10 8 40 fip | 2235
sc | 12 ::;"a 110 0,6 98,7 0,7 66 10 9 3.9 fip 1970
36 sema- nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nas
8 sema- nd 07 98,3 1,0 57 5 15 41 ffp 1891
25cc | 12 sema- | a1 0.7 97,8 15 50 4 20 38 ffp 2079
36 ::;“a' nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
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8 sema- nd 14 | 94 45 31 30 4,1 fip nd
40°C
12semar | 11 16 | 925 | 59 28 35 47 ffp nd
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La Formulacién | es una formulacion liquida con una composicién de Trastuzumab 110 mg/ml, L-histidina/HCI 20 mM pH 6.0,

a,a-trehalosa dihidratada 210 mM, metionina 5 mM, polisorbato 20 0,02%, rHUPH20 2.000 U/mi.

Condi- Tiempo de | Concen- | HPLC de exclusion por | HPLC de intercambio idnico | Turbidez Parti- Activi-
cion de | almacena- tracion tamafio (FTU) | culas visi- | dad HE
almace- miento depro- [T oM [ Moneme- | 8P | Pico prin- | Pico 1 | Pico 4 bles (U/mi)
il (r;eéfnil) %) | o) | M | cipal(%) | (%) | (%)
(%)
- Inicial 111 0.8 98,5 0,7 69 12 7 4,7 effp 1948
";?('; 1 semana nd 0,8 98,6 0,7 68 12 7 5,1 fip 2672
Agiéw 1 semana nd 0.8 986 | 07 67 11 8 47 fip 1724
FIT (5 ciclos) nd 0,8 98,6 0,7 68 12 7 4.5 ffp 2507
8 semanas nd 0,8 98,6 0,6 68 11 8 4,5 ffp 1911
5°C 12 semanas 112 0.8 98,5 0,7 65 11 10 4,7 ffp 2034
36 semanas nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
8 semanas nd 0,9 98,1 1,0 53 12 18 4.8 effp 1910
25°C 12 semanas 11 1,0 97,8 1,2 45 12 21 4.9 ffp 2157
36 semanas nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
40°C 8 semanas nd 1.6 95,3 3.1 26 9 26 5,0 ffp nd
12 semanas 112 1,9 93,9 4,3 20 9 22 57 ffp nd
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La Formulacién J es una formulacion liquida con una composicion de Trastuzumab 110 mg/ml, L-histidina/HCI 20 mM pH 5,0,

a,0-trehalosa dihidratada 210 mM, metionina 5 mM, polisorbato 20 0,06%, rHuPH20 2.000 U/ml.

Condi- Tiempo de | Concen- HPLC de exclusion por HPLC de intercambio iénico | Turbidez Parti- | Activi-dad
cién de almacena- tracion tamario (FTU) culas | HE (U/mi)
aimace- miento | 9€ PO ["APM [ Monéme- | BPM | Pico prin- | Pico 1 | Pico 4 visi-bles

to (gimi) | B | %) | (%) | cipal (%) | (%) | (%)

- Inicial 111 0,6 98,7 0,7 69 12 3,7 fip 2198
Agit.5°C 1 semana nd 0.6 98,6 0,7 68 12 4,3 effp 2528
AGLZ5" | 1 semana nd 06 | 986 | 08 68 10 7 40 effp 1993

FIT (5 ciclos) nd 0,7 98,7 0,7 68 12 6 3,7 ffp 2256

8 semanas nd 0,6 98,8 0,6 68 10 4,1 ffp 2263

5°C 12 semanas 111 0,6 98,6 0.8 66 10 3,9 ffp 2337
36 semanas nd nd nd nd nd ‘nd nd nd nd nd

8 semanas nd 0,7 98,3 1,0 56 15 4,0 ffp 1931

25°C 12 semanas 11 0,7 97.9 1.4 50 20 4,0 ffp 2291
36 semanas nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
40°C 8 semanas nd 1.3 94,5 42 30 35 4,2 ffp nd
12 semanas 11 1.6 92,4 6,0 27 35 4.2 ffp nd
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La Formulacién K es una formulacién liquida con una composicion de Trastuzumab 110 mg/ml, L-histidina/HCI 20 mM pH 6,0,

a,a-trehalosa dihidratada 210 mM, metionina 5 mM, polisorbato 20 0,06%, rHuPH20 2.000 U/ml.

Condi- | Tiempo de | Concen- HPLC de exclusién por | HPLC de intercambio iénico | Turbidez Parti- Activi-dad
cion de | almacena- | tracion tamafio (FTU) culas visi- | HE (U/ml)
aimace- | miento | de pro- |"\pn T Mong- | BPM | Pico prin- | Pico | Picod bles
namien- teina %) | mero (%)| (%) | cipal(%) | 1 (%)
to (mg/ml) (%) ° ° pal % °
(%)

- Inicial 111 038 98,6 0,7 69 12 4,7 ffp 2258
Agit.5°C | 1semana nd 0,8 98,6 0,7 68 12 5,0 ffp 2680
A2 | 4 semana | nd 08 | 985 | 07 67 11 8 46 effp 2049

F/T (5 ciclos) nd 0.8 98,6 0,7 69 12 4,8 ffp 2316
8 semanas nd 0,8 98,5 0,7 68 12 4.5 ffp 2132
12 sema-
5°C nas 112 0,8 98,5 0,7 65 12 9 5,2 ffp 2260
36sema- | 4 nd nd nd nd nd | nd nd nd nd
nas
8 semanas nd 0,9 98,3 0,8 53 12 18 4,5 ffp 1863
12 sema-
25°C nas 112 1,0 97.9 1,2 46 12 21 4,7 fip 1917
36 sema- nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nas
40°C 8 semanas nd 1,5 95,4 3,1 26 10 26 5,2 ffp nd

4of
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12 sema-
nas

112

1,9

93,9

43

28

22

6,2

ffp

nd

La Formulacién L es una formulacion liquida con una composicion de Trastuzumab 110 mg/ml, L-histidina/HC| 20 mM pH 5,0,

5 a,a-trehalosa dihidratada 210 mM, metionina 15 mM, polisorbato 20 0,02%, rHUPH20 2.000 U/ml.

Condi- | Tiempo de | Concen- HPLC de exclusién por | HPLC de intercambio iénico | Turbidez Parti- | Activi-dad
cién de | almacena- | tracion tamaiio (FTU) culas vi- | HE (U/mi)
almace- | miento | de pro- |"apy T vonsme- | BPM | Pico prin- | Pico | Pico 4 sibles
namien- teina | “oy | ro (%) | (%) | cipal (%) | 1 (%)
to (mg/mi) ° ° ° ° o °
(%)
- inicial 111 0.6 98,7 0,7 69 12 6 3.5 effp 2301
Agit5°C | 1 semana nd 0.6 98,7 0,7 69 12 6 4.1 fip 2574
Agit.25°C | 1 semana nd 0.6 98,7 0,7 68 10 7 4.1 ffp nd
FIT (5 ciclos) nd 0,7 98,5 0,8 68 12 7 3.6 ffp 2435
8 iea";a nd 0,6 98,8 0,6 68 10 7 3.8 fip 2263
sc | '? semas |11 06 | 987 | o7 67 10 8 38 fip 1857
36sema- | 4 nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nas
25°C 8 slg:a‘ nd 0,7 98,4 1,0 56 5 15 38 ffp 1919

seb
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12sema- | qqq | o7 | 79 | 14 50 4 19 38 fip 2106
sesema- | g nd nd nd nd nd | nd nd nd nd
nas
8 sema- nd 13 | 942 | 45 31 4 34 39 ffp nd
40°C
12sema | 414 15 | 926 | 60 28 4 35 4.2 ftp nd

La Formulacién M es una formulacion liquida con una composicion de Trastuzumab 110 mg/ml, L-histidina/HCI 20 mM pH 6,0,

5 a,a-trehalosa dihidratada 210 mM, metionina 15 mM, polisorbato 20 0,02%, rHUPH20 2.000 U/ml.

Condi- | Tiempode | Concen- | HPLC de exclusién por ta- | HPLC de intercambio i6nico | Turbidez | Parti- Activi-

cién de | almacena- tracion mafio (FTU) culas | dad HE

ﬁg’:ﬂ?:ﬁ miento d;i‘;’:‘ APM | Monéme- | BPM | Pico prin- | Pico | Pico 4 il (Uimi)
to (mg/ml) (%) ro (%) (%) cipal (%) | 1(%) (%)

- Inicial 110 0,7 98,6 0,7 69 12 7 4,4 effp 2203
Agit.5°C 1 semana nd 0,7 98,6 0,6 69 12 7 5,2 ffp 2169
AR5 | 1 semana nd 0.7 | 986 0.7 67 1 8 49 ffp 1661

FIT (5 ciclos) nd 0,7 98,6 0,6 68 12 7 46 ffp 2183
5°C 8 semanas nd 0,7 98,6 0,7 68 12 8 45 ffp 2188
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12 semanas 111 0,8 98,6 0,7 66 12 9 4,9 effp 2028
36 semanas nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
8 semanas nd 09 98,1 1.1 53 12 18 4,5 ffp 1900
25°C 12 semanas 111 0.9 98,0 1.2 46 12 21 47 ffp 1936
36 semanas nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
40°C 8 semanas nd 1,5 95,0 3,5 26 10 26 54 ffp nd
12 semanas 111 1.7 94,1 4,2 27 8 22 55 ffp nd

La Formulacién N es una formulacién liquida con una composicién de Trastuzumab 110 mg/ml, L-histidina/HCI 20 mM pH 5,0,

a,a-trehalosa dihidratada 210 mM, metionina 15 mM, polisorbato 20 0,06%, rHuPH20 2.000 U/ml.

Condi- | Tiempo de | Concen- HPLC de exclusién por | HPLC de intercambio idnico | Turbidez Parti- Activi-dad
cion de | almacena- | tracion de tamafio (FTU) culas vi- | HE (U/ml)
:;n:‘igﬁ: miento p(l;g;/enl"r;)a APM | Monéme- | BPM | Pico prin- | Pico [ Pico4 si-bles

i (%) ro(%) | (%) | cipal (%) 1 (%)

0o 0

(%)

- Inicial 111 0,6 98,7 0,7 69 12 7 3.8 effp 2410
Agit.5°C [ 1 semana nd 0,6 98,6 0,7 69 12 6 4,0 effp 2559
AGR25" | 4 semana nd 06 | 986 | 08 68 10| 7 3.7 ffp 2086

FIT (5 ciclos) nd 0,7 98,7 0,7 68 12 6 4,0 ffp 2457
5°C 8 semanas nd 0,6 98,8 0,7 69 10 7 3.9 ffp 2102
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12 rf::'a 111 0,6 98,8 0,7 67 10 8 3,6 effp 2037
36 sema- nd nd nd nd nd nd | nd nd nd nd
nas
8 semanas nd 07 98,2 11 57 5 15 38 ffp 2215
12 sema-
5eC oot 11 0,7 97.9 1,4 50 4 19 3,7 fip 2050
36 sema- nd nd nd nd nd nd | nd nd nd nd
nas
8 semanas nd 1,3 94,7 41 30 4 34 4,0 ffp nd
40°C .
12 f‘ae;“a 111 1,5 92,5 6,0 28 4 35 45 fip nd

La Formulacién O es una formulacién liquida con una composicién de Trastuzumab 110 mg/ml, L-histidina/HCI 20 mM pH 6,0,

a.a-trehalosa dihidratada 210 mM, metionina 15 mM, polisorbato 20 0,06%, rHuPH20 2.000 U/ml.

Condi- | Tiempo de | Concen- HPLC de exclusion por HPLC de intercambio i6- | Turbidez Parti- Activi-
cién de | almacena- | tracion tamafio nico (FTU) culas dad HE
alma_ce- miento de Pro— APM | Monome- | BPM | Pico prin- | Pico | Pico visi-bles (U/ml)
namien- teina .
to (mg/ml) (%) o (%) (%) | cipal (%) 1 4
(%) | (%)
- Inicial 111 0,8 98,6 0,7 69 12 7 4,5 ffp 2153
Agit.5°C | 1 semana nd 0,7 98,6 0,7 69 12 7 4,7 ffp 1846
Agit.25°C | 1 semana nd 0,7 98,5 0,7 67 1 8 4,9 effp 2192
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ET (5 ciclos) nd 0.7 98,6 0,7 69 12 7 4,3 effp 2323
8 Sr;"s‘a nd 07 98,7 0,6 68 12 8 48 fip 2049
sc | 12 sema- | 412 0.8 98,5 07 66 12 | 9 46 fip 1903
36 sema- nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nas
8 fg:a nd 0.9 98,2 0,9 53 12 | 18 48 fp 2002
25°c | 12 sema- | 112 0.9 97.9 12 46 13 | 21 48 fip 2216
36 sema- nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nas
8 srg:a nd 15 95,6 2,9 26 10 | 25 52 fip nd
40°C
12 :Z;“a' 112 1,9 94,0 43 27 8 22 6.1 fip nd
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La Formulacién P es una formulacion liquida con una composicion de Trastuzumab 130 mg/ml, L-histidina/HCI 20 mM pH 5,0,

a,a-trehalosa dihidratada 210 mM, metionina 5 mM, polisorbato 20 0,02%, rHuPH20 2.000 U/ml.

Condi- | Tiempo de | Concen- HPLC de exclusion por HPLC de intercambio i6nico | Turbidez Parti- Activi-
cibn de | almacena- | tracién tamano (FTU) culas vi- | dad HE
i'ma.ce' miento | de pro- = o T Mons- | BPM | Pico prin- | Pico1 | Pico4 si-bles | (U/ml)
amien- teina .
(%) mero (%) cipal (%) (%) (%)
to (mg/ml)
(%)
- Inicial 128 0,7 98,7 0,7 69 12 6 3.8 ffp 2035
Agit.5°C | 1semana nd 0,7 98,7 0,7 69 12 6 34 ffp 2728
Agit.25°C | 1 semana nd 0,7 98,6 0,7 68 10 7 39 ffp nd
FIT (5 ciclos) nd 0,7 98,7 0,7 69 12 6 3,7 ffp 2559
8 semanas nd 0,6 98,8 0,6 69 10 7 3,6 ffp 2217
12 sema-
5°C nas 129 0,6 98,7 0,7 67 1 9 3,8 ffp 1878
36 sema- nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nas
8 semanas nd 0,8 98,2 1,0 57 5 15 3,5 ffp 2091
12 sema-
26°C nas 128 0,8 97,8 1.4 51 4 19 4,3 ffp 1887
36 sema- nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nas
8 semanas nd 1.6 94,2 4,2 31 4 35 39 fip nd
40°C _
12 ::;”a 129 1,9 92,1 59 28 5 35 45 ffp nd
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La Formulacién Q es una formulacién liquida con una composicion de Trastuzumab 130 mg/ml, L-histidina/HCI 20 mM pH 6,0,

a,a-trehalosa dihidratada 210 mM, metionina 5 mM, polisorbato 20 0,02%, rHuPH20 2.000 U/ml.

Condi- Tiempo de | Concen- HPLC de exclusion por HPLC de intercambio i6ni- | Turbidez Parti- Activi-dad
ciébn de | almacena- tracion tamafio co (FTU) | culas visi- | HE (U/ml)
almace- | miento | depro- Tapy T vons | BPM | Pico prin- | Pico 1 Pico 4 bles

namien- teina o, o . o o o

o (mgimy | (6 | mero | (k)| cpal () | (6) | (%)

- Inicial 131 0,8 98,5 0,7 69 12 7 44 effp 2309
Agit.5°C | 1 semana nd 0,8 98,5 0,7 69 12 7 44 ffp 2522
AGR25" | 1 semana nd 09 | 984 | 07 67 1 8 48 fip 1787

FIT (5 ciclos) nd 0.8 98,5 0,6 69 12 6 48 ffp 2312

8 semanas nd 0.9 98,6 0,6 68 12 51 ffp 2131

5°C 12 semanas 132 0,9 98,4 0,7 66 11 9 49 effp 1931
36 semanas nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd

8 semanas nd 1.1 97,8 1,1 54 12 18 5.1 ffp 1888

25°C 12 semanas 132 1,1 97,8 1,1 46 12 21 47 fip 1912
36 semanas nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
40°C 8 semanas nd 1.8 95,2 3.0 27 10 27 5,6 effp nd
12 semanas 132 2,2 93,4 4.4 28 8 22 6.1 ffp nd
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La Formulacién R es una formulacién liquida con una composicién de Trastuzumab 130 mg/ml, L-histidina/HCI 20 mM pH 5,0,

a,a-trehalosa dihidratada 210 mM, metionina 5 mM, polisorbato 20 0,06%, rHuPH20 2.000 U/ml.

Condi- | Tiempo de | Concen- HPLC de exclusién por HPLC de intercambio iéni- | Turbidez Parti- Activi-
cion de | almacena- tracién tamafo co (FTU) culas visi- | dad HE
ﬁg?:i:ﬁ: miento d;&r: " | APM | Moné- | BPM | Picoprin- | Pico | Pico 4 bles (Ufmi)
to (mg/ml) (%) mero (%) cipal (%) 1 (%)
(%) (%)

- Inicial 131 0,7 98,6 07 69 12 6 3.7 effp 2096
Agit.5°C | 1semana nd 0,7 98,7 0.6 69 12 6 3,7 effp 1856
AG25" | 4 semana | nd 07 | 985 | 08 68 10 | 7 43 effp 1958

FIT (5 ciclos) nd 0,7 98,7 0,6 69 12 6 3.8 effp 2371

8 semanas nd 0,7 98,7 0,6 69 10 7 3,5 effp 2075

5°C 12 semanas 131 0,6 98,6 0,7 67 10 8 3,6 effp 2350
36 semanas nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd

8 semanas nd 0,9 98,2 1,0 58 5 15 3,5 effp 1989

25°C | 12 semanas 131 0,9 97,7 1.4 51 4 20 3,9 effp 1999
36 semanas nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
A0°C 8 semanas nd 1.6 94,3 41 32 4 35 4,2 ffp nd
12 semanas 132 2,0 92,0 6,0 29 5 35 4,6 effp nd
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La Formulacién S es una formulacién liquida con una composicién de Trastuzumab 130 mg/ml, L-histidina/HCI 20 mM pH 6,0,

a,a-trehalosa dihidratada 210 mM, metionina 5 mM, polisorbato 20 0,06%, rHuPH20 2.000 U/ml.

Condi- | Tiempode | Concen- HPLC de exclusién por | HPLC de intercambio i6nico | Turbidez Parti- Activi-
cion de | almacena- tracién tamafio (FTU) culas vi- | dad HE
almace- miento depro- ["ApM | Monéme- | BPM | Pico prin- | Pico 1 | Pico4 sibles (Ufmi)
namien- teina o, o, o . o o o,

to (mg/mi) (%) 1o (%) (%) | cipal (%) (%) (%)

- Inicial 131 0.8 98,5 0.7 69 12 7 4,6 effp 2406
Agit.5°C | 1semana nd 0,8 98,5 0,7 69 12 7 4.8 wafp 2808
AGM25" | 1 semana |  nd 09 | 984 | 07 67 11 8 49 fp 2141

FIT (5 ciclos) nd 0,8 98,5 0,6 69 12 6 47 ffp 2487
8 semanas nd 0,8 98,5 0,7 69 12 8 4,8 effp 2076
5°C 12 semanas 132 0,9 98,4 0,7 66 12 9 4.8 effp 1897
36 semanas nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
8 semanas nd 1,1 97,8 1,1 55 12 18 5,0 ffp 1956
25°C | 12 semanas 131 1,1 97,7 1,2 47 12 21 49 ffp 2094
36 semanas nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
40°C 8 semanas nd 1,9 95,2 3,0 27 9 27 5,7 ffp nd
12 semanas 133 2.2 93,5 4,3 21 9 22 6,1 ffp nd
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La Formulacién T es una formulacion liquida con una composicion de Trastuzumab 130 mg/ml, L-histidina/HCI 20 mM pH 5,0,

a,a-trehalosa dihidratada 210 mM, metionina 15 mM, polisorbato 20 0,02%, rHuPH20 2.000 U/ml.

Condi- | Tiempode | Concen- HPLC de exclusion por HPLC de intercambio iéni- | Turbidez Parti- Activi-
ciébn de | almacena- tracién tamario co (FTU) culas vi- | dad HE
amace | miento | e pro- APM [ Monome- | BPM | Pico prin- | Pico | Pico 4 sibles | (Umf)
o (mgimp | ) | O | 06| cpale) | 4R
- Inicial 131 0,7 98,7 0,7 69 12 37 effp 2311
Agit.5°C | 1semana nd 0.7 98,7 0,7 69 12 37 ffp 2397
Agitc'25° 1 semana nd 0,7 98,5 0.8 68 10 7 4,0 effp nd
F/IT (5 ciclos) nd 0,7 98,7 0,6 68 12 3.7 ffp 2277
8 semanas nd 0,6 98,8 0,5 67 10 3.5 ffp 2167
5°C 12 semanas 131 0,6 98,6 0,7 69 10 3,7 ffp 2070
36 semanas nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
8 semanas nd 0,8 98,2 1,0 56 15 3,6 ffp 2122
25°C | 12 semanas 131 0.8 97,8 1,4 52 19 3,7 ffp 2138
36 semanas nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
40°C 8 semanas nd 1,5 94,3 4,2 31 4 34 4,0 fip nd
12 semanas 132 1,8 92,2 6,0 29 4 35 4,1 ffp nd
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La Formulacién U es una formulacién liquida con una composicién de Trastuzumab 130 mg/ml, L-histidina/HCI 20 mM pH 6,0,

a,a-trehalosa dihidratada 210 mM, metionina 15 mM, polisorbato 20 0,02%, rHUPH20 2.000 U/ml.

Condi- Tiempo de Concen- HPLC de exclusién por | HPLC de intercambio idnico | Turbidez Parti- Activi-

cion de almacena- | tracion de tamano (FTU) culas vi- | dad HE

almace | miento | Rrote | APM [ Monome- | BPM | Pico prin- [ Pico 1 | Pico 4 sibles | (Ufmi)
to (%) ro(%) | (%) | cipal (%) | (%) (%)

- Inicial 131 0,8 98,5 0,7 69 12 7 45 effp 2768
Agit.5°C | 1semana nd 0.8 98,6 07 68 12 47 effp 2884
AgiéZS" 1 semana nd 0,8 98,5 0,7 68 1 8 6,0 effp 2044

FIT (5 ciclos) nd 0,8 98,6 0,6 68 12 4.6 ffp 2617

8 semanas nd 0,8 98,5 07 67 12 4,3 ffp 2571

5°C 12 semanas 132 0.8 98,5 0,7 67 12 45 ffp 2164
36 semanas nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd

8 semanas nd 1,0 98,0 1,0 52 12 18 49 ffp 2116

25°C 12 semanas 131 1,0 97,7 1,3 47 13 21 5,0 effp 1990
36 semanas nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
40°C 8 semanas nd 1.7 95,4 2,9 24 10 24 5,4 ffp nd
12 semanas 132 2,0 93,7 4,3 19 9 20 57 ffp nd

oth
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La Formulacién V es una formulacién liquida con una composicion de Trastuzumab 130 mg/mi, L-histidina/HCI 20 mM pH 5,0,

a,a-trehalosa dihidratada 210 mM, metionina 15 mM, polisorbato 20 0,06%, rHuPH20 2.000 U/ml.

Condi- Tiempode | Concen- | HPLC de exclusion por | HPLC de intercambio i6nico | Turbidez Parti- | Activi-dad
cion de | almacena- | tracion de tamafio (FTU) culas vi- | HE (U/mi)
ﬁlar?,:::ﬁ: miento F:':gz::;‘ APM Mono- BPM Pico prin- | Pico | Pico4 sibles

to (%) mero (%) | cipal (%) 1 (%)

(%) (%)

- Inicial 131 0,7 98,7 0,7 68 12 6 3,7 effp 2323
Agit.5°C 1 semana nd 0,7 98,6 0.7 69 12 6 3,7 ffp 2646
AGE25" | 1 semana nd 07 | 95 | 08 68 10 7 38 fip 2056

FIT (5 ciclos) nd 0,7 98,7 0,7 68 12 6 3.5 effp 2498

8 semanas nd 0,6 98,9 0,5 67 10 7 3,5 effp 2179

5°C 12 semanas 132 0,6 98,6 0.8 69 10 7 37 ffp 2119
36 semanas nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd

8 semanas nd 0.8 98,1 1.1 56 5 15 3,6 ffp 2072

25°C 12 semanas 132 0.8 97,8 1.4 52 4 19 3.9 effp 2348
36 semanas nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
40°C 8 semanas nd 1,5 94,2 4,3 31 4 34 3,9 ffp nd
12 semanas 132 1.8 92,3 59 30 5 34 43 fip nd
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La Formulacién W es una formulacion liquida con una composicién de Trastuzumab 130 mg/mi, L-histidina/HC! 20 mM pH 6,0,

a,a-trehalosa dihidratada 210 mM, metionina 15 mM, polisorbato 20 0,06%, rHuPH20 2.000 U/ml.

Condi- Tiempo Concen- | HPLC de exclusion por ta- | HPLC de intercambio ionico | Turbidez | Parti- | Activi-
cién de | de alma- | tracién de mafo (FTU) culas dad
almace- cena- pro-teina N - N - visi- HE
o . APM | Monéme-| BPM | Pico prin- | Pico1 | Pico4
narPolen miento (mg/m!) %) 0 (%) (%) cipal (%) (%) (%) bles (U/ml)
- Inicial 131 0,8 98,5 0,7 69 12 7 4,7 ffp 2018
Agit.5°C | 1 semana nd 0.8 98,5 0,7 69 12 7 4,6 ffp 1790
AGR25" | 1 semana | nd 08 985 | 07 | 67 11 8 49 fip | 1918
F/T (5 ciclos) nd 0,8 98,6 0,7 69 12 7 4,7 ffp 2379
8 SnZ";a' nd 0,8 98,7 0,5 67 11 8 4.4 fip 2028
sc | 12Sema) g3 08 | 984 | 08 67 12 8 47 effp | 1964
36sema- | 4 nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nas
8 5;;’;‘3 nd 1,0 98,0 1,0 53 12 18 43 fip 2198
2s°c | 12 rfae;“a 131 1,0 97,8 1,2 47 13 20 5,0 fip 1894
36 :aetsna- nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
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8 sema- nd 17 95,4 3,0 24 9 25 5,0 ffp nd
nas
12::2121- 132 2,0 93,7 4,4 27 9 20 5,8 effp nd

La Formulacién X es una formulacién liquida con una composicién de Trastuzumab 120 mg/ml, L-histidina/HCI 20 mM pH 5,5,

5 @,a-trehalosa dihidratada 210 mM, metionina 10 mM, polisorbato 20 0,04%, rHuPH20 2.000 U/mi.

Condi- | Tiempode | Concen- HPLC de exclusion por ta- | HPLC de intercambio iénico | Turbidez Parti- Activi-
cion de | almacena- | tracion de mafio (FTU) culas vi- | dad HE
Amace- | miento | proteita ["APM | Monéme- [ BPM | Pico prin- [ Pico | Pico 4 skbles | (Uimi)
to (%) ro (%) (%) cipal (%) 1 (%)
(%)

- Inicial 121 0.8 98,5 0,7 69 12 4,2 effp 2277
Agit.5°C | 1semana nd 0.8 98,6 0,7 69 12 6 4,2 ffp 1855
AGR25" | 1 semana nd 08 | 985 07 68 1 7 48 ffp 2070

FIT (5 ciclos) nd 0,8 98,6 0,7 69 12 4,5 ffp 2477
8 semanas nd 0,8 98,6 0,6 68 10 43 ffp 2447
12 sema-
5°C nas 122 0,7 98,6 0,7 67 10 9 4,3 ffp 2189
36 sema- nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nas




(2

97-
8 semanas nd 0,9 98,2 1,0 57 7 18 45 ffp 2030
12 sema-
o5°C nas 122 0,9 97,8 1,3 50 7 23 45 ffp 2030
36 sema- nd nd nd nd nd nd | nd nd nd nd
nas
8 semanas nd 1.4 95,3 33 34 6 33 4.8 ffp nd
40°C )
12 ’f:;"a 122 1,7 93,6 46 32 7 31 5.1 ffp nd
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Ejemplo 2: Preparacion de una formulacion liofilizada

Se prepard una solucién de aproximadamente 60 mg/ml de Trastuzumab
como se ha descrito anteriormente para las formulaciones liquidas. Todos los
excipientes se afadieron a la mitad de concentracion de la de fa formulacion li-
quida anteriormente mencionada. La formulacién se filtréd para esterilizarla a tra-
vés de un filtro de 0,22 pm y se dosificé de forma aséptica en cantidades iguales
en viales de vidrio de 20 ml estériles. Los viales se taparon parcialmente con ob-
turadores de goma recubiertos de ETFE (copolimero de etileno y tetrafluoroeti-
leno) adecuados para su utilizacién en procesos de liofilizacién y se liofilizaron
utilizando el ciclo de liofilizacién que se describe en la Tabla 2.

Tabla 2 Ciclo de liofilizacién

Temperatura Tasa Tiempo de man- | Punto de
Paso handejas Rampa tenimiento Vacio

(°C) (°C/min) (min) (ubar)
Pre-enfriamiento | 5°C 0.0 60 -
Congelacién -40°C 1,0 120 -
Secado primario | -25°C 0,5 4560 80
Secado

+25°C 0,2 300 80
secundario

Ei producto se enfric en primer lugar desde temperatura ambiente hasta
aproximadamente 5°C (pre-enfriamiento), seguido de un paso de congelacién 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. E! pri-
mer paso de secado se realizd a una temperatura de placa de aproximadamente
-25°C y una presion de la camara de aproximadamente 80 ubar durante alrede-
dor de 76 horas. Subsiguientemente, el segundo paso de secado se inicié 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 ca-
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mara de aproximadamente 80 pbar.

La liofilizacién se realizé en un liofilizador Usifroid SMH-90 LN2 (Usifroid,
Maurepas, Francia) o un liofilizador LyoStar 1l (FTS Systems, Stone Ridge, NY,
USA). Las muestras liofilizadas se almacenaron en diferentes condiciones clima-
ticas (5°C, 25°C y 30°C) durante diferentes intervalos de tiempo. Los viales liofi-
lizados se reconstituyeron hasta un volumen final de 2,65 ml con agua para in-
yeccidén (WF|) 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 andlisis de las muestras re-
constituidas se realizé tras un periodo de incubacién 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 exclusién por tamaiio (SEC);

3) cromatografia de intercambio iénico (IEC);

4) turbidez de la solucién; y

5) presencia de particulas visibles .

Los resultados de las pruebas de estabilidad para la formulacién Y se
proporciona en la Tabla 3 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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Tabla 3: Composicion y datos de estabilidad de una formulacién liofilizada de producto farmacolégico anti-HER2
de acuerdo con esta invencién
La Formulacién Y es una formulacion liofilizada con una composicién de Trastuzumab 120 mg/ml, L-histidina/HCI 20 mM

pH 5,5, a,a-trehalosa dihidratada 210 mM, metionina 10 mM, polisorbato 20 0,04%, rHUPH20 12.000 U/ml tras la reconstitucion.

Condi- | Tiempo de | Concen- HPLC de exclusion por HPLC de intercambio iénico Turbidez Parti- Activi-
cién de | almacena- tracion tamaiio (FTU) culas dad HE
almace- miento de pro- APM | Monéme- | BPM | Pico  prin- | Pico Pico visi-bles | (U/ml)
na- teina 1oy | ro (%) (%) |cipal (%) | 1(%) 4(%)
mien-to (mg/ml)
- Inicial 129 0,5 98,8 0,8 59 15 10 71 ffp 12451
8 semanas 124 0,6 98,6 09 59 16 10 5,7 effp 13380
5°C 21 semanas nd 0,8 98,6 0,7 62 15 8 5,9 effp 14927
36 semanas nd 0,8 98,5 0,7 59 16 10 6,0 fip 13744
8 semanas 120 1,3 97.8 0,8 59 16 1" 6,1 effp 13162
25°C | 21 semanas nd 2,1 96,7 1,2 61 15 8 57 effp 15396
36 semanas nd 2,7 96,6 0,7 58 15 11 6,0 ffp 13673
8 semanas 121 1,9 97,5 0.9 58 16 1 57 effp 13425
30°C | 21 semanas 126 3,2 96,0 0.8 60 14 8 6,0 effp nd
36 semanas nd 3.9 95,4 0,7 57 14 11 5,9 ffp 15034
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Las propiedades de las formulaciones anteriormente proporcionadas se

F Tr His Tre NaCl | Met PS rHu
20 80
mg/ml |m | pH mM (mM (mM (% (% | Um

A 120 20 155 210 10 0,04 12.000
B 120 20 |55 210 10 0,06 | 12.000
Cc 120 20 |55 130 10 0.04 12.000
D 120 120 |55 130 110 0,06 | 12.000
E 120 20 155 105 65 10 0.04 12.000
F 120 20 |55 105 65 10 0,06 | 12.000
G 120 20 165 210 10 0.04
H 110 20 /150 210 5 0.02 2.000
| 110 20 160 210 5 0.02 2.000
J 110 20 |50 210 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 (8,0 210 15 0,02 2.000
N 110 20 |50 210 15 0,06 2.000
0 110 20 (6,0 210 15 0,06 2.000
P 130 20 _[50 210 5 0,02 2.000
Q 130 20 160 210 5 0,02 2.000
R 130 20 (50 210 5 0,06 2.000
S 130 20 |60 210 5 0,06 2.000
T 130 20 150 210 15 0,02 2.000
U 130 20 160 210 15 0.02 2.000
V 130 20 |50 210 15 0.06 2.000
W 130 20 (6.0 210 15 0,06 2.000
X 120 20 |55 210 10 0,04 2.000
Y 120 20 155 210 10 0,04 12.000 %)
F = Formulacién; Tr = Trastuzumab; His = L-histidina/HCI; Tre = a,a-trehalosa
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dihidratada; NaCl = Cloruro sddico; Met = metionina; PS = polisorbato en %

(p/v); rHu = rHUPH20; *) = Tras la reconstitucion

Az
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Reivindicaciones

1.Una formulacidn farmaceéutica estable, altamente concentrada de un

anticuerpo farmaceéuticamente activo anti-HER2 para inyeccién subcutanea que

comprende:
a. entre alrededor de 50 y 350 mg/mi de anticuerpo anti-HER2;
b. entre alrededor de 1 y 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 ¢ una mezcla
de dos o més estabilizantes;

d. entre alrededor de 0,01 y 0,08% de un tensioactivo no idnico; y

e. mas de 150 y hasta alrededor de 16.000 U/ml, alrededor de
2.000 U/ml, o alrededor de 12.000 U/ml, respectivamente de una enzima
hialuronidasa.

2.Una formulacién farmacéutica estable, altamente concentrada, de un
anticuerpo farmacéuticamente active anti-HER2 de acuerdo con la
reivindicacion 1, que comprende de aproximadamente 1.000 a
aproximadamente 16.000 U/ml de una enzima hialuronidasa.

3.Una formulacion farmacéutica de anticuerpe anti-HERZ2 altamente
concentrada y estable de acuerdo con la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2,
en donde la concentracion del anticuerpo anti-HER2 es de 100 a 150 mg/ml,
120 £ 18 mg/ml, alrededor de 110 mg/ml, élrededor de 120 mg/ml o alrededor
de 130 mg/ml, respectivamente.

4. Una formulacidn farmacéutica de anticuerpo anti-HER2 altamente
concentrada y estable de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,
en donde el agente tamponador estd en una concentracion de 1 a 50 mM.

5.Una formulacién farmacéutica de anticuerpo anti-HER2 altamente
concentrada y estable de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4,

en donde el agente tamponador proporciona un pH de 5,5 + 0,6.
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6.Una formulacion farmacéutica de anticuerpo anti-HER2 altamente
concentrada y estable de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5,
en donde el agente tamponador es un tampén de histidina, por ejemplo
histidina/HCI 20 mM.

7.Una formulacion farmacéutica de anticuerpo anti-HER2 altamente
concentrada y estable de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6,
en donde el estabilizante es un sacarido, como por ejemplo a,a-trehalosa
dihidratada o sacarosa.

8.Una formulacién farmacéutica de anticuerpo anti-HER2 altamente
concentrada y estable de acuerdo ¢on cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7,
en donde el estabilizante estd en una concentracién de 15 a 250 mM o
airededor de 210 mM, respectivamente.

9.Una formulacién farmacéutica de anticuerpo anti-HER2 altamente
concentrada y estable de acuerdo con las reivindicaciones 7 u 8, en donde se
utiliza metionina como segundo estabilizante, por ejemplo en una
concentracion de 5 a 25 mM.

10. Una formulacién farmacéutica de anticuerpo anti-HERZ2 altamente
concentrada y estable de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9,
en donde el tensioactivo no iénico es un polisorbato seleccionado de entre el
grupo que consiste de polisorbato 20, polisorbato 80 y un copolimero de
polietileno y polipropileno.

11.  Una formulacién farmacéutica de anticuerpo anti-HER2 altamente
concentrada y estable de acuerdo con la reivindicacién 10, en donde la
concentracion del polisorbato es del 0,02% (p/v), 0,04% (p/v) o 0,06% (piv),
respectivamente.

12.  Una formulacién farmacéutica de anticuerpo anti-HER2 altamente
concentrada y estable de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11,
en donde el anticuerpo anti-HERZ2 se selecciona de entre el grupo que consiste

de Trastuzumab, Pertuzumab y T-DM1 o una combinacion de tales anticuerpos.
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13. Uﬁa formulacién farmacéutica de anticuerpo anti-HER2 altamente
concentrada y estable de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12
que es estable tras la congelacién y descongelacion.

14.  Una formulacién farmacéutica de anticuerpo anti-HER2 altamente
concentrada y estable de acuerde con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13,
en donde la enzima hialuronidasa es rHUPH20.

15.  Una formulacion farmacéutica de anticuerpo anti-HER2 altamente
concentrada y estable de acuerde con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13
que carecen de la enzima hialuronidasa.

16.  Una formulacién farmacéutica de anticuerpo anti-HERZ2 altamente
concentrada y estable de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14
para su administracién subcutanea o intramuscular.

17.  Una formulacién farmacéutica de anticuerpo anti-HERZ2 altamente
concentrada y estable de acuerdo ¢on cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16
en forma liquida.

18. Una formulacion farmacéutica de anticuerpo anti-HER2 altamente
concentrada y estable de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16
en forma liofilizada.

19.  Una formulacion farmacéutica de anticuerpo anti-HER2 altamente
concentrada y estable de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18
para el tratamiento de una enfermedad o trastorno sujeto a tratamiento con un
anticuerpo anti-HER2, como por ejemplo un cancer o una enfermedad no
tumoral.

20.  Un dispositivo de inyecciéon que comprende una formulacién
farmacéutica de anticuerpo anti-HER2 altamente concentrada y estable de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19.

21, La utilizacién de una formulaciéon de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 19 para la preparacion de un medicamento Gtil para el

tratamiento de una enfermedad o trastorno sujeto a tratamiento con un
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anticuerpo anti-HER2, como por ejemplo el cancer o una enfermedad no
tumaral en un sujeto, que comprende 1a administracion de la formulacién aqul
descrita a un sujeto en una cantidad efectiva para tratar dicha enfermedad o
trastorno.

22.  Eldispositivo de inyeccion de acuerdo con la reivindicacion 20 o la
utilizacion de acuerdo con la reivindicacion 21 en los que la formulacién se
coadministra de forma concomitante o secuencial con un agente
quimioterapéutico.

23. Un método para tratar una enfermedad o trastorno que puede
tratarse con un anticuerpo anti-HERZ2 como el cadncer o una enfermedad no
tumoral en un sujeto, que comprende la administracién de una formulacién de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19 a un sujeto en una
cantidad efectiva para tratar dicha enfermedad o trastorno.

24.  Un equipo que comprende uno o mas viales que contienen la
formulacién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19 e
instrucciones para la administracion subcutidnea de la formulacion a un
paciente.

25.  El equipo de acuerdo con la reivindicacion 24 que comprende
ademas un dispositivo de inyecciones para la administracion subcutanea de la
formulacién a un paciente.

26. Lainvencién como se ha descrito anteriormente.
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Reivindicaciones

1.Una formulacién farmacéutica estable altamente concentrada, de un an-
ticuerpo farmacéuticamente active anti-HER2 que comprende:

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

b. entre alrededor de 1 y 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% de un tensioactivo no idnico; y

e. una cantidad efectiva de al menos una enzima hialuronidasa.

2.Una formulacion farmacéutica de anticuerpo anti-HER2 altamente con-
centrada y estable de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que la concentracion
del anticuerpo anti-HER2 es de 100 a 150 mg/ml, 120 + 18 mg/ml, alrededor de
110 mg/m|, alrededer de 120 mg/ml o alrededor de 130 mg/m, respectivamente.

3.Una formulacidn farmacéutica de anticuerpo anti-HER2 altamente con-
centrada y estable de acuerdo con las reivindicaciones 1 ¢ 2, que comprende
mas de 150 y hasta alrededor de 16.000 U/ml de una enzima hialuronidasa, al-
rededor de 2.000 U/ml o alrededor de 12.000 U/ml, respectivamente,

4.Una formulacién farmaceéutica de anticuerpo anti-HER2 altamente con-
centrada y estable de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en
donde el agente tamponador esta en una concentracion de 1 a 50 mM.

5.Una formulacion farmacéutica de anticuerpo anti-HER2 altamente con-
centrada y estable de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en
donde el agente tamponador proporciona un pH de 5,5 + 0,6.

6.Una formulacion farmacéutica de anticuerpo anti-HERZ2 altamente con-
centrada y estable de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en

donde el agente tamponador es un tampén de histidina, por ejemplo histidi-
na/HC! 20 mM.,

AkS
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7.Una formulacién farmacéutica de anticuerpo anti-HER2 altamente con-
centrada y estable de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en
donde el estabilizante es un sacarido, como por ejemplo a,a-trehalosa dihidrata-
da o sacarosa.

B.Una formulacidén farmacéutica de anticuerpo anti-HER2 altamente con-
centrada y estable de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en
donde el estabilizante esta en una concentracién de 15 a 250 mM o alrededor
de 210 mM, respectivamente.

9.Una formulaciéon farmacéutica de anticuerpo anti-HER2 altamente con-
centrada y estable de acuerdo con las reivindicaciones 7 u 8, en donde se utiliza
metionina como segundo estabilizante, por ejemplo en una concentracion de 5 a
25 mM.

10.  Una formulacién farmacéutica de anticuerpo anti-HER2 altamente
concentrada y estable de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9,
en donde el tensioactivo no idnico es un polisorbato seleccionado de entre el
grupo que consiste de polisorbato 20, polisorbato 80 y un copolimero de polieti-
leno y polipropilena.

11, Una formulacién farmacéutica de anticuerpo anti-HER2 altamente
concentrada y estable de acuerdo con la reivindicacién 10, en donde la concen-
tracién del polisorbato es del 0,02% (p/v), 0,04% (piv) o 0,06% (p/v), respecti-
vamente.

12, Una formutacién farmacéutica de anticuerpo anti-HER2 altamente
concentrada y estable de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11,
en donde el anticuerpo anti-HER2 se selecciona de entre el grupo que consiste
de Trastuzumab, Pertuzumab y T-DM1 0 una combinacién de tales anticuerpos.

13.  Una formulacion farmacéutica de anticuerpo anti-HER2 altamente
concentrada y estable de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12

que es estable tras la congelacion y descongelacién.
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14.  Una formulacién farmacéutica de anticuerpo anti-HERZ2 aitamente
concentrada y estable de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13,
en donde |la enzima hialuronidasa es rHUPH20.

15.  Una formulacién farmacéutica de anticuerpo anti-HER2 altamente
concentrada y estable de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13
que carecen de la enzima hialuronidasa.

16.  Una formulacién farmacéutica de anticuerpo anti-HER2 altamente
concentrada y estable de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14
para su administracién subcutadnea o intramuscular,

17.  Una formulacién farmacéutica de anticuerpo anti-HERZ altamente
concentrada y estable de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16
en forma liquida.

18. Una formulacion farmacéutica de anticuerpc anti-HER2 altamente
concentrada y estable de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16
en forma liofilizada.

19.  Una formulacion farmacéutica de anticuerpo anti-HER2 altamente
concentrada y estable de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18
para el tratamiento de una enfermedad o trastorno sujeto a tratamiento con un
anticuerpo anti-HER2, como por ejemplo un cancer o una enfermedad no tumo-
ral.

20.  Un dispositivo de inyeccidon que comprende una formulacién far-
macéutica de anticuerpo anti-HER2 altamente concentrada y estable de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19.

21.  La utilizacién de una formulacion de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 19 para la preparacién de un medicamento Util para el tra-
tamiento de una enfermedad o trastorno sujeto a tratamiento con un anticuerpo
anti-HER2, como por ejemplo el cancer o una enfermedad no tumoral en un su-

jeto, que comprende la administracion de la formulacién aqui descrita a un suje-
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to en una cantidad efectiva para tratar dicha enfermedad o trastorno.
22.  El dispositivo de inyeccion de acuerdo con la reivindicacién 20 o la

utilizacién de acuerdo con la reivindicacién 21 en los que la formulacién se co-

administra de forma concomitante o secuencial con un agente quimioterapéutico.

23.  Un método para tratar una enfermedad o trastorno que puede tra-
tarse con un anticuerpo anti-HER2 como el cancer o una enfermedad no tumoral
en un sujeto, que comprende la administracion de una formulacién de acuerdo
con cualquiera de las relvindicaciones 1 a 19 a un sujeto en una cantidad efecti-
va para tratar dicha enfermedad o trastorno.

24.  Un equipo que comprende uno 0 mas viales que contienen la for-
mulacion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19 e instruccio-
nes para |la administracion subcuténea de la formulacién a un paciente.

25. El equipo de acuerdo con la reivindicacion 24 que comprende
ademas un dispositivo de inyecciones para la administracion subcutanea de la
formulacion a un paciente.

26. Lainvencion como se ha descrito anteriormente.
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354 Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resume)
340K DIbujos de ser estos pertinentes.
[ Comprobante de pago de las tasas establecidas {de ser el caso formato de descuento)
Completa < Incompleta [J
DISENO INDUSTRIAL [ (Art. 119 Decisién 486/00)
O Indicacién que se solicita Disefio Industrial
d Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
[ Representacidn grafica y fotografica del Disefio industrial o muestra del material que
Incorpora el disefio
O Comprobante de pago de las tasas establecidas
Completa O Incompleta {J
ESQUEMA TRAZADO d (Art, 92 Decisién 486/00)
O Indicacion que se solicita un esquema de trazado
O Datos de identificacidn del solicitante ¢ de la persona que presenta la solicitud
d Representacidn grafica de un esquema de trazado
O Comprobante de pago de ias tasas establecidas
Completa O Incompleta ([




