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Descriere:
(Descrierea se publici in varianta redactata de solicitant)

DOMENIUL INVENTIEI

Prezenta inventie se refera la formulari subcutanate de anticorpi anti-CD38 si utilizari ale
acestora.

BAZELE INVENTIEI

CD38 este o proteina multifunctionald avand functie in adeziunea si semnalizarea mediate
de receptor precum si in medierea mobilizarii calciului prin activitatea sa ecto-enzimatica,
catalizand formarea de riboza ADP ciclica (cADPR) si ADPR. Secretia de citokine mediata de
CD38 si activarea si proliferarea de limfocite (Funaro si colab., J Immunol 145:2390-6,
1990; Terhorst si colab., Cell 771-80, 1981; Guse si colab., Nature 398:70-3, 1999). CD38, prin
activitatea sa de glicohidrolazd NAD, regleaza de asemenea nivelurile extracelulare NAD*, care au
fost implicate in modularea compartimentului regulator al celulei T (Adriouch si colab., 14:1284-
92, 2012; Chiarugi si colab., Nature Reviews 12:741-52, 2012). In plus fatd de semnalizarea prin
Ca?*, semnalizarea CD38 are loc prin dialog incrucisat cu complecsi antigen-receptor pe celulele T
si B sau alte tipuri de complecsi receptori, de exemplu, molecule MHC, care implica CD38 in
cateva raspunsuri celulare, dar de asemenea si in comutarea si secretia de IgGl. CD38 este
exprimat pe diferite celule maligne.

Anticorpii anti-CD38 sunt dezvoltati pentru tratamentul mielomului multiplu si a altor
malignitati heme (de exemplu US 2015/0118251). Anticorpii sunt fie injectati sau fie perfuzati pe
cale intravenoasa (IV). Cantitatea de anticorp care poate fi administrata pe cale intravenoasa este
limitatd de proprietatile fizico-chimice ale anticorpului, in special prin solubilitatea si stabilitatea
lui intr-o formulare lichida adecvata si de volumul fluidului de perfuzie.

Prin urmare, existd o necesitate pentru formuléri si compozitii farmaceutice de anticorp
anti-CD38 suplimentare.

REZUMATUL INVENTIEI

Inventia furnizeazd o compozitie farmaceuticd cuprinzand un anticorp anti-CD38 si o
hialuronidaza, in care:

a) anticorpul cuprinde o regiune variabild a lanfului greu (VH) din SEQ ID NO: 4 si o regiune
variabila a lantului usor (VL) din SEQ ID NO: 5; si

b) compozitia cuprinde aproximativ 1.800 mg de anticorp anti-CD38 si aproximativ 30.000 U de
hialuronidaza.

Inventia furnizeaza de asemenea o compozitie farmaceutica cuprinzand un anticorp anti-
CD38 si o hialuronidaza rHuPH20 avand secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 22, in care:

a) anticorpul cuprinde o regiune variabild a lanfului greu (VH) din SEQ ID NO: 4 si o regiune
variabila a lantului usor (VL) din SEQ ID NO: 5; si

b) compozitia cuprinde aproximativ 1.800 mg de anticorp anti-CD38 si aproximativ 30.000 U de
hialuronidaza.

Inventia furnizeaza de asemenea o compozitie farmaceutica pentru utilizare intr-o metoda
de tratare a unui cancer la un subiect, in care metoda cuprinde administrarea compozitiei
farmaceutice subcutanat catre subiect si in care compozitia farmaceutica cuprinde un anticorp anti-
CD38 si o0 hialuronidaza, in care:

a) anticorpul cuprinde o regiune variabild a lanfului greu (VH) din SEQ ID NO: 4 si o regiune
variabila a lantului usor (VL) din SEQ ID NO: 5; si

b) compozitia cuprinde aproximativ 1.800 mg de anticorp anti-CD38 si aproximativ 30.000 U de
hialuronidaza.

Divulgarea furnizeazd de asemenea o metodd de tratare a malignitatii hematologice
pozitive CD38, cuprinzand administrarea subcutanatd la un subiect care are nevoie de aceasta
compozitie farmaceuticd a inventiei pentru un timp suficient pentru a trata malignitatea
hematologica pozitiva CD38.

Divulgarea furnizeazd de asemenea o metodd de tratare a mielomului multiplu,
cuprinzand administrarea subcutanatd la un subiect care are nevoie de aceastd compozitie
farmaceutica a inventiei pentru un timp suficient pentru a trata mielomul multiplu.

Inventia furnizeaza de asemenea o forma de dozare unitara, cuprinzand
un anticorp anti-CD38 cuprinzand VH din SEQ ID NO: 4 si VL din SEQ ID NO: 5 intr-0 cantitate
de aproximativ 1.800 mg;

o hialuronidaza intr-0 cantitate de aproximativ 30.000 U;
histidina la o concentratie de la aproximativ 5 mM pana la aproximativ 15 mM;
sorbitol la o concentratie de la aproximativ 100 mM pana la aproximativ 300 mM;
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PS-20 la o concentratie de la aproximativ 0,01% m/v pana la aproximativ 0,04 % m/v; si
metionind la o concentratie de la aproximativ 1 mg/mL pana la aproximativ 2 mg/mL, la un pH de
aproximativ 5,5.

Inventia furnizeaza de asemenea o forma de dozare unitara, cuprinzand
anticorpul anti-CD38 cuprinzind VH din SEQ ID NO: 4 si VL din SEQ ID NO: 5 intr-0 cantitate
de aproximativ 1.800 mg;
o0 hialuronidaza intr-0 cantitate de aproximativ 30.000 U;
histidina la o concentratie de aproximativ 10 mM;
sorbitol la o concentratie de aproximativ 300 mM;
PS-20 la o concentratie de aproximativ 0,04 % m/v; si
metionina la o concentratie de aproximativ 1 mg/mL, la un pH de aproximativ 5,5.

Inventia furnizeaza de asemenea un recipient cuprinzand forma de dozare unitard a
inventiei.

Divulgarea furnizeaza de asemenea un recipient cuprinzand compozitia farmaceutica a
inventiei.
DESCRIERE DETALIATA A INVENTIEI

»CD38” se refera la proteina CD38 umana (sinonime: ADP-ribozil ciclaza 1, cADPr
hidrolaza 1, ADP-riboza hidrolaza 1 ciclicd). CD38 umana are o secventd de aminoacizi prezentata
in GenBank cu numarul de acces NP_001766 si in SEQ ID NO: 1. Este bine cunoscut ca CD38
este 0 proteind membranard de tip II cu o singurad trecere cu reziduurile de aminoacid 1-21
reprezentand domeniul citosolic, reziduurile de aminoacid 22-42 reprezentand domeniul
transmembranar, si reziduurile 43-300 reprezentand domeniul extracelular al CD38.

SEQ ID NO: 1
MANCEFSPVSGDKPCCRLSRRAQLCLGVSILVLILVVVLAVVVPRWRQQWSGPGT
TKRFPETVLARCVKYTEIHPEMRHVDCQSVWDAFKGAFISKHPCNITEEDYQPLM
KLGTQTVPCNKILLWSRIKDLAHQFTQVQRDMFTLEDTLLGYLADDLTWCGEFN
TSKINYQSCPDWRKDCSNNPVSVFWKTVSRRFAEAACDVVHVMLNGSRSKIFDK
NSTFGSVEVHNLQPEKVQTLEAWVIHGGREDSRDLCQDPTIKELESIHISKRNIQFSC

KNIYRPDKFLQCVKNPEDSSCTSEI

HAnticorpii” sunt intelesi intr-un sens larg si includ moleculele de imunoglobulind
incluzand anticorpi monoclonali incluzand anticorpi murini, umani, umanizati si monoclonali
himerici, fragmente de legare la antigen, anticorpi bispecifici sau multispecifici, anticorpi dimerici,
tetramerici sau multimerici, anticorpi monocatenari, anticorpi de domeniu si orice altd configuratie
modificata de moleculd de imunoglobulina care cuprinde un situs de legare al antigenului daca este
necesara specificitatea. ,,Anticorpii cu lungime completd” sunt constituiti din doud lanturi grele
(H) si doua lanturi usoare (L) interconectate prin legaturi disulfurd precum si multimeri ai acestora
(de exemplu IgM). Fiecare lant greu este format dintr-o regiune variabild a lanfului greu (VH) si
dintr-o regiune constantd a lantului greu (formatd din domeniile CHI, balama CH2 si CH3).
Fiecare lant usor este format dintr-o regiune variabila a lantului usor (VL) si o regiune constanta a
lantului usor (CL). Regiunile VH si VL pot fi mai departe subdivizate in regiuni de
hipervariabilitate, denumite regiuni determinante de complementaritate (CDR), intercalate cu
regiuni cadru (FR). Fiecare VH si VL este compusa din trei regiuni CDR si patru segmente FR,
dispuse de la terminalul amino la terminalul carboxi in urmatoarea ordine: FR1, CDRI1, FR2,
CDR2, FR3, CDR3, si FR4.

»Regiunile determinante de complementaritate (CDR)” sunt ,situsuri de legare la
antigen” intr-un anticorp. Regiunile CDR pot fi definite utilizand diferiti termeni: (i) Regiuni
determinante de complementaritate (regiuni CDR), trei in VH (HCDR1, HCDR2, HCDR3) si trei
in VL (LCDRI1, LCDR2, LCDR3) sunt pe baza variabilitatii de secventa (Wu si Kabat, J Exp Med
132:211-50, 1970; Kabat si colab., Sequences of Proteins of Immunological Interest, Ed. a 5-a
Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md., 1991). (ii) ,,Regiuni
hipervariabile”, ,,HVR”, sau ,,HV”, trei in VH (HI, H2, H3) si trei in VL (L1, L2, L3) se referd la
regiunile domeniilor variabile ale unui anticorp care sunt hipervariabile in structura cum s-a definit
de Chotia si Lesk (Chotia si Lesk, Mol Biol 196:901-17, 1987). Baza de date internationala
ImunoGeneTics (IMGT) (http://www_imgt_org) furnizeaza o numarare si definitie standardizata a
situsurilor de legare la antigen. Corespondenta intre delimitarile regiunilor CDR, HV si IMGT este
descrisda 1in Lefranc si colab., Dev Comparat Immunol 27:55-77, 2003. Termenii ,,CDR”,
,HCDR1”, ,HCDR2”, ,HCDR3”, ,LCDR1”, ,,LCDR2” si ,,LCDR3” aga cum s-au utilizat in acest



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3370770 T2 2021.05.31
5

document includ regiuni CDR definite prin oricare dintre metodele descrise mai sus, Kabat, Chotia
sau IMGT, 1n afard de cazul cand se declara explicit altfel in specificatie.

Imunoglobulinele pot fi asignate la cinci clase majore, IgA, IgD, IgE, IgG si IgM,
depinzand de secventa de aminoacizi a domeniului constant al lantului greu. IgA si IgG sunt mai
departe subclasificate ca izotipuri 1gA1, 1gAz, 19G1, 19G2, 1gGssi IgGs. Lanturile usoare ale
anticorpului oricaror specii vertebrate pot fi asignate la unul din doua tipuri distincte clare, si
anume kapa (k) si lambda (L), pe baza secventelor de aminoacizi ale domeniilor lor constante.

~Fragmentul care se leagd la antigen” se referd la o portiune a unei molecule de
imunoglobulina care retine proprietatile de legare la antigen ale anticorpului parental cu lungime
completd. Exemple de fragmente de legare la antigen sunt ca regiunile determinante de
complementaritate ale lantului greu (HCDR) 1, 2 si/sau 3, regiunile determinante de
complementaritate ale lantului usor (LCDR) 1, 2 si/sau 3, o regiune variabild a lantului greu (VH),
sau o regiune variabila a lantului usor (VL), fragmente Fab, F(ab")2, Fd si Fv precum si anticorpi
de domeniu (dAb) constand din fie un domeniu VH sau fie un domeniu VL. Domeniile VH si VL
pot fi legate impreuna printr-un liant sintetic pentru a forma diferite tipuri de conceptii de anticorp
monocatenar in care perechea de domenii VH/VL intramolecular, sau intermolecular in acele
cazuri cand domeniile VH si VL sunt exprimate prin catene separate, pentru a forma un situs
monovalent de legare al antigenului, cum ar fi Fv monocatenar (scFv) sau diacorp; descris de
exemplu in Int. Pat. Publ. nr. WO1998/44001, Int. Pat. Publ. nr. WO1988/01649; Int. Pat. Publ.
nr. WO1994/13804; Int. Pat. Publ. nr. W01992/01047.

»Anticorpul monoclonal” se refera la o populatie de anticorpi cu o singurd compozitie de
aminoacid in fiecare lant greu si fiecare lant usor, cu exceptia unor posibile alterdri bine cunoscute
cum ar fi indepartarea lizinei C-terminale de lantul greu al anticorpului. Anticorpii monoclonali se
leagad de obicei la un epitop antigenic, exceptand anticorpii monoclonali multispecifici care se
leaga la doi sau mai multi antigeni sau epitopi distincti. Anticorpii monoclonali bispecifici se leaga
la doi epitopi antigenici distincti. Anticorpii monoclonali pot avea glicozilare eterogend in
populatia de anticorpi. Anticorpul monoclonal poate fi monospecific sau multispecific, sau
monovalent, bivalent sau multivalent. Un anticorp multispecific, cum ar fi un anticorp bispecific
sau un anticorp trispecific este inclus in termenul anticorp monoclonal.

,,ZAnticorpul izolat” se refera la un anticorp sau un fragment care se leagd la antigen al
acestuia care este substantial fara alti anticorpi avand diferite specificitdti antigenice (de exemplu,
un anticorp izolat care se leaga specific la CD38 umana este substantial fara anticorpi care se leaga
specific la antigeni altii decat CD38 umana). In cazul unui anticorp bispecific, anticorpul bispecific
leaga specific doi antigeni de interes, si este substantial fara anticorpi care se leagd specific la
antigeni altii decat cei doi antigeni de interes. ,,Anticorpul izolat” cuprinde anticorpi care sunt
izolati la o puritate mai ridicata, cum ar fi anticorpii care sunt 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%,
86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% puri.

,ZAnticorpii umanizati” se refera la anticorpi in care situsurile de legare la antigen sunt
derivate din specii neumane si cadrele regiunii variabile sunt derivate din secvente de
imunoglobulind umana. Anticorpii umanizati pot include mutatii introduse intentionat in regiunile
cadru astfel incat cadrul poate sa nu fie o copie exactd a imunoglobulinei umane exprimate sau a
secventelor genetice initiale.

»Anticorpii umani” se refera la anticorpi avand regiunile variabile ale lantului greu si usor
in care ambele, cadrul si situsul de legare al antigenului sunt derivate din secvente de origine
umana. Daca anticorpul contine o regiune constanta sau o portiune de regiune constanta, regiunea
constantd este derivata de asemenea din secvente de origine umana.

Un anticorp uman cuprinde regiunile variabile ale lantului greu si usor care sunt derivate
din secvente de origine umana dacd regiunile variabile ale anticorpului sunt obtinute de la un
sistem care utilizeaza imunoglobulina initiala umana sau gene de imunoglobulind rearanjate.
Astfel de exemple de sisteme sunt bibliotecile de gene de imunoglobulind umana afigate pe fagi, si
animalele neumane transgenice cum ar fi soarecii sau sobolanii care poarta loci de imunoglobulina
umana cum s-a descris aici. Un anticorp uman contine de obicei diferente de aminoacid cand este
comparat cu secventele de imunoglobulind initiale umane sau rearanjate datoritid, de exemplu
mutatiilor somatice care apar natural, introducerii intentionate de substitutii in cadrul sau situsul de
legare al antigenului si modificarilor de aminoacizi introduse in timpul clonarii si recombinarii
VDJ la animalele neumane. De obicei, un anticorp uman este cel putin aproximativ 80%, 81%,
82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% sau 100% identic in secventa de aminoacizi cu o secventd de aminoacizi codificatd de o gena
de imunoglobulini initiala umana sau rearanjati. in unele cazuri, un anticorp uman poate contine
secvente cadru consens derivate din analizele secventei cadru umane, de exemplu cum s-a descris
in Knappik si colab., J Mol Biol 296:57-86, 2000, sau HCDR3 sintetic incorporat in bibliotecile de
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gene de imunoglobulina umana afigate pe fagi, de exemplu cum s-a descris in Shi si colab., ] Mol
Biol 397:385-96, 2010 si Int. Pat. Publ. nr. W0O2009/085462.

Anticorpii in care situsurile de legare la antigen sunt derivate din specii neumane nu sunt
inclusi in definitia anticorpului uman.

,,Recombinant” include anticorpi si alte proteine care sunt preparate, exprimate, create
sau izolate prin mijloace recombinante.

,Epitop” se referd la o portiune a unui antigen la care un anticorp se leaga specific.
Epitopii constau de obicei din grupari de radicali de suprafatd chimic active (cum ar fi polare,
nepolare sau hidrofobe) cum ar fi catenele laterale de aminoacizi sau polizaharide §i pot avea
caracteristici structurale tridimensionale specifice, precum si caracteristici de incarcare specifice.
Un epitop poate fi compus din aminoacizi contigui si/sau discontigui care formeaza o unitate
spatiala conformationald. Pentru un epitop discontiguu, aminoacizii din diferite portiuni de
secventa liniara a antigenului vin in proximitate apropiatd in spatiul tridimensional prin plierea
moleculei de proteina.

,,Multispecific” se refera la un anticorp care leaga specific cel putin doi antigeni distincti
sau doi epitopi distincti cu antigenii, de exemplu trei, patru sau cinci antigeni sau epitopi distincti.

,.Bispecific” se referd la un anticorp care leagd specific doi antigeni distincti sau doi
epitopi distincti cu acelasi antigen. Anticorpul bispecific poate avea reactivitate incrucisata la alti
antigeni inruditi sau poate lega un epitop care este partajat intre doi sau mai multi antigeni
distincti.

,,Variantd” se refera la o polipeptidd sau o polinucleotida care diferda de o polipeptidd de
referintd sau de o polinucleotida de referintd prin una sau mai multe modificari de exemplu,
substitutii, insertii sau deletii.

,in combinatie cu” inseamna ci doi sau mai multi agenti terapeutici sunt administrati
unui subiect impreund intr-un amestec, concomitent ca agenti singuri sau secvential ca agenti
singuri in orice ordine.

,Compozitie farmaceutica” se refera la un produs care rezultd din combinarea unui
anticorp anti-CD38 si a unei hialuronidaze si include ambele combinatii, fixatd si nefixata.
Compozitia farmaceuticd include de obicei un purtator acceptabil farmaceutic. ,,Combinatiile
fixate” se referd la o singurd compozitie farmaceuticd cuprinzand anticorpul anti-CD38 si
hialuronidaza administrate simultan in forma unei singure entititi sau dozaj. ,,Combinatia
nefixata” se refera la compozitii farmaceutice separate de anticorp anti-CD38 si hialuronidaza sau
forme de dozare unitare administrate ca entitati separate fie simultan, concomitent sau secvential
fara limite specifice de interventie in timp, in care o astfel de administrare furnizeaza niveluri
eficiente ale celor doi compusi in corpul subiectului.

,HPurtitor acceptabil farmaceutic” se referd la un ingredient dintr-o compozitie
farmaceutica, altul decat un ingredient activ, care este netoxic la un subiect. Un purtator acceptabil
farmaceutic include, dar nu este limitat la, un tampon, excipient, stabilizator, sau conservant.

,,Irateaza” sau ,tratament” se referd la tratamentul terapeutic in care obiectivul este de a
incetini (reduce) o modificare fiziologicd nedoritd sau boald, cum ar fi dezvoltarea sau
imprastierea tumorii sau a celulelor tumorale, sau de a furniza un rezultat clinic benefic sau dorit in
timpul tratamentului. Rezultatul clinic benefic sau dorit include ameliorarea simptomelor,
diminuarea extensiei bolii, stabilizarea (adica, neinrautatirea) starii bolii, intarzierea sau Incetinirea
progresului bolii, lipsa metastazei, ameliorarea sau alinarea starii bolii, §i remisia (indiferent daca
este partiald sau totald), indiferent daca este detectabild sau nedetectabild. , Tratamentul” poate
insemna de asemenea prelungirea supravietuirii in comparatie cu supravietuirea asteptata daca un
subiect nu a primit tratament. Cei care au nevoie de tratament includ acei subiecti care au deja
modificari fiziologice nedorite sau boala precum si acei subiecti predispusi a avea modificarea
fiziologica sau boala.

,,Cantitate eficienta terapeutic” se referd la o cantitate eficienta, la dozaje si pe perioadele
de timp necesare, pentru a obtine rezultatul terapeutic dorit. O cantitate eficienta terapeutic poate
varia in conformitate cu factori cum ar fi starea de boala, varsta, sexul, si greutatea individului, si
abilitatea unui agent terapeutic sau a unei combinatii de agenti terapeutici de a declansa un raspuns
dorit la individ. Exemple de indicatori ai unui agent terapeutic eficient sau a unei combinatii de
agenti terapeutici includ, de exemplu, starea de bine imbundtatitd a pacientului, reducerea
incarcarii tumorale, oprirea sau Incetinirea cresterii unei tumori, si/sau absenta metastazei
celulelor canceroase la alte locatii in corp.

,Inhibarea cresterii” (de exemplu se refera la celule tumorale) se refera la o scadere
masurabild in cresterea celulei tumorale sau a tesutului tumoral in vitro sau in vivo cand sunt puse
in contact cu un agent terapeutic sau cu o combinatie de agenti terapeutici sau medicamente, in
comparatie cu cresterea acelorasi celule tumorale sau tesut tumoral in absenta agentului terapeutic
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sau a combinatiei de medicamente terapeutice. Inhibarea cresterii unei celule tumorale sau tesut
tumoral in vitro sau in vivo poate fi de cel putin aproximativ 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%,
70%, 80%, 90%, 99%, sau 100%.

,Malignitatea hematologica pozitiva CD38” se referd la o malignitate hematologica
caracterizata prin prezenta celulelor tumorale care exprima CD38 incluzand leucemii, limfoame si
mielom. Exemple de astfel de malignitati hematologice pozitive CD38 includ leucemia/limfomul
limfoblastic cu precursor de celule B si limfomul cu celule B non-Hodgkin, leucemia
promielocitara acutd, leucemia limfoblasticd acutd si neoplasme cu celule B mature, cum ar fi
leucemia cu celule B limfocitara cronica(CLL)/limfocitara mica

limfomul (SLL), leucemia cu celule B limfocitara acuta, leucemia cu celule B
prolimfocitard, limfomul limfoplasmacitic, limfomul cu celule de manta (MCL), limfomul
folicular (FL), incluzand de grad scazut, de grad intermediar si de grad ridicat FL, limfomul
cutanat de centru folicular, limfomul zonei marginale cu celule B (tip MALT, tip nodal si splenic),
leucemia cu celule paroase, limfomul difuz cu celule B mari (DLBCL), limfomul Burkitt (BL),
plasmacitomul, mielomul multiplu, leucemia plasmei celulare, tulburarea limfoproliferativa post-
transplant, amiloidozele lantului usor, macroglobulinemie Waldenstrom, leucemiile plasmei
celulare si limfomul anaplazic cu celule mari (ALCL).

L»Aproximativ”’ inseamna, cu un interval de eroare acceptabil pentru valoarea particularad
dupa cum s-a determinat de catre cineva avand calificare obisnuitd in domeniu, cd va depinde
partial de cum este masurata sau determinata valoarea, adica, limitérile sistemului de masurare. in
afara de cazul cand se declard explicit altfel in exemple sau in alta parte din specificatie in
contextul a unui test particular, rezultat sau realizare, ,,aproximativ’ inseamnd 1intr-o deviatie
standard pe practica in domeniu, sau un interval de pana la 5%, oricare este mai mare.

Compozitii farmaceutice

Inventia furnizeazd o compozitie farmaceuticd cuprinzand un anticorp anti-CD38 si o
hialuronidaza, in care:

a) anticorpul cuprinde o regiune variabild a lantului greu (VH) din SEQ ID NO: 4 si 0 regiune
variabila a lantului usor (VL) din SEQ ID NO: 5; si

b) compozitia cuprinde aproximativ 1.800 mg de anticorp anti-CD38 si aproximativ 30.000 U de
hialuronidaza.

Hialuronidaza este o enzima care degradeazad acidul hialuronic (EC 3,2,1,35) si scade
véscozitatea hialuronanului in matricea extracelulara, crescand prin urmare permeabilitatea
tesutului. Activitatea enzimatica a hialuronidazei, incluzand rHuPH20, poate fi definita de unitati
pe mL (U/mL) sau de activitatea totald a enzimei intr-0 formulare particulard (U) cum este explicat
mai departe mai jos.

rHuPH20 este o hialuronidaza recombinantd (HYLENEX® recombinant) si este descrisa
in Int. Pat. Publ. nr. WO2004/078140.

Definitia standard pentru o unitate (U) de activitate enzimaticd este cantitatea de enzima
care catalizeaza reactia unei cantitati de substrat definite in unitatea de timp, cum ar fi un umol sau
un nmol de substrat pe minut. Tehnicile pentru determinarea activitatii de preparari de
hialuronidaza sunt cunoscute in domeniu si activitatea prepararilor de hialuronidaza este exprimata
de obicei fie ca unitati USP sau Unitati (in continuare in acest document ,,Unitdti”’). Un exemplu
de metodd pentru determinarea activitatii poate fi gasitd in Brevetul din Statele Unite
nr. 7.767.429.

Activitatea hialuronidazei se refera la abilitatea de a cataliza enzimatic clivarea acidului
hialuronic. Farmacopeia din Statele Unite (USP) XXII furnizeaza un test pentru hialuronidaza
unde activitatea hialuronidazei este indirect determinatd prin masurarea cantitdtii de acid
hialuronic cu masa moleculard mai ridicata, sau hialuronan, substratul (HA) ramas dupd enzima
este lasat sd reactioneze cu HA timp de 30 min la 37°C. (USP XXII-NF XVII (1990) 644-645
United States Pharmacopeia Convention, Inc, Rockville, Md.). O solutie standard de referinta
poate fi utilizatd intr-un test pentru a constata activitatea relativd, in Unitati, a oricarei
hialuronidaze. Testele in vitro pentru a determina activitatea hialuronidaza a hialuronidazelor, cum
ar fi rHUPH20 solubile, sunt cunoscute in domeniu si descrise aici. Exemple de test includ testul de
microturbiditate descris mai jos (vezi de exemplu Exemplul 3) care masoara clivarea de acid
hialuronic prin hialuronidaza indirectd prin detectarea precipitatului insolubil format cand acidul
hialuronic neclivat se leaga cu albumina din ser. Pot fi utilizate standarde de referinta, de exemplu,
pentru a genera o curba standard pentru a determina activitatea in Unitati de hialuronidaza care
sunt testate.

Compozitia farmaceuticad este utila pentru administrarea subcutanatd a anticorpului anti-
CD38 la un subiect care are nevoie de terapie cu anticorp anti-CD38, cum ar fi un subiect avand un
cancer, de exemplu o malignitate hematologica pozitiva CD38. Fara a se dori a fi legata de orice
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teorie particulara, administrarea subcutanatd a anticorpului anti-CD38 poate avea o0 reactie redusa
legata de infuzie si obtinerea ratelor de raspuns imbunatatite cand sunt comparate cu administrarea
intravenoasa a anticorpului anti-CD38.

in unele realiziri, compozitia farmaceutica este o combinatie fixata.

In unele realizri, compozitia farmaceutic este o combinatie nefixata.

in unele realizari, compozitia farmaceutica cuprinde de la aproximativ 1 mg/mL pana la
aproximativ 180 mg/mL de anticorp anti-CD38.

in unele realizari, compozitia farmaceutica cuprinde de la aproximativ 10 mg/mL péani la
aproximativ 180 mg/mL de anticorp anti-CD38.

in unele realizari, compozitia farmaceutica cuprinde de la aproximativ 20 mg/mL péani la
aproximativ 160 mg/mL de anticorp anti-CD38.

in unele realizari, compozitia farmaceutica cuprinde de la aproximativ 20 mg/mL péani la
aproximativ 140 mg/mL de anticorp anti-CD38.

in unele realizari, compozitia farmaceutica cuprinde de la aproximativ 20 mg/mL péani la
aproximativ 120 mg/mL de anticorp anti-CD38.

in unele realizari, compozitia farmaceutica cuprinde de la aproximativ 40 mg/mL péani la
aproximativ 120 mg/mL de anticorp anti-CD38.

in unele realizari, compozitia farmaceutica cuprinde de la aproximativ 60 mg/mL pan la
aproximativ 120 mg/mL de anticorp anti-CD38.

in unele realizari, compozitia farmaceutica cuprinde de la aproximativ 80 mg/mL péani la
aproximativ 120 mg/mL de anticorp anti-CD38.

in unele realizari, compozitia farmaceutica cuprinde de la aproximativ 100 mg/mL pana
la aproximativ 120 mg/mL de anticorp anti-CD38.

in unele realizari, compozitia farmaceutici cuprinde aproximativ 1 mg/mL, aproximativ 5
mg/mL, aproximativ 10 mg/mL, aproximativ 15 mg/mL, aproximativ 20 mg/mL, aproximativ 30
mg/mL, aproximativ 40 mg/mL, aproximativ 50 mg/mL, aproximativ 60 mg/mL, aproximativ 70
mg/mL, aproximativ 80 mg/mL, aproximativ 90 mg/mL, aproximativ 100 mg/mL, aproximativ
110 mg/mL, aproximativ 120 mg/mL, aproximativ 130 mg/mL, aproximativ 140 mg/mL,
aproximativ 150 mg/mL, aproximativ 160 mg/mL, aproximativ 170 mg/mL sau aproximativ 180
mg/mL de anticorp anti-CD38.

in unele realiziri, compozitia farmaceutica cuprinde aproximativ 20 mg/mL de anticorp
anti-CD38.

In unele realiziri, compozitia farmaceutica cuprinde aproximativ 100 mg/mL de anticorp
anti-CD38.

in unele realiziri, compozitia farmaceutica cuprinde aproximativ 120 mg/mL de anticorp
anti-CD38.

in unele realizari, compozitia farmaceutica cuprinde de la aproximativ 50 U/mL pana la
aproximativ 5.000 U/mL de hialuronidaza.

in unele realizari, compozitia farmaceutici cuprinde de la aproximativ 500 U/mL péni la
aproximativ 5.000 U/mL de hialuronidaza.

in unele realizari, compozitia farmaceutici cuprinde de la aproximativ 1.000 U/mL pana
la aproximativ 5.000 U/mL de hialuronidaza.

in unele realizari, compozitia farmaceutici cuprinde de la aproximativ 2.000 U/mL pana
la aproximativ 5.000 U/mL de hialuronidaza.

in unele realizari, compozitia farmaceutica cuprinde de la aproximativ 50 U/mL pana la
aproximativ 2.000 U/mL de hialuronidaza.

in unele realiziri, compozitia farmaceutici cuprinde de la aproximativ 500 U/mL péni la
aproximativ 2.000 U/mL de hialuronidaza.

in unele realizari, compozitia farmaceutici cuprinde de la aproximativ 1.000 U/mL pana
la aproximativ 2.000 U/mL de hialuronidaza.

in unele realiziri, compozitia farmaceutica cuprinde aproximativ 500 U/mL, aproximativ
600 U/mL, aproximativ 700 U/mL, aproximativ 800 U/mL, aproximativ 900 U/mL, aproximativ
1.000 U/mL, aproximativ 1.100 U/mL, aproximativ 1.200 U/mL, aproximativ 1.300 U/mL,
aproximativ 1.400 U/mL, aproximativ 1.500 U/mL, aproximativ 1.600 U/mL, aproximativ 1.700
U/mL, aproximativ 1.800 U/mL, aproximativ 1.900 U/mL, aproximativ 2.000 U/mL, aproximativ
2.100 U/mL, aproximativ 2.200 U/mL, aproximativ 2.300 U/mL, aproximativ 2.400 U/mL,
aproximativ 2.500 U/mL, aproximativ 2.600 U/mL, aproximativ 2.700 U/mL, aproximativ 2.800
U/mL, aproximativ 2.900 U/mL, aproximativ 3.000 U/mL, aproximativ 3.100 U/mL, aproximativ
3.200 U/mL, aproximativ 3.300 U/mL, aproximativ 3.400 U/mL, aproximativ 3.500 U/mL,
aproximativ 3.600 U/mL, aproximativ 3.700 U/mL, aproximativ 3.800 U/mL, aproximativ 3.900
U/mL, aproximativ 4.000 U/mL, aproximativ 4.100 U/mL, aproximativ 4.200 U/mL, aproximativ
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4.300 U/mL, aproximativ 4.400 U/mL, aproximativ 4.500 U/mL, aproximativ 4.600 U/mL,
aproximativ 4.700 U/mL, aproximativ 4.800 U/mL, aproximativ 4.900 U/mL sau aproximativ
5.000 U/mL de hialuronidaza.

in unele realizari, compozitia farmaceutici cuprinde aproximativ 500 U/mL de
hialuronidaza.

in unele realizdri, compozitia farmaceutici cuprinde aproximativ 2.000 U/mL de
hialuronidaza.

in unele realizdri, compozitia farmaceutici cuprinde aproximativ 5,000 U/mL de
hialuronidaza.

in unele realizari, hialuronidaza este rHuPH20 avand secventa de aminoacizi din SEQ ID
NO: 22.

Anticorpul anti-CD38 in compozitia farmaceutica cuprinde VH din SEQ ID NO: 4 si VL
din SEQ ID NO: 5.

in unele realizari, anticorpul anti-CD38 in compozitia farmaceutica cuprinde un lant greu
din SEQ ID NO: 12 si un lant usor din SEQ ID NO: 13.
SEQ ID NO: 2
SKRNIQFSCKNIYR
SEQ ID NO: 3
EKVQTLEAWVIHGG
SEQ ID NO: 4

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGFTFNSFAMSWVRQAPGKGLEWVSA
ISGSGGGTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYFCAKDK
ILWFGEPVFDYWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO: 5
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYD
ASNRATGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSNWPPTEGQ

GTKVEIK

SEQ ID NO: 6
SFAMS

SEQ ID NO: 7
AISGSGGGTYYADSVKG
SEQ ID NO: 8
DKILWFGEPVFDY
SEQ ID NO: 9
RASQSVSSYLA
SEQ ID NO: 10
DASNRAT

SEQ ID NO: 11
QQRSNWPPTF
SEQ ID NO: 12

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGFTFNSFAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSG
GGTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYFCAKDKILWFGEPVF
DYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRV
EPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS
NKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSPGK
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SEQ ID NO: 13
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYDASNRAT
GIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSNWPPTFGQGTKVEIKRTVAAP
SVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Alte exemple de anticorpi anti-CD38 care pot fi utilizati in compozitiile farmaceutice si

metode sunt:

mADbOO3 cuprinzand secventele VH si VL din SEQ ID NO: 14 si 15, respectiv si descrise

in Brevetul S.U.A. nr. 7.829.693. VH si VL ale mAb003 pot fi exprimate ca IgG1/x;

mADbO24 cuprinzand secventele VH si VL din SEQ ID NO: 16 si 17, respectiv, descrise

in Brevetul S.U.A. nr. 7.829.693. VH si VL ale mAb024 pot fi exprimate ca IgG1/x;

MOR-202 (MOR-03087) cuprinzand secventele VH si VL din SEQ ID NO: 18 si 19, respectiv,
descrise in brevetul US. nr. 8.088.896. VH si VL ale MOR-202 pot fi exprimate ca IgG1/x; sau

Izatuximab; cuprinzand secventele VH si VL din SEQ ID NO: 20 si 21, respectiv, descrise
in Brevetul S.U.A. nr. 8.153.765. VH si VL de Izatuximab pot fi exprimate ca IgGl/x.

SEQ ID NO: 14

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAFSWVRQAPGQGLEWMGRVIPF
LGIANSAQKFQGRVTITADKSTSTAYMDLSSLRSEDTAVYYCARDDIAALGPFDY
WGQGTLVTVSSAS

SEQ ID NO: 15
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQQKPEKAPKSLIYAASSLQS
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYNSYPRTFGQGTKVEIK

SEQID NO: 16
EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFSNYWIGWVRQMPGKGLEWMGIIYPH
DSDARYSPSFQGQVTEFSADKSISTAYLQWSSLKASDTAMYYCARHVGWGSRYW
YFDLWGRGTLVTVSS

SEQ ID NO: 17
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPGQAPGLLIYDASNRAS
GIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSNWPLTFGGGTKVEIK

SEQ ID NO: 18

QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSY YMNWVRQAPGKGLEW VSGISGD
PSNTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDLPLVYTGFA
YWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO: 19
DIELTQPPSVSVAPGQTARISCSGDNLRHYYVYWYQQKPGQAPVLVIYGDSKRPS
GIPERFSGSNSGNTATLTISGTQAEDEADYYCQTYTGGASLVFGGGTKLTVLGQ

SEQ ID NO 20:
QVQLVQSGAEVAKPGTSVKLSCKASGYTFITDYWMQWVKQRPGQGLEWIGT
IYPGDGDTGYAQKFQGKATLTADKSSKTVYMHLSSLASEDSAVYYCARGD
YYGSNSLDYWGQGTSVTVSS

SEQ ID NO: 21:
DIVMTQSHLSMSTSLGDPVSITCKASQDVSTVVAWYQQKPGQSPRRLIYS
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ASYRYIGVPDRFTGSGAGTDFTFTISSVQAEDLAVYYCQQHYSPPYTFGG

GTKLEIK

Alte exemple de anticorpi anti-CD38 care pot fi utilizati in compozitiile farmaceutice sunt
cele descrise in Int. Pat. Publ. nr. WO05/103083, Intl. Pat. Publ. nr. WO06/125640, Intl. Pat. Publ.
nr. WOO07/042309, Intl. Pat. Publ. nr. WO08/047242 sau Intl. Pat. Publ. nr. WO14/178820.

Un exemplu de anticorp anti-CD38 care poate fi utilizat in compozitiile farmaceutice ale
inventiei este daratumumab. Daratumumab cuprinde regiunea variabild a lantului greu (VH) si
regiunea variabild a lantului usor (VL) secventele de aminoacizi prezentate in SEQ ID NO: 4 si 5,
respectiv, HCDR1, HCDR2 si HCDR3 din SEQ ID NO: 6, 7 si 8, respectiv, LCDR1, LCDR2 si
LCDR3 din SEQ ID NO: 9, 10 si 11, respectiv, si este de subtip IgG1/x si descrise in Brevetul
S.U.A. nr. 7.829.693. Secventa de aminoacizi a lantului greu de daratumumab este prezentatd in
SEQ ID NO: 12 si secventa de aminoacizi a lanfului usor este prezentatd in SEQ ID NO: 13.

Divulgarea furnizeazd de asemenea o compozitie farmaceuticd cuprinzand un anticorp
anti-CD38 cuprinzand VH din SEQ ID NO: 4 si VL din SEQ ID NO: 5 si o hialuronidaza
rHUPH20 din SEQ ID NO: 22, in care concentratia de anticorp anti-CD38 in compozitia
farmaceutica este de aproximativ 20 mg/mL.

Divulgarea furnizeazd de asemenea o compozitie farmaceutica cuprinzand un anticorp
anti-CD38 cuprinzaind HCDR1, HCDR2 si HCDR3 din SEQ ID NO: 6, 7 si 8, respectiv, si
LCDRI, LCDR2 si LCDR3 din SEQ ID NO: 9, 10 si 11, respectiv si hialuronidaza rHuPH20 din
SEQ ID NO: 22, in care concentratia de anticorp anti-CD38 in compozitia farmaceutica este de
aproximativ 20 mg/mL.

Divulgarea furnizeazd de asemenea o compozitie farmaceuticd cuprinzand Iintre
aproximativ 1.200 mg - 1.800 mg de anticorp anti-CD38 cuprinzind VH din SEQ ID NO: 4 si VL
din SEQ ID NO: 3, si intre aproximativ 30.000 U - 45.000 U de hialuronidaza rHuPH20 din SEQ
ID NO: 22, in care concentratia de anticorp anti-CD38 in compozitia farmaceutica este de
aproximativ 20 mg/mL.

Inventia furnizeazd de asemenea o compozitie farmaceutica cuprinzdnd aproximativ
1.800 mg de anticorp anti-CD38 cuprinzand VH din SEQ ID NO: 4 si VL din SEQ ID NO: 5, si
aproximativ 30.000 U de hialuronidaza rHuPH20 din SEQ ID NO: 22, in care concentratia de
anticorp anti-CD38 in compozitia farmaceutica este de aproximativ 20 mg/mL.

Divulgarea furnizeaza de asemenea o compozitie farmaceuticd cuprinzdnd aproximativ
1.800 mg de anticorp anti-CD38 cuprinzand VH din SEQ ID NO: 4 si VL din SEQ ID NO: 5, si
aproximativ 45.000 U de hialuronidaza rHuPH20 din SEQ ID NO: 22, in care concentratia de
anticorp anti-CD38 in compozitia farmaceutica este de aproximativ 20 mg/mL.

Divulgarea furnizeaza de asemenea o compozitie farmaceuticd cuprinzand aproximativ
1.600 mg de anticorp anti-CD38 cuprinzand VH din SEQ ID NO: 4 si VL din SEQ ID NO: 5, si
aproximativ 30.000 U de hialuronidaza rHuPH20 din SEQ ID NO: 22, in care concentratia de
anticorp anti-CD38 in compozitia farmaceutica este de aproximativ 20 mg/mL.

Divulgarea furnizeaza de asemenea o compozitie farmaceuticd cuprinzand aproximativ
1.600 mg de anticorp anti-CD38 cuprinziand VH din SEQ ID NO: 4 si VL din SEQ ID NO: 5, si
aproximativ 45.000 U de hialuronidaza rHuPH20 din SEQ ID NO: 22, in care concentratia de
anticorp anti-CD38 in compozitia farmaceutica este de aproximativ 20 mg/mL.

Divulgarea furnizeaza de asemenea o compozitie farmaceuticd cuprinzand aproximativ
1.200 mg de anticorp anti-CD38 cuprinzand VH din SEQ ID NO: 4 si VL din SEQ ID NO: 5, si
aproximativ 30.000 U de hialuronidaza rHuPH20 din SEQ ID NO: 22, in care concentratia de
anticorp anti-CD38 in compozitia farmaceutica este de aproximativ 20 mg/mL.

Divulgarea furnizeaza de asemenea o compozitie farmaceuticd cuprinzand aproximativ
1.200 mg de anticorp anti-CD38 cuprinzand VH din SEQ ID NO: 4 si VL din SEQ ID NO: 5, si
aproximativ 45.000 U de hialuronidaza rHuPH20 din SEQ ID NO: 22, in care concentratia de
anticorp anti-CD38 in compozitia farmaceutica este de aproximativ 20 mg/mL.

SEQ ID NO: 22
MGVLKFKHIFFRSFVKSSGVSQIVFTFLLIPCCLTLNFRAPPVIPNVPFLWAWNAPS

EFCLGKFDEPLDMSLFSFIGSPRINATGQGVTIFY VDRLGY YPYIDSITGVTVNGGIP
QKISLQDHLDKAKKDITFY MPVDNLGMAVIDWEEWRPTWARNWKPKDVYKNRS
IELVQQQNVQLSLTEATEKAKQEFEKAGKDFLVETIKLGKLLRPNHLWGY YLFPD
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CYNHHYKKPGYNGSCFNVEIKRNDDLSWLWNESTALYPSIYLNTQQSPVAATLY
VRNRVREAIRVSKIPDAKSPLPVFAYTRIVFTDQVLKFLSQDELVYTFGETVALGA
SGIVIWGTLSIMRSMKSCLLLDNYMETILNPYIINVTLAAKMCSQVLCQEQGVCIR
KNWNSSDYLHLNPDNFAIQLEKGGKFIVRGKPTLEDLEQFSEKFYCSCYSTLSCK
EKADVKDTDAVDVCIADGVCIDAFLKPPMETEEPQIFYNASPSTLSATMFIVSILFLI

ISSVASL

Anticorpii anti-CD38 utilizati in compozitiile farmaceutice ale inventiei, pot fi de
asemenea selectati de novo din, de exemplu, o biblioteca de afisare pe bacteriofagi, unde fagul este
modificat genetic pentru a exprima imunoglobulinele umane sau portiuni ale acestora cum ar fi
Fab-urile, anticorpii monocatenari (scFv), sau regiunile variabile neimperecheate sau imperecheate
ale anticorpilor (Knappik si colab., J Mol Biol 296:57-86, 2000; Krebs si colab., ] Immunol Meth
254:67-84, 2001; Vaughan si colab., Nature Biotechnology 14:309-314, 1996; Sheets si colab.,
PITAS (SUA) 95:6157-6162, 1998; Hoogenboom si Winter, J Mol Biol 227:381, 1991; Marks si
colab., J Mol Biol 222:581, 1991). Domeniile variabile de legare CD38 pot fi izolate din de
exemplu, afisare pe biblioteci de bacteriofagi care exprima regiunile variabile ale lantului greu si
usor ale anticorpului ca proteine de fuziune cu bacteriofagul pIX de acoperire a proteinei cum s-a
descris in Shi si colab., J. Mol. Biol. 397:385-96, 2010 si Intl. Pat. Publ. nr. WO09/085462).
Bibliotecile de anticorpi pot fi analizate pentru legarea la domeniul extracelular CD38 uman,
clonele pozitive obtinute fiind caracterizate in plus, Fab-urile izolate din clonele lizate, si clonate
ulterior ca anticorp cu lungime completd. Astfel de metode de afisare pe bacteriofagi pentru
izolarea anticorpilor umani sunt stabilite in domeniu. Vezi de exemplu: Brevetul S.U.A. nr.
5.223.409, Brevetul S.U.A. nr. 5.403.484, Brevetul S.U.A. nr. 5.571.698, Brevetul S.U.A. nr.
5.427.908, Brevetul S.U.A. nr. 5.580.717, Brevetul S.U.A. nr. 5.969.108, Brevetul S.U.A. nr.
6.172.197, Brevetul S.U.A. nr. 5.885.793, Brevetul S.U.A. nr. 6.521.404, Brevetul S.U.A. nr.
6.544.731, Brevetul S.U.A. nr. 6.555.313, Brevetul S.U.A. nr. 6.582.915, si Brevetul S.U.A. nr.
6.593.081.

Anticorpii pot fi evaluati pentru competitia lor cu un anticorp de referintd cum ar fi
anticorpul anti-CD38 cuprinzand VH din SEQ ID NO: 4 si VL din SEQ ID NO: 5 pentru legare la
CD38 utilizand metodele cunoscute in vitro. Intr-un exemplu de metoda, celulele CHO care
exprima recombinant CD38 pot fi incubate cu un anticorp de referinta neetichetat timp de 15 min
la 4°C, urmate de incubarea cu un exces de anicorp de test marcat fluorescent timp de 45 min la
4°C. Dupa spalarea in PBS/BSA, fluorescenta poate fi masurata prin citometrie de flux utilizand
metode standard. Intr-un alt exemplu de metodd, portiunea extracelulard de CD38 uman poate fi
acoperitd pe suprafata unei placi ELISA. Excesul de anticorp de referinta neetichetat poate fi
adaugat timp de aproximativ 15 minute si ulterior pot fi adaugati anticorpii de test biotinilati. Dupa
spalari in PBS/Tween, legarea anticorpului biotinilat poate fi detectata utilizand streptavidina
conjugata cu peroxidaza din hrean (HRP) si semnalul detectat utilizind metode standard. Este cu
usurintd evident ca in testele de competitie, anticorpul de referintd poate fi etichetat si anticorpul
de test neetichetat. Anticorpul de test concureazd cu anticorpul de referinta cand anticorpul de
referintd inhiba legarea anticorpului de test, sau anticorpul de test inhiba legarea anticorpului de
referinta cu cel putin 80%, de exemplu 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100%. Epitopul anticorpului de test poate
fi definit suplimentar, de exemplu prin maparea peptidei sau testele de protectie hidrogen/deuteriu
utilizand metode cunoscute, sau prin determinarea structurii cristaline.

Legarea anticorpilor la regiunea SKRNIQFSCKNIYR (SEQ ID NO: 2) si regiunea
EKVQTLEAWVIHGG (SEQ ID NO: 3) a CD38 uman (SEQ ID NO: 1) poate fi generata de
exemplu prin imunizarea soarecilor cu peptide avand secventele de aminoacizi prezentate in SEQ
ID NO: 2 si 3 utilizdnd metode standard si cele descrise aici, i care caracterizeaza anticorpii
obtinuti pentru legarea la peptide utilizind de exemplu ELISA sau studii de mutageneza.

Divulgarea furnizeaza de asemenea o compozitie farmaceuticd cuprinzand un anticorp
anti-CD38 cuprinzand secventele HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2, si LCDR3 de:

a. VH din SEQ ID NO: 14 si VL din SEQ ID NO: 15;

b. VH din SEQ ID NO: 16 si VL din SEQ ID NO: 17;

¢. VH din SEQ ID NO: 18 si VL din SEQ ID NO: 19; sau

d. VH din SEQ ID NO: 20 si VL din SEQ ID NO: 21, si hialuronidaza rHuPH20 din SEQ ID NO:
22
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Divulgarea furnizeazd de asemenea o compozitie farmaceuticd cuprinzand un anticorp
anti-CD38 cuprinzand
a. VH din SEQ ID NO: 14 si VL din SEQ ID NO: 15;

b. VH din SEQ ID NO: 16 si VL din SEQ ID NO: 17,

¢. VH din SEQ ID NO: 18 si VL din SEQ ID NO: 19; sau

d. VH din SEQ ID NO: 20 si VL din SEQ ID NO: 21, si hialuronidaza rHuPH20 din SEQ ID NO:
22.

Compozitiile farmaceutice ale inventiei cuprind suplimentar un purtator acceptabil
farmaceutic. Exemple de purtitori acceptabili farmaceutic sunt solventii, mediile de dispersie,
acoperirile, agentii antibacterieni si antifungici, agentii izotonici §i pentru intarzierea absorbtiei, §i
altele asemenea care sunt fiziologic compatibile, cum ar fi sdrurile, tampoanele, antioxidantii,
zaharidele, purtatorii aposi sau neaposi, conservantii, agentii de umectare, surfactantii sau agentii
de emulsionare, sau combinatii ale acestora.

Exemple de tampoane care pot fi utilizate sunt acidul acetic, acidul citric, acidul formic,
acidul succinic, acidul fosforic, acidul carbonic, acidul malic, acidul aspartic, histidina, acidul
boric, tampoanele Tris, HEPPSO si HEPES.

Exemple de antioxidanti care pot fi utilizati sunt acidul ascorbic, metionina, clorhidratul
de cisteina, bisulfatul de sodiu, metabisulfitul de sodiu, sulfitul de sodiu, lecitina, acidul citric,
acidul etilendiaminotetraacetic (EDTA), sorbitolul si acidul tartric.

Exemple de aminoacizi care pot fi utilizati sunt histidina, izoleucina, metionina, glicina,
arginina, lizina, L-leucina, tri-leucina, alanina, acidul glutamic, L-treonina, si 2-fenilamina.

Exemple de surfactanti care pot fi utilizati sunt polisorbatii (de exemplu, polisorbat-20
sau polisorbat-80); polioxamerii (de exemplu, poloxamer 188); Triton; sodiu octil glicozida; lauril-
, miristil-, linoleil-, sau stearil-sulfobetaina; lauril-, miristil-, linoleil- sau stearil-sarcozina; linoleil-
, miristil-, sau cetil-betaina; lauroamidopropil-, cocamidopropil-, linoleamidopropil-,
miristamidopropil-, ~ palmidopropil-,  sau  isostearamidopropil-betaind  (de  exemplu,
lauroamidopropil); miristamidopropil-, palmidopropil-, sau izostearamidopropil-dimetilamina;
sodiu metil cocoil-, sau disodiu metil oleil-taurat; si seriile MONAQUA™ (Mona Industrii, Inc.,
Paterson, N.J.), polietil glicol, polipropil glicol, si copolimeri de etilen si propilen glicol (de
exemplu, PLURONICS™, PF68, etc).

Exemple de conservanti care pot fi utilizati sunt fenol, m-cresol, p-cresol, o-cresol,
clorocresol, alcool benzilic, nitrit fenilmercuric, fenoxietanol, formaldehida, clorobutanol, clorura
de magneziu, alchilparaben (metil, etil, propil, butil si altele asemenea), clorurd de benzalconiu,
clorura de benetoniu, dehidroacetat de sodiu si timerosal, sau amestecuri ale acestora.

Exemple de zaharide care pot fi utilizate sunt monozaharide, dizaharide, trizaharide,
polizaharide, alcooli din zahar, zaharuri de reducere, zaharuri de nereducere cum ar fi glucoza,
zaharoza, trehaloza, lactoza, fructozad, maltozd, dextran, glicerind, dextran, eritritol, glicerol,
arabitol, silitol, sorbitol, manitol, melibioza, melezitoza, rafinoza, manotrioza, stacioza, maltoza,
lactuloza, maltuloza, glucitol, maltitol, lactitol sau izo-maltuloza.

Exemple de saruri care pot fi utilizate sunt sarurile de aditie cu acid si sarurile de aditie
ale unei baze. Sarurile de aditie cu acid le include pe cele derivate din acizi anorganici netoxici,
cum ar fi clorhidric, nitric, fosforic, sulfuric, bromhidric, hidroiodic, fosfor si altele asemenea,
precum si din acizi organici netoxici cum ar fi acizi alifatici mono si dicarboxilici, acizi alcanoici
fenil-substituiti, acizi alcanoici hidroxi, acizi aromatici, acizi alifatici si sulfonic aromatici si altele
asemenea. Sarurile de aditie ale unei baze le includ pe cele derivate din metale alcaline pamantose,
cum ar fi sodiu, potasiu, magneziu, calciu si altele asemenea, precum si din amine organice
netoxice, cum ar fi N,N'-dibenziletilendiamind, N-metilglucamina, cloroprocaina, colina,
dietanolamind, etilendiamina, procaina si altele asemenea. Un exemplu de sare este clorura de
sodiu.

Cantitatile de purtator acceptabil farmaceutic in compozitiile farmaceutice pot fi
determinate experimental pe baza activitatilor purtatorului si caracteristicilor dorite ale formularii,
cum ar fi stabilitatea si/sau oxidarea minima.

in unele realiziri, compozitia farmaceutica cuprinde acid acetic.

in unele realiziri, compozitia farmaceutici cuprinde acid acetic la o concentratie de la
aproximativ 1 mM pana la aproximativ 50 mM.

in unele realiziri, compozitia farmaceutici cuprinde acid acetic la o concentratie de la
aproximativ 10 mM pana la aproximativ 40 mM.

in unele realiziri, compozitia farmaceutici cuprinde acid acetic la o concentratie de
aproximativ 10 mM, aproximativ 15 mM, aproximativ 20 mM, aproximativ 25 mM, aproximativ
30 mM, aproximativ 35 mM, aproximativ 40 mM, aproximativ 45 mM sau aproximativ 50 mM.
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in unele realiziri, compozitia farmaceutici cuprinde acid acetic la o concentratie de
aproximativ 25 mM.

in unele realiziri, compozitia farmaceutica cuprinde clorurd de sodiu (NaCl).

in unele realizari, compozitia farmaceutici cuprinde NaCl la o concentratie de la
aproximativ 20 mM pana la aproximativ 100 mM.

in unele realizari, compozitia farmaceutica cuprinde NaCl la o concentratie de la
aproximativ 40 mM pana la aproximativ 80 mM.

in unele realiziri, compozitia farmaceutici cuprinde NaCl la o concentratie de
aproximativ 20 mM, aproximativ 25 mM, aproximativ 30 mM, aproximativ 35 mM, aproximativ
40 mM, aproximativ 45 mM, aproximativ 50 mM, aproximativ 55 mM, aproximativ 60 mM,
aproximativ 65 mM, aproximativ 70 mM, aproximativ 75 mM, aproximativ 80 mM, aproximativ
85 mM, aproximativ 90 mM, aproximativ 95 mM sau aproximativ 100 mM

In unele realizari, compozitia farmaceutica cuprinde NaCl la o concentratic de
aproximativ 60 mM.

in unele realizari, compozitia farmaceutica cuprinde zaharide.

In unele realizari, zaharida este zaharoza.

In unele realizari, zaharida este sorbitol.

In unele realizari, zaharida este manitol.

in unele realizari, compozitia farmaceutici cuprinde zaharide la o concentratic de la
aproximativ 50 mM pana la aproximativ 500 mM.

in unele realizari, compozitia farmaceutici cuprinde zaharide la o concentratic de la
aproximativ 50 mM pana la aproximativ 450 mM.

in unele realizari, compozitia farmaceutici cuprinde zaharide la o concentratic de la
aproximativ 50 mM pana la aproximativ 400 mM.

in unele realizari, compozitia farmaceutici cuprinde zaharide la o concentratie de la
aproximativ 50 mM pana la aproximativ 350 mM.

in unele realizari, compozitia farmaceutici cuprinde zaharide la o concentratic de la
aproximativ 100 mM pana la aproximativ 350 mM.

in unele realizari, compozitia farmaceutici cuprinde zaharide la o concentratic de la
aproximativ 100 mM pana la aproximativ 300 mM.

in unele realiziri, compozitia farmaceutici cuprinde zaharide la o concentratic de
aproximativ. 100 mM , aproximativ 110 mM, aproximativ 120 mM, aproximativ 130 mM,
aproximativ 140 mM, aproximativ 150 mM, aproximativ 160 mM, aproximativ 170 mM,
aproximativ 180 mM, aproximativ 190 mM, aproximativ 200 mM, aproximativ 210 mM,
aproximativ 220 mM, aproximativ 230 mM, aproximativ 240 mM, aproximativ 250 mM,
aproximativ. 260 mM, aproximativ 270 mM, aproximativ 280 mM, aproximativ 290 mM,
aproximativ. 300 mM, aproximativ 310 mM, aproximativ 320 mM, aproximativ 330 mM,
aproximativ 340 mM, aproximativ 350 mM, aproximativ 360 mM, aproximativ 370 mM,
aproximativ 380 mM, aproximativ. 390 mM, aproximativ 400 mM, aproximativ 410 mM,
aproximativ 420 mM, aproximativ 430 mM, aproximativ 440 mM, aproximativ 450 mM,
aproximativ 460 mM, aproximativ 470 mM, aproximativ 480 mM, aproximativ 490 mM sau
aproximativ 500 mM.

in unele realizri, compozitia farmaceutica cuprinde manitol.

in unele realizdri, compozitia farmaceutici cuprinde manitol la o concentratie de la
aproximativ 100 mM pana la aproximativ 180 mM.

in unele realizdri, compozitia farmaceutici cuprinde manitol la o concentratie de la
aproximativ 120 mM pana la aproximativ 160 mM.

in unele realizari, compozitia farmaceutici cuprinde manitol la o concentratic de
aproximativ. 100 mM, aproximativ 105 mM, aproximativ 110 mM, aproximativ 115 mM,
aproximativ. 120 mM, aproximativ 125 mM, aproximativ 130 mM, aproximativ 135 mM,
aproximativ 140 mM, aproximativ 145 mM, aproximativ 150 mM, aproximativ 155 mM,
aproximativ 160 mM, aproximativ 165 mM, aproximativ 170 mM, aproximativ 175 mM sau
aproximativ 180 mM.

in unele realizari, compozitia farmaceutici cuprinde manitol la o concentratic de
aproximativ 140 mM.

in unele realiziri, compozitia farmaceutica cuprinde polisorbat.

in unele realiziri, compozitia farmaceutica cuprinde polisorbat-20 (PS-20).

in unele realizari, compozitia farmaceutici cuprinde polisorbat-20 (PS-20) la o
concentratie de la aproximativ 0,01% m/v pana la aproximativ 0,1% m/v.

in unele realizari, compozitia farmaceutici cuprinde polisorbat-20 (PS-20) la o
concentratie de la aproximativ 0,01% m/v pana la aproximativ 0,08% m/v.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3370770 T2 2021.05.31
15

in unele realizari, compozitia farmaceutici cuprinde polisorbat-20 (PS-20) la o
concentratie de la aproximativ 0,01% m/v pana la aproximativ 0,04% m/v.

in unele realizari, compozitia farmaceutici cuprinde polisorbat-20 (PS-20) la o
concentratie de aproximativ 0,01% m/v, 0,02% m/v, 0,03% m/v, 0,04% m/v, 0,05% m/v, 0,06%
m/v, 0,07% m/v, 0,08% m/v, 0,09% m/v sau 0,1% m/v.

Inventia furnizeazd de asemenea o compozitie farmaceuticd, cum s-a definit in
revendicari, cuprinzand
de la aproximativ 20 mg/mL pana la aproximativ 120 mg/mL de anticorp anti-CD38 cuprinzand
VH din SEQ ID NO: 4 si VL din SEQ ID NO: 5 in aproximativ 25 mM acid acetic, aproximativ
60 mM clorura de sodiu, aproximativ 140 mM manitol si aproximativ 0,04% m/v polisorbat-20
(PS-20); 1a pH aproximativ 5,5; si
aproximativ 30.000 U de hialuronidaza in 10 mM L-Histidind, 130 mM NaCl, 10 mM L-
Metionind, 0,02% Polisorbat 80, pH 6,5.

In unele realizari, hialuronidaza este rHuPH20 (SEQ ID NO: 22).

In unele realizri, compozitia farmaceutic este o combinatie nefixata.

Inventia furnizeazd de asemenea o compozitie farmaceuticd, cum s-a definit in
revendicari, cuprinzand
aproximativ 20 mg/mL de anticorp anti-CD38 cuprinzand VH din SEQ ID NO: 4 si VL din SEQ
ID NO: 5 in aproximativ 25 mM acid acetic, aproximativ 60 mM clorurda de sodiu, aproximativ
140 mM manitol si aproximativ 0,04% m/v polisorbat-20 (PS-20); la pH aproximativ 5,5; si
aproximativ 30.000 U de hialuronidazd in 10 mM L-Histidind, 130 mM NaCl, 10 mM L-
Metionind, 0,02% Polisorbat 80, pH 6,5.

in unele realiziri, hialuronidaza este rHUPH20 (SEQ ID NO: 22).

In unele realizri, compozitia farmaceutic este o combinatie nefixata.

in unele realiziri, compozitia farmaceutica cuprinde histidina.

in unele realizari, compozitia farmaceuticd cuprinde histidin la o concentratie de la
aproximativ 1 mM pana la aproximativ 50 mM.

in unele realizari, compozitia farmaceuticd cuprinde histidin la o concentratie de la
aproximativ 5 mM pana la aproximativ 50 mM.

In unele realizari, compozitia farmaceuticd cuprinde histidind la o concentratie de la
aproximativ 5 mM pana la aproximativ 30 mM.

in unele realizari, compozitia farmaceuticd cuprinde histidind la o concentratie de la
aproximativ 5 mM pana la aproximativ 20 mM.

in unele realizari, compozitia farmaceuticd cuprinde histidind la o concentratic de la
aproximativ 5 mM pana la aproximativ 15 mM.

in unele realizari, compozitia farmaceuticd cuprinde histidind la o concentratie de la
aproximativ 5 mM pana la aproximativ 10 mM.

In unele realizari, compozitia farmaceutici cuprinde histidind la o concentratie de
aproximativ 1 mM, aproximativ 2 mM, aproximativ 3 mM, aproximativ 4 mM, aproximativ 5
mM, aproximativ 6 mM, aproximativ 7 mM, aproximativ 8 mM, aproximativ 9 mM, aproximativ
10 mM, aproximativ 11 mM, aproximativ 12 mM, aproximativ 13 mM, aproximativ 14 mM,
aproximativ 15 mM, aproximativ 16 mM, aproximativ 17 mM, aproximativ 18 mM, aproximativ
19 mM, aproximativ 20 mM, aproximativ 21 mM, aproximativ 22 mM, aproximativ 23 mM,
aproximativ 24 mM, aproximativ 25 mM, aproximativ 26 mM, aproximativ 27 mM, aproximativ
28 mM, aproximativ 29 mM, aproximativ 30 mM, aproximativ 31 mM, aproximativ 32 mM,
aproximativ 33 mM, aproximativ 34 mM, aproximativ 35 mM, aproximativ 36 mM, aproximativ
37 mM, aproximativ 38 mM, aproximativ 39 mM, aproximativ 40 mM, aproximativ 41 mM,
aproximativ 42 mM, aproximativ 43 mM, aproximativ 44 mM, aproximativ 45 mM, aproximativ
46 mM, aproximativ 47 mM, aproximativ 48 mM, aproximativ 49 mM sau aproximativ 50 mM.

in unele realizari, compozitia farmaceutici cuprinde histidind la o concentratie de
aproximativ 5 mM.

in unele realizari, compozitia farmaceutici cuprinde histidind la o concentratie de
aproximativ 10 mM.

in unele realizari, compozitia farmaceutici cuprinde histidind la o concentratie de
aproximativ 15 mM.

In unele realizdri, compozitia farmaceutica cuprinde histidind la o concentratic de
aproximativ 20 mM.

in unele realizdri, compozitia farmaceutici cuprinde sorbitol la o concentratie de la
aproximativ 50 mM pana la aproximativ 500 mM.

in unele realizdri, compozitia farmaceutica cuprinde sorbitol la o concentratie de la
aproximativ 50 mM pana la aproximativ 450 mM.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3370770 T2 2021.05.31

16

In unele realizari, compozitia farmaceutica cuprinde sorbitol la o concentratie de la

aproximativ 50 mM pana la aproximativ 400 mM.

In unele realizari, compozitia farmaceutica cuprinde sorbitol la o concentratic de la

aproximativ 50 mM pana la aproximativ 350 mM.

in unele realizdri, compozitia farmaceutici cuprinde sorbitol la o concentratie de la
aproximativ 100 mM pana la aproximativ 350 mM.
in unele realizdri, compozitia farmaceutici cuprinde sorbitol la o concentratie de la
aproximativ 100 mM pana la aproximativ 300 mM.
In unele realizari, compozitia farmaceutici cuprinde sorbitol la o concentratie de
mM , aproximativ 110 mM, aproximativ 120 mM,

aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ

aproximativ 460 mM, aproximativ 470

100
140
180
220
260
300
340
380
420

mM,

aproximativ 500 mM.

In unele realizari,

aproximativ 50 mM.

In unele realizari,

aproximativ 100 mM.

In unele realizari,

aproximativ 150 mM.

In unele realizari,

aproximativ 200 mM.

In unele realizari,

aproximativ 250 mM.

In unele realizari,

aproximativ 300 mM.

In unele realizari,

aproximativ 350 mM.

In unele realizari,

aproximativ 400 mM.
In unele realizari, compozitia farmaceuticd cuprinde zaharoza
aproximativ 50 mM pana la aproximativ 500 mM.

In unele realizari, compozitia farmaceuticd cuprinde

aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ

150
190
230
270
310
350
390
430

compozitia
compozitia
compozitia
compozitia
compozitia
compozitia
compozitia

compozitia

mM,

farmaceutica

farmaceutica

farmaceutica

farmaceutica

farmaceutica

farmaceutica

farmaceutica

farmaceutica

aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ

160
200
240
280
320
360
400
440

cuprinde
cuprinde
cuprinde
cuprinde
cuprinde
cuprinde

cuprinde

mM,

sorbitol
sorbitol
sorbitol
sorbitol
sorbitol
sorbitol

sorbitol

la o

aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ

la o
la o
la o
la o
la o
la o

la o

130
170
210
250
290
330
370
410
450

concentratie
concentratie
concentratie
concentratie

concentratie

mM,
mM,

mM, aproximativ 480 mM, aproximativ 490 mM sau
cuprinde sorbitol la o concentratie de

concentratie de

de

de

de

de

de

concentratie de

concentratie de la

aproximativ 50 mM pana la aproximativ 450 mM.

In unele realizari, compozitia farmaceuticd cuprinde

aproximativ 50 mM pana la aproximativ 400 mM.

In unele realizari, compozitia farmaceuticd cuprinde

aproximativ 50 mM pana la aproximativ 350 mM.

In unele realizari, compozitia farmaceuticd cuprinde

aproximativ 100 mM pana la aproximativ 350 mM.

In unele realizari, compozitia farmaceuticd cuprinde

aproximativ 100 mM pana la aproximativ 200 mM.
In unele realizari, compozitia farmaceuticd cuprinde zaharoza la o concentratie de
mM , aproximativ 110 mM, aproximativ 120 mM,

aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ

100
140
180
220
260
300
340
380
420

aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ

150
190
230
270
310
350
390
430

zaharoza

zaharoza

zaharoza

zaharoza

zaharoza

la o

la o

la o

la o

la o

concentratie de la

concentratie de la

concentratie de la

concentratie de la

concentratie de la

aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ

160
200
240
280
320
360
400
440

mM,

aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ

130
170
210
250
290
330
370
410
450

aproximativ 460 mM, aproximativ 470 mM, aproximativ 480 mM, aproximativ 490 mM sau
aproximativ 500 mM.
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in unele realizari, compozitia farmaceutici cuprinde zaharoza la o concentratie de
aproximativ 50 mM.

in unele realizari, compozitia farmaceutici cuprinde zaharozi la o concentratie de
aproximativ 100 mM.

in unele realizari, compozitia farmaceutici cuprinde zaharozi la o concentratie de
aproximativ 150 mM.

in unele realizari, compozitia farmaceutici cuprinde zaharozi la o concentratie de
aproximativ 200 mM.

in unele realizari, compozitia farmaceutici cuprinde zaharozi la o concentratie de
aproximativ 250 mM.

In unele realizari, compozitia farmaceutica cuprinde zaharozd la o concentratie de
aproximativ 300 mM.

in unele realizari, compozitia farmaceutici cuprinde zaharozi la o concentratie de
aproximativ 350 mM.

in unele realizari, compozitia farmaceutici cuprinde zaharozi la o concentratie de
aproximativ 400 mM.

in unele realiziri, compozitia farmaceutica cuprinde metionina.

in unele realizari, compozitia farmaceutici cuprinde metionina la o concentratie de la
aproximativ 0,1 mg/mL pana la aproximativ 5 mg/mL.

In unele realizari, compozitia farmaceuticd cuprinde metionind la o concentratie de la
aproximativ 0,1 mg/mL pana la aproximativ 2,5 mg/mL.

in unele realizari, compozitia farmaceutici cuprinde metionina la o concentratie de la
aproximativ 1 mg/mL pana la aproximativ 2 mg/mL.

in unele realizari, compozitia farmaceutici cuprinde metionini la o concentratie de
aproximativ 0,5 mg/mL, aproximativ 1 mg/mL, aproximativ 1,1 mg/mL, aproximativ 1,2 mg/mL,
aproximativ 1,3 mg/mL, aproximativ 1,4 mg/mL, aproximativ 1,5 mg/mL, aproximativ 1,6
mg/mL, aproximativ 1/7 mg/mL, aproximativ 1,8 mg/mL, aproximativ 1,9 mg/mL, aproximativ
2,0 mg/mL, aproximativ 2,1 mg/mL, aproximativ 2,2 mg/mL, aproximativ 2/3 mg/mL,
aproximativ 2,4 mg/mL, aproximativ 2,5 mg/mL, aproximativ 2,6 mg/mL, aproximativ 2,7
mg/mL, aproximativ 2,8 mg/mL, aproximativ 2,9 mg/mL, aproximativ 3 mg/mL, aproximativ 3,5
mg/mL, aproximativ 4 mg/mL, aproximativ 4,5 mg/mL sau aproximativ 5 mg/mL.

In unele realizari, compozitia farmaceutica este la pH 5,0 pana la 6,0.

in unele realiziri, compozitia farmaceutica este la pH 5,3 pani la 5.8.

in unele realizari, compozitia farmaceutica este la pH 5,5.

in unele realizari, compozitia farmaceutica este la pH 5,6.

Inventia furnizeazd de asemenea o compozitie farmaceuticd, cum s-a definit in
revendicari, cuprinzand
de la aproximativ 1 mg/mL pand la aproximativ 180 mg/mL de anticorp anti-CD38; de la
aproximativ 50 U/mL pana la aproximativ 5.000 U/mL de hialuronidaza de la aproximativ 5 mM
pana la aproximativ 50 mM histidina; si
de la aproximativ 50 mM pana la aproximativ 400 mM sorbitol.

In unele realizari, hialuronidaza este rHuPH20.

Inventia furnizeazd de asemenea o compozitie farmaceuticd, cum s-a definit in
revendicari, cuprinzand
de la aproximativ 1 mg/mL pand la aproximativ 180 mg/mL de anticorp anti-CD38; de la
aproximativ 50 U/mL pana la aproximativ 5.000 U/mL de hialuronidaza de la aproximativ 5 mM
pana la aproximativ 50 mM histidina;
de la aproximativ 50 mM pana la aproximativ 400 mM sorbitol;
de la aproximativ 0,01% m/v pana la aproximativ 0,1% PS-20; si de la aproximativ 0,1 mg/mL
pana la aproximativ 2,5 mg/mL metionina.

In unele realizari, hialuronidaza este rHuPH20.

Inventia furnizeazd de asemenea o compozitie farmaceuticd, cum s-a definit in
revendicari, cuprinzand
de la aproximativ 100 mg/mL péna la aproximativ 120 mg/mL de anticorp anti-CD38;
de la aproximativ 50 U/mL pana la aproximativ 5.000 U/mL de hialuronidaza;
aproximativ 10 mM histidind; si
de la aproximativ 100 mM pana la aproximativ 300 mM sorbitol.

In unele realizari, hialuronidaza este rHuPH20.

in unele realizari, compozitia farmaceutica cuprinde in plus de la aproximativ 0,01% m/v
pana la aproximativ 0,04% m/v PS-20.
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In unele realizéri, compozitia farmaceutica cuprinde in plus de la aproximativ 1 mg/mL
pana la aproximativ 2 mg/mL metionina.

In unele realiziri, compozitia farmaceutica cuprinde in plus de la aproximativ 100 mM
pana la aproximativ 200 mM zaharoza.

In unele realizari, anticorpul anti-CD38 cuprinde lantul greu si lantul usor din SEQ ID
NO: 12 si 13, respectiv.

in unele realizari, hialuronidaza cuprinde rHuPH20 (SEQ ID NO: 22).

Inventia furnizeazd de asemenea o compozitie farmaceuticd, cum s-a definit in
revendicdri, cuprinzand
de la aproximativ 1 mg/mL péna la aproximativ 180 mg/mL de anticorp anti-CD38 cuprinzand VH
si VL din SEQ ID NO: 4 si 5, respectiv;
de la aproximativ 50 U/mL pana la aproximativ 5.000 U/mL de hialuronidaza de la aproximativ 5
mM pana la aproximativ 50 mM histidina; si
de la aproximativ 50 mM pana la aproximativ 400 mM sorbitol.

In unele realizari, hialuronidaza este rHuPH20.

Inventia furnizeazd de asemenea o compozitie farmaceuticd, cum s-a definit in
revendicari, cuprinzand
de la aproximativ 1 mg/mL pana la aproximativ 180 mg/mL de anticorp anti-CD38 cuprinzand VH
si VL din SEQ ID NO: 4 si 5, respectiv;
de la aproximativ 50 U/mL pana la aproximativ 5.000 U/mL hialuronidaza de la aproximativ 5
mM pana la aproximativ 50 mM histidina;
de la aproximativ 50 mM pana la aproximativ 400 mM sorbitol;
de la aproximativ 0,01% m/v pana la aproximativ 0,1% PS-20; si de la aproximativ 0,1 mg/mL
pana la aproximativ 2,5 mg/mL metionina.

In unele realizari, hialuronidaza este rHuPH20.

Inventia furnizeazd de asemenea o compozitie farmaceuticd, cum s-a definit in
revendicari, cuprinzand
de la aproximativ 100 mg/mL pand la aproximativ 120 mg/mL de anticorp anti-CD38 cuprinzand
VH si VL din SEQ ID NO: 4 si 5, respectiv;
de la aproximativ 50 U/mL pana la aproximativ 5.000 U/mL rHuPH20;
aproximativ 10 mM histidina;
de la aproximativ 100 mM pana la aproximativ 300 mM sorbitol;
de la aproximativ 0,01% m/v pana la aproximativ 0,04% m/v PS-20; si
de la aproximativ 1 mg/mL pana la aproximativ 2 mg/mL metionina.

Inventia furnizeazd de asemenea o compozitie farmaceuticd, cum s-a definit in
revendicari, cuprinzand
aproximativ 120 mg/mL de anticorp anti-CD38 cuprinzdnd VH si VL din SEQ ID NO: 4 si 5,
respectiv;
aproximativ 2.000 U/mL rHuPH20;
aproximativ 10 mM histidina;
aproximativ 300 mM sorbitol;
aproximativ 0,04% m/v PS-20; si
aproximativ 1 mg/mL metioning; la pH aproximativ 5,6.

In unele realiziri, compozitia farmaceutica este o combinatie fixata.

Formularile pentru a fi utilizate pentru administrarea in vivo sunt in general sterile.
Sterilitatea poate fi cu usurinta realizata, de exemplu, prin filtrare prin membrane de filtrare sterila.

Compozitiile farmaceutice ale inventiei pot fi preparate prin metode cunoscute. De
exemplu, compozitiile farmaceutice pot fi preparate, de exemplu, prin dizolvarea, suspendarea sau
emulsionarea anticorpului anti-CD38 intr-un mediu apos steril sau intr-un mediu uleios utilizat in
mod conventional pentru injectii.
Administrare

Compozitiile farmaceutice ale inventiei pot fi administrate ca 0 combinatie nefixata.

Compozitiile farmaceutice ale inventiei pot fi de asemenea administrate ca combinatie
fixatd, de exemplu, ca forma de dozare unitara (sau forma unitara de dozare). Combinatiile fixate
pot fi avantajoase pentru usurinta administrarii si uniformitatea dozajului.

Inventia furnizeaza de asemenea o forma de dozare unitara, cuprinzand
anticorpul anti-CD38 cuprinzand VH din SEQ ID NO: 4 si VL din SEQ ID NO: 5 intr-0 cantitate
de aproximativ 1.800 mg;
rHUPH20 intr-o cantitate de aproximativ 30.000 U;
histidina la o concentratie de la aproximativ 5 mM pana la aproximativ 15 mM;
sorbitol la o concentratie de la aproximativ 100 mM pana la aproximativ 300 mM;
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PS-20 la o concentratie de la aproximativ 0,01% m/v pana la aproximativ 0,04 % m/v; si
metionind la o concentratie de la aproximativ 1 mg/mL pana la aproximativ 2 mg/mL, la un pH de
aproximativ 5,5.

Inventia furnizeaza de asemenea o forma de dozare unitara, cuprinzand
anticorpul anti-CD38 cuprinzand VH din SEQ ID NO: 4 si VL din SEQ ID NO: 5 intr-o cantitate
de aproximativ 1.800 mg;
rHUPH20 intr-o cantitate de la aproximativ 30.000 U;
histidina la o concentratie de aproximativ 10 mM;
sorbitol la o concentratie de aproximativ 300 mM;

PS-20 la o concentratie de aproximativ 0,04 % m/v; si
metionina la o concentratie de la aproximativ 1 mg/mL; la un pH de aproximativ 5,5.

Compozitia farmaceutici a inventiei poate fi administratd intr-un volum total de
aproximativ 80 mL, 90 mL, 100 mL, 110 mL sau 120 mL.

Compozitia farmaceutici a inventiei poate fi administrata intr-un volum total de
aproximativ 10 mL, 11 mL, 12 mL, 13 mL, 14 mL, 15mL, 16 mL, 17 mL, 18 mL, 19 mL, 20 mL,
25 mL, 30 mL, 35 mL, 40 mL, 45 mL, 50 mL, 55 mL, 60 mL, 65 mL, 70 mL, 75 mL, 80 mL, 85
mL, 90 mL, 95 mL, 100 mL, 105 mL, 110 mL, 115 mL sau 120 mL.

Compozitia farmaceutici a inventiei poate fi administratd intr-un volum total de
aproximativ 10 mL.

Compozitia farmaceutici a inventiei poate fi administratd intr-un volum total de
aproximativ 15 mL.

Compozitia farmaceutici a inventiei poate fi administratd intr-un volum total de
aproximativ 20 mL.

Volumul total al administrarii poate fi de obicei mai mic pentru combinatiile fixate in
comparatie cu combinatiile nefixate.

Divulgarea furnizeaza de asemenea un recipient cuprinzdnd compozitia farmaceutica a
inventiei.

Inventia furnizeaza de asemenea un recipient cuprinzand forma de dozare unitard a
inventiei.

Recipientul poate fi o fiold, un cartus, o seringa, o seringd preumpluta sau un tub de unica
folosinta.

Administrarea compozitiilor farmaceutice ale inventiei poate fi repetatd dupa o zi, doua
zile, trei zile, patru zile, cinci zile, sase zile, o saptamana, doud saptdmani, trei saptdmani, patru
saptdmani, cinci sdptdmani, sase saptamani, sapte saptamani, doua luni, trei luni, patru luni, cinci
luni, sase luni sau mai mult. Cursurile repetate de tratament sunt de asemenea posibile, pe masura
ce administrarea este cronicd. Administrarea repetatd poate fi la aceiasi doza sau la o doza diferita.
De exemplu, compozitiile farmaceutice ale inventiei pot fi administrate o datd saptamanal timp de
opt saptamani, urmate de o datad la doud saptamani timp de 16 saptamani, urmate de o data la patru
sdptamani.

Compozitia farmaceutica a inventiei poate fi administratd subcutanat.

Compozitia farmaceutica a inventiei poate fi administratd subcutanat in regiunea
abdominala.

Administrarea subcutanata poate fi realizata utilizand un dispozitiv. Dispozitivul poate fi
o0 seringd, o seringa preumplutd, un auto-injector, fie de unica folosinta sau reutilizabil, un injector
tub, un injector plasture, un injector portabil sau o seringd ambulatorie cu pompa de perfuzie cu
seturi de perfuzie subcutanate.

Pentru combinatiile nefixate, 20 mg/mL de anticorp anti-CD38 in 25 mM acetat de sodiu,
60 mM clorura de sodiu, 140 mM D-manitol, 0,04% polisorbat 20, pH 5,5 pot fi amestecate cu 1
mg/mL (75-150 kU/mL) rHuPH20 in 10 mM L-Histidina, 130 mM NaCl, 10 mM L-Metionina,
0,02% polisorbat-80, pH 6,5 inainte de administrarea amestecului la un subiect.

Compozitiile farmaceutice ale inventiei pot fi de asemenea administrate profilactic pentru
a reduce riscul de dezvoltare a cancerului, intarzierea debutului de aparifie a unui eveniment in
progresul cancerului, si/sau reducerea riscului de recurentd cdnd un cancer este in remisie. Acest
lucru poate fi in special util la pacientii la care este dificil de localizat o tumoare care este
cunoscuta a fi prezenta din cauza altor factori biologici.

Compozitii farmaceutice pentru utilizare in metode de tratament

Inventia furnizeaza de asemenea o compozitie farmaceutica pentru utilizare intr-o metoda
de tratare a unui cancer, cuprinzand administrarea la un subiect care are nevoie de aceasta a
compozitiei farmaceutice a inventiei pentru un timp suficient pentru a trata cancerul.

In unele realizari, cancerul este o malignitate hematologica pozitiva CD38.

In unele realizri, malignitatea hematologica pozitiva CD38 este mielomul multiplu.
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in unele realiziri, malignitatea hematologica pozitiva CD38 este limfomul difuz cu celule
B mari (DLBCL).

in unele realizari, malignitatea hematologica pozitiva CD38 este limfomul non-Hodgkin.

in unele realiziri, malignitatea hematologici pozitivi CD38 este leucemia limfoblastica
acutd (ALL).

in unele realiziri, malignitatea hematologica pozitiva CD38 este limfomul folicular (FL).

in unele realizri, malignitatea hematologica pozitiva CD38 este limfomul Burkitt (BL).

in unele realizari, malignitatea hematologica pozitivai CD38 este limfomul cu celule de
manta (MCL).

in unele realizari, malignitatea hematologica pozitivi CD38 este amiloidoza lantului usor
(AL).

in unele realizari, malignitatea hematologici pozitivi CD38 este mielomul multiplu,
leucemia limfoblastica acutd (ALL), limfomul non-Hodgkin, limfomul difuz cu celule B mari
(DLBCL), limfomul Burkitt (BL), limfomul folicular (FL) sau limfomul cu celule manta (MCL).

Exemple de limfoame non-Hodgkin cu celule B sunt granulomatozd limfomatoida,
limfom primar cu efuziune, limfom intravascular cu celule B mari, limfom mediastinal cu celule B
mari, boli ale lanturilor grele (incluzand v, p, si o boald), limfoame induse de terapia cu agenti
imunosupresivi, cum ar fi limfom indus de ciclosporina, si limfom indus de metotrexat.

In unele realiziri, cancerul este o tumoare solida.

Inventia furnizeaza de asemenea o compozitie farmaceutica pentru utilizare intr-o metoda
de tratare a malignitatii hematologice pozitive CD38, cuprinzand administrarea la un subiect care
are nevoie de aceasta a unei compozitii farmaceutice a inventiei subcutanat pentru un timp
suficient pentru a trata malignitatea hematologica pozitiva CD38, in care concentratia de anticorp
anti-CD38 in compozitia farmaceutica este de aproximativ 20 mg/mL.

Inventia furnizeaza de asemenea o compozitie farmaceutica pentru utilizare intr-o metoda
de tratare a malignitatii hematologice pozitive CD38, cuprinzand administrarea la un subiect care
are nevoie de aceasta a unei compozitii farmaceutice cuprinzand aproximativ 1.800 mg de anticorp
anti-CD38 cuprinzand VH din SEQ ID NO: 4 si VL din SEQ ID NO: 5 si aproximativ 30.000 U de
hialuronidaza rHuPH20 din SEQ ID NO: 22 subcutanat pentru un timp suficient pentru a trata
malignitatea hematologica pozitiva CD38, in care concentratia de anticorp anti-CD38 in
compozitia farmaceutica este de aproximativ 20 mg/mL.

Inventia furnizeaza de asemenea o compozitie farmaceutica pentru utilizare intr-o metoda
de tratare a malignitatii hematologice pozitive CD38, cuprinzand administrarea la un subiect care
are nevoie de aceasta a unei compozitii farmaceutice cuprinzand aproximativ 1.800 mg de anticorp
anti-CD38 cuprinzand VH din SEQ ID NO: 4 si VL din SEQ ID NO: 5 si aproximativ 30.000 U de
hialuronidaza, in care compozitia farmaceutica este o combinatie nefixata.

Inventia, cum s-a definit in revendicari, furnizeazd de asemenea o compozitie
farmaceuticad pentru utilizare intr-o metoda de tratare a malignitatii hematologice pozitive CD38,
cuprinzand administrarea la un subiect care are nevoie de aceasta a compozitiei farmaceutice, in
care compozitia farmaceutica cuprinde
de la aproximativ 20 mg/mL pana la aproximativ 120 mg/mL de anticorp anti-CD38 cuprinzand
VH din SEQ ID NO: 4 si VL din SEQ ID NO: 5 in aproximativ 25 mM acid acetic, aproximativ
60 mM clorurda de sodiu, aproximativ 140 manitol si aproximativ 0,04% m/v polisorbat-20 (PS-
20); la pH aproximativ 5,5; si
aproximativ de la 30.000 U pana la aproximativ 45.000 U de hialuronidaza in 10 mM L-histidina,
130 mM NacCl, 10 mM L-metionina, 0,02% Polisorbat-80, pH 6,5. in unele realizari, hialuronidaza
este rHUPH20.

In unele realizari, compozitia farmaceutica este o combinatie nefixata.

Inventia, cum s-a definit in revendicari, furnizeazd de asemenea o compozitie
farmaceuticad pentru utilizare intr-o metoda de tratare a malignitatii hematologice pozitive CD38,
cuprinzand administrarea la un subiect care are nevoie de aceasta a compozitiei farmaceutice, in
care compozitia farmaceutica cuprinde
aproximativ 20 mg/mL de anticorp anti-CD38 cuprinzand VH din SEQ ID NO: 4 si VL din SEQ
ID NO: 5 in aproximativ 25 mM acid acetic, aproximativ 60 mM clorurda de sodiu, aproximativ
140 manitol si aproximativ 0,04% m/v polisorbat-20 (PS-20); la pH aproximativ 5,5; si
aproximativ 30.000 U de hialuronidaza in 10 mM L-histiding, 130 mM NaCl, 10 mM L-metionina,
0,02% Polisorbat-80, pH 6,5.

In unele realizari, hialuronidaza este rHuPH20.

in unele realiziri, compozitia farmaceutica este o combinatie nefixata.

Inventia, cum s-a definit in revendicari, furnizeazd de asemenea o compozitie
farmaceuticad pentru utilizare intr-o metoda de tratare a malignitatii hematologice pozitive CD38,
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cuprinzand administrarea la un subiect care are nevoie de aceasta a compozitiei farmaceutice
cuprinzand anticorpul anti-CD38 cuprinzdnd VH din SEQ ID NO: 4 si VL din SEQ ID NO: 5 si
hialuronidaza, in care compozitia farmaceutica este o combinatie fixata.

Inventia, cum s-a definit in revendicari, furnizeazd de asemenea o compozitie
farmaceuticad pentru utilizare intr-o metoda de tratare a malignitatii hematologice pozitive CD38,
cuprinzand administrarea la un subiect care are nevoie de aceasta a compozitiei farmaceutice
cuprinzand
de la aproximativ 1 mg/mL péna la aproximativ 180 mg/mL de anticorp anti-CD38 cuprinzand VH
si VL din SEQ ID NO: 4 si 5, respectiv;
de la aproximativ 50 U/mL pana la aproximativ 5.000 U/mL de hialuronidaza de la aproximativ 5
mM pana la aproximativ 50 mM histidina; si
de la aproximativ 50 mM pana la aproximativ 400 mM sorbitol.

In unele realizari, hialuronidaza este rHuPH20.

Inventia, cum s-a definit in revendicari, furnizeazd de asemenea o compozitie
farmaceuticad pentru utilizare intr-o metoda de tratare a malignitatii hematologice pozitive CD38,
cuprinzand administrarea la un subiect care are nevoie de aceasta a compozitiei farmaceutice
cuprinzand
de la aproximativ 1 mg/mL péna la aproximativ 180 mg/mL de anticorp anti-CD38 cuprinzand VH
si VL din SEQ ID NO: 4 si 5, respectiv;
de la aproximativ 50 U/mL pana la aproximativ 5.000 U/mL de hialuronidaza de la aproximativ 5
mM pana la aproximativ 50 mM histidina;
de la  aproximativn 50 mM pana la  aproximativ. 400 mM  sorbitol;
de la  aproximativ 0,01% m/v pana la  aproximativ  0,1%  PS-20; si
de la aproximativ 0,1 mg/mL pana la aproximativ 2,5 mg/mL metionina.

In unele realizari, hialuronidaza este rHuPH20.

Inventia, cum s-a definit in revendicari, furnizeazd de asemenea o compozitie
farmaceuticad pentru utilizare intr-o metoda de tratare a malignitatii hematologice pozitive CD38,
cuprinzand administrarea la un subiect care are nevoie de aceasta a compozitiei farmaceutice
cuprinzand
de la aproximativ 100 mg/mL péana la aproximativ 120 mg/mL de anticorp anti-CD38 cuprinzand
VH si VL din SEQ ID NO: 4 si 5, respectiv;
de la aproximativ 50 U/mL pana la aproximativ 5.000 U/mL de hialuronidaza; aproximativ 10 mM
histidina;
de la  aproximativ 100 mM pana la  aproximativ. 300 mM  sorbitol;
de la aproximativ 0,01% m/v panda la aproximativ 0,04% m/v PS-20; si
de la aproximativ 1 mg/mL pana la aproximativ 2 mg/mL metionina.

In unele realizari, hialuronidaza este rHuPH20.

Inventia, cum s-a definit in revendicari, furnizeazd de asemenea o compozitie
farmaceuticad pentru utilizare intr-o metoda de tratare a malignitatii hematologice pozitive CD38,
cuprinzand administrarea la un subiect care are nevoie de aceasta a compozitiei farmaceutice
cuprinzand
aproximativ 120 mg/mL de anticorp anti-CD38 cuprinzdnd VH si VL din SEQ ID NO: 4 si 5,
respectiv;
aproximativ 2,000 U/mL rHuPH20;
aproximativ 10 mM histidina;
aproximativ 300 mM sorbitol;
aproximativ 0,04% m/v PS-20; si
aproximativ 1 mg/mL metioning; la pH aproximativ 5,6.

In unele realizari, hialuronidaza este rHuPH20.

Anticorpii anti-CD38 in compozitiile farmaceutice ale inventiei pot induce uciderea
celulelor tumorale care exprima CD38 prin citotoxicitate mediata de celule dependente de anticorp
(ADCC), fagocitaza celulard dependentd de anticorp (ADCP), citotoxicitate dependenta de
complement (CDC), apoptoza, sau modularea activitatii enzimatice a CD38. Anticorpii anti-CD38
din compozitiile farmaceutice ale inventiei pot de asemenea media eficacitatea antitumorald prin
efectele lor imunomodulatoare de inducere a proliferarii celulelor T CD4* si CD8*, si/sau prin
inhibarea usurintei raspunsurilor inflamatorii mediate de celulele supresoare derivate din mieloid
(MDSC-uri) si de celulele regulatoare T (Treg-uri).

»Citotoxicitatea celularda dependentda de anticorp”, ,.citotoxicitatea mediatd de celula
dependenta de anticorp” sau ,,ADCC” este un mecanism pentru inducerea mortii celulei care
depinde de interactiunea celulelor tintd acoperite de anticorp cu celule efectoare care poseda
activitate litica, cum ar fi celulele ucigase natural, monocitele, macrofagele si neutrofilele prin
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receptori Fc gama (FcyR) exprimati pe celulele efectoare. De exemplu, celulele NK exprima
FeyRlIlIa, in timp ce monocitele exprima FcyRI, FcyRII si FcvRIIla. Moarte celulei tinta acoperita
de anticorp, cum ar fi celulele care exprima CD38, are loc ca rezultat al activitatii celulei efectoare
prin secretia proteinelor si proteazelor care formeaza membrana poroasi. Pentru a evalua
activitatea ADCC a unui anticorp care leaga specific CD38, anticorpul poate fi adaugat la celulele
care exprima CD38 in combinatie cu celulele efectoare imune, care pot fi activate de complecsi
anticorp antigen conducand la citoliza celulei tintd. Citoliza este detectatd in general prin
eliberarea substraturilor radioactive de etichetd (de exemplu substraturi radioactive, coloranti
fluorescenti sau proteine intracelulare naturale) din celulele lizate. Exemple de celule efectoare
pentru astfel de teste includ celulele mononucleare din sangele periferic (PBMC) si celulele NK.
Exemple de celule tinta includ Treg-urile sau MDSC-urile care exprima CD38. intr-un exemplu de
test, celulele tintd sunt etichetate cu 20 puCi de 5Cr timp de 2 ore si spilate extensiv. Concentratia
de celule a celulelor tintd poate fi ajustatd pand la 1x10°celule/ml, si se adaugi anticorpi anti-
CD38 la diferite concentratii. Testele incep prin adaugarea celulelor tinta la un raport celular
efector:tintd de 40:1. Dupa incubare timp de 3 ore la 37°C testele sunt oprite prin centrifugare,
si°lCr eliberat din celulele lizate este misurat intr-un contor de scintilatie. Procentajul de
citotoxicitate celulara poate fi calculat ca % din lizarea maxima care poate fi indusa prin adaugarea
a 3% acid percloric la celulele tinta.

»Fagocitoza celulara dependenta de anticorp” (,,ADCP”) se refera la un mecanism de
eliminare a celulelor tinta acoperite de anticorp prin internalizarea celulelor fagocitice, cum ar fi
macrofagele sau celulele dendritice. ADCP poate fi evaluat prin utilizarea de Treg-uri sau MDSC-
uri care exprimd CD38 ca celule tintd modificate genetic pentru a exprima GFP sau altd molecula
etichetata. Raportul celular efector:tinta poate fi de exemplu 4:1. Celulele efectoare pot fi incubate
cu celule tinta timp de 4 ore cu sau fara anticorp anti-CD38. Dupa incubare, celulele pot fi detasate
utilizand acutaza. Macrofagele pot fi identificate cu anticorpi anti-CD11b si anti-CD14 cuplati la o
etichetd fluorescenta, si procentajul de fagocitoza poate fi determinat pe baza % de GFP
fluorescent in macrofagele CD11*CD14" utilizand metode standard.

,,Citotoxicitatea dependentd de complement”, sau ,,CDC”, se referd la un mecanism
pentru inducerea mortii celulei in care un domeniu efector Fc al unui anticorp legat la tinta se leaga
si activeazd componenta complement Clq care in schimb activeaza cascada de complement
conducand la moartea celulei tintd. Activarea complementului poate conduce de asemenea la
depozitia componentelor complement pe suprafata celulei {inta care faciliteazd ADCC prin legarea
receptorilor complement (de exemplu, CR3) pe leucocite.

Abilitatea anticorpilor monoclonali de a induce ADCC poate fi sporitd prin modificarea
geneticd a componentei lor oligozaharida. IgG1 sau IgG3 umani sunt N-glicozilati la Asn297 cu
majoritatea glicanilor in formele GO, GOF, G1, GIF, G2 sau G2F biantenare bine cunoscute.
Anticorpii produsi de celulele CHO nemodificate genetic au de obicei un continut de fucoza glican
de aproximativ cel putin 85%. indepartarea fucozei miezului de oligozaharidele de tip complex
biantenar atasate la regiunile Fc sporeste ADCC a anticorpilor prin imbunatatirea legarii la
FcyRlIlla fara alterarea legarii la antigen sau a activitatii CDC. Astfel de mAb-uri pot fi obtinute
utilizand diferite metode raportate pentru a conduce la expresia cu succes a anticorpilor
defucozilati relativ ridicati care poartd tipul de complex biantenar al oligozaharidelor Fc cum ar fi
controlul osmolalitatii de culturd (Konno si colab., Cytotechnology 64:249-65, 2012), aplicatia
unei linii CHO varianta Lec13 ca linie de celule gazda (Shields si colab., J Biol Chem 277:26733-
26740, 2002), aplicatia unei linii CHO variantd EB66 ca linie de celule gazda (Olivier si colab.,
MAbs ;2(4), 2010; Epub ahead of print; PMID:20562582), aplicatia unei linii celulare hibridom de
sobolan YB2/0 ca linie de celule gazda (Shinkawa si colab., J Biol Chem 278:3466-3473, 2003),
introducerea unei mici interferari ARN specifice impotriva genei o 1,6-fucoziltrasferazei
(FUT8) (Mori si colab., Biotechnol Bioeng88:901-908, 2004), sau coexprimarea de p-1,4-N-
acetilglucozaminiltransferazei 111 si Golgi a-manozidazei Il sau a unui inhibitor potent de alfa-
manosidaza I, kifunensind (Ferrara si colab., J Biol Chem281:5032-5036, 2006, Ferrara si colab.,
Biotechnol Bioeng 93:851-861, 2006; Xhou si colab., Biotechnol Bioeng 99:652-65, 2008).
ADCC obtinut cu anticorpii anti-CD38 utilizati in inventie, si in unele realizéri fiecare si oricare
dintre realizarile numerotate listate mai jos, poate fi de asemenea sporit prin anumite substitutii in
anticorpul Fc. Exemple de substitutii sunt de exemplu substitutiile la pozitiile de aminoacid 256,
290, 298, 312, 356, 330, 333, 334, 360, 378 sau 430 (numararea reziduurilor in conformitate cu
indicele EU) cum s-a descris in Brevetul S.U.A. nr. 6.737.056.

in unele realiziri, anticorpul anti-CD38 cuprinde o substitutie in anticorpul Fc.

in unele realiziri, anticorpulanti-CD38 cuprinde o substitutie in anticorpul Fc la pozitiile
de aminoacid 256, 290, 298, 312, 356, 330, 333, 334, 360, 378 sau 430 (numararea reziduurilor in
conformitate cu indicele EU).
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in unele realiziri, anticorpul anti-CD38 are o structurd glican biantenard cu continut de
fucoza de aproximativ, Intre 0% pana la aproximativ 15%, de exemplu 15%, 14%, 13%, 12%, 11%
10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1% sau 0%.

in unele realiziri, anticorpul anti-CD38 are o structurd glican biantenard cu continut de
fucoza de aproximativ 50%, 40%, 45%, 40%, 35%, 30%, 25%, 20%, 15%, 14%, 13%, 12%, 11%
10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1% sau 0%.

Substitutiile iIn Fc si continutul redus de fucoza poate spori activitatea ADCC a
anticorpului care leaga specific CD38.

»Continutul de fucoza” inseamna cantitatea de monozaharida de fucozd din catena de
zahdr la Asn297. Cantitatea relativa de fucoza este procentajul de structuri care contin fucoza
legate la toate glicostructurile. Aceasta poate fi caracterizatd si cuantificatd prin multiple metode,
de exemplu: 1) utilizand MALDI-TOF de mostra tratata cu N-glicozidaza F (de exemplu, structuri
complexe, hibride si oligo si puternic-manozice) cum s-a descris in Intl. Pat. Publ.
nr. WO2008/077546; 2) prin eliberarea enzimatica de glicani Asn297 cu derivatizarea si
detectia/cuantificarea ulterioare prin HPLC (UPLC) cu o detectie de fluorescenta si/sau HPLC-MS
(UPLC-MS); 3) analiza proteinei intacte a mAb-ului nativ sau redus, cu sau fara tratament de
glicani Asn297 cu Endo S sau altd enzima care cliveaza intre prima §i a doua monozaharida
GlcNAc, lasand fucoza atasata la prima GIcNAc; 4) asimilarea mAb la peptida constituenta prin
digerare enzimatica (de exemplu, tripsind sau endopeptidazd Lis-C), si separarea ulterioara,
detectia si cuantificarea prin HPLC-MS (UPLC-MS) sau 5) separarea de oligozaharide mAb din
proteina mAb prin deglicozilare enzimatica specifica cu PNGase F la Asn 297. Oligozaharida
eliberata poate fi etichetatd cu un fluorofor, separatd si identificata prin diferite tehnici
complementare care permit: caracterizarea find a structurilor glican prin matrice de spectrometrie
de masa cu desorbtie de ionizare asistatd laser (MALDI) prin compararea maselor experimentale
cu masele teoretice, determinarea gradului de sialilare prin schimbare de ioni HPLC (GlicoSep C),
separarea si cuantificarea formelor de oligozaharide in conformitate cu criteriile de hidrofilicitate
prin fazd normalda HPLC (GlicoSep N), si separarea si cuantificarea oligozaharidelor prin
fluorescenta indusa cu laser a electroforezei capilare de inalta performantd (HPCE-LIF).

»Fucoza scazutd” sau ,.continutul scdzut de fucoza” asa cum s-au utilizat in acest
document se refera la anticorpi cu continut de fucoza de aproximativ 0% - 15%.

»Fucoza normald” sau ,.continutul normal de fucozd” asa cum s-au utilizat in acest
document se referda la anticorpi cu continut de fucozd de aproximativ peste 50%, de obicei
aproximativ peste 60%, 70%, 80% sau peste 85%.

In metodele descrise aici, si in unele realizdri, fiecire si oricare dintre realizarile
numerotate listate mai jos, anticorpul anti-CD38 este de izotip 19G1, 1gG2, 1gG3 sau 1gG4.

Anticorpii care sunt substantial identici cu anticorpul cuprinzdnd VH din SEQ ID NO: 4
si VL din SEQ ID NO: 5 pot fi utilizati in metodele divulgate aici. Termenul ,,substantial identic”
asa cum s-a utilizat in acest document inseamna ca cele doua secvente de aminoacizi VH sau VL
ale anticorpului care sunt comparate sunt identice sau au ,,diferente nesubstantiale”. Diferentele
nesubstantiale sunt substitutii de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, sau 15 aminoacizi intr-
un lant greu sau lant usor al anticorpului care nu afecteazd advers proprietatile anticorpului.
Identitatea procentuald poate fi determinata de exemplu prin alinierea pereche utilizand setarile
implicite ale modulului AlignX al Vector NTI v.9.0.0 (Invitrogen, Carlsbad, CA). Secventele de
proteind din prezenta inventie pot fi utilizate ca secventd de interogare pentru a efectua o cautare
impotriva bazelor de date publice sau de brevet pentru a, de exemplu, identifica secventele
inrudite. Exemple de programe utilizate pentru a efectua astfel de cautari sunt programele
XBLAST sau BLASTP (http_//www_ncbi_nlm/nih_gov), sau suita GenomeQuest™
(GenomeQuest, Westborough, MA) utilizand setarile implicite. Exemple de substitutii care pot fi
facute la anticorpii anti-CD38 utilizati in inventie sunt de exemplu substitutiile conservative cu un
aminoacid avand caracteristici de incarcare, hidrofobe, sau stereochimice similare. Substitutiile
conservative pot fi de asemenea facute pentru a imbunatati proprietatile anticorpului, de exemplu
stabilitatea sau afinitatea, sau pentru a imbunatati functiile efectoare ale anticorpului. Pot fi facute,
de exemplu, 1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, sau 15 substitutii de aminoacizi la lantul
greu sau lantul usor al anticorpului anti-CD38. Mai mult, orice reziduu nativ in lantul greu sau
usor poate fi de asemenea substituit cu alanind, cum s-a descris anterior pentru mutageneza de
scanare a alaninei (MacLennan si colab., Acta Physiol Scand Suppl 643:55-67, 1998; Sasaki si
colab., Adv Biophys 35:1-24, 1998). Substitutiile dorite de aminoacizi pot fi determinate de catre
cei calificati in domeniu in momentul cand astfel de substitutii sunt dorite. Substitutiile de
aminoacizi pot fi facute de exemplu prin mutageneza PCR (Brevetul S.U.A. nr. 4.683.195). Pot fi
generate biblioteci de variante utilizand metode bine cunoscute, de exemplu utilizand codoni
randomizati (NNK) sau nerandomizati, de exemplu codoni DVK, care codificd 11 aminoacizi
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(Ala, Cys, Asp, Glu, Gly, Lys, Asn, Arg, Ser, Tyr, Trp) si analizand bibliotecile pentru variantele
cu proprietatile dorite. Variantele generate pot fi testate pentru legarea lor la CD38, abilitatea lor
de a induce ADCC, ADCP sau apoptoza, sau modularea activititii enzimatice a CD38 in
vitro utilizand metodele descrise aici.

in unele realiziri, anticorpul anti-CD38 poate lega CD38 uman cu un interval de afinititi
(Kp). Intr-o realizare conform inventiei, si in unele realizdri, fiecare si oricare dintre realizarile
numerotate listate mai jos, anticorpul anti-CD38 se leagd la CD38 cu afinitate ridicata, de
exemplu, cu o Kd egali cu, sau mai putin de aproximativ 107 M, cum ar fi dar firi a se limita la,
1-9,9 (sau orice interval sau valoare din acesta, cum ar fi 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, sau 9) x 108 M, 10
M, 10 M, 10t M, 102 M, 10t M, 10 M, 10> M sau orice interval sau valoare din acesta,
dupa cum s-a determinat prin rezonanta plasmonica de suprafatd sau metoda Kinexa, cum se
practica de cei calificati in domeniu. Un exemplu de afinitate este egal cu, sau mai mic de 1x10°
8 M. Un alt exemplu de afinitate este egal cu, sau mai mic de 1x10° M.

in unele realiziri, anticorpul anti-CD38 este un anticorp bispecific. Regiunile VL si/sau
VH ale anticorpilor anti-CD38 existenti sau ale regiunilor VL si VH identificate de novo cum s-a
descris aici, pot fi modificate genetic in anticorpul bispecific cu lungime completd. Astfel de
anticorpi bispecifici pot fi facuti prin modularea interactiunilor CH3 intre lanturile grele ale
anticorpului monospecific pentru a forma anticorpi bispecifici utilizand tehnologii cum ar fi cele
descrise in Brevetul S.U.A. nr. 7.695.936; Intl. Pat. Publ. nr. WO04/111233; U.S. Pat. Publ.
nr. US2010/0015133; U.S. Pat. Publ. nr. US2007/0287170; Intl. Pat. Publ. nr. WO2008/119353;
U.S. Pat. Publ. nr.US2009/0182127; U.S. Pat. Publ. nr. US2010/0286374; U.S. Pat. Publ.
nr. US2011/0123532; Intl. Pat. Publ. nr. WO2011/131746; Int. Pat. Publ. nr. WO2011/143545; sau
U.S. Pat. Publ. nr. US2012/0149876. Structuri bispecifice suplimentare in care pot fi incorporate
regiunile VL si/sau VH ale anticorpilor inventiei sunt de exemplu Imunoglobulinele Domeniului
Variabil Dual (Inlt. Pat. Publ. nr. WO2009/134776), sau structurile care includ diferite domenii de
dimerizare pentru a conecta cele doud brate ale anticorpului cu specificitati diferite, cum ar fi
fermoarul de leucind sau domeniile de dimerizare ale colagenului (Int. Pat. Publ.
nr. W02012/022811, Brevetul S.U.A. nr. 5.932.448; Brevetul S.U.A. nr. 6.833.441).

De exemplu, anticorpii bispecifici pot fi generati in vitro intr-un mediu fara celule prin
introducerea mutatiilor asimetrice in regiunile CH3 a doi anticorpi hodomerici monospecifici si
formarea anticorpului heterodimeric bispecific din doi anticorpi hodomerici monospecifici
parentali in conditii reducatoare pentru a permite izomerizarea legaturii disulfura in conformitate
cu metodele descrise in Intl.Pat. Publ. nr. WO2011/131746. In metode, primul anticorp bivalent
monospecific (de exemplu, anticorpul anti-CD38) si al doilea anticorp bivalent monospecific sunt
modificati genetic pentru a avea anumite substitutii la domeniul CH3 care promoveaza stabilitatea
heterodimerului; anticorpii sunt incubati impreund in conditii reducatoare suficiente pentru a
permite ca cisteinele din regiunea balama sa sufere izomerizarea legaturii disulfura; generand prin
urmare anticorpul bispecific prin modificarea bratului Fab. Conditiile de incubare pot fi reficute
optim la nereducatoare. Exemple de agenti de reducere care pot fi utilizati sunt 2-
mercaptoetilamina  (2-MEA), ditiotreitol (DTT), ditioeritritol (DTE), glutation, tris(2-
carboxietil)fosfina (TCEP), L-cisteind si beta-mercaptoetanol, preferabil un agent reducator
selectat din grupul constand din: 2- mercaptoetilamina, ditiotreitol si tris(2-carboxietil)fosfina. De
exemplu, poate fi utilizata incubarea pentru cel putin 90 min la o temperatura de cel putin 20°C in
prezenta a cel putin 25 mM 2-MEA sau in prezenta a cel putin 0,5 mM ditiotreitol la un pH de de
la 5-8, de exemplu la pH de 7,0 sau la pH de 7,4.

Exemple de mutatii CH3 care pot fi utilizate intr-un prim lant greu si intr-un al doilea lant
greu al anticorpului bispecific sunt K409R si/sau F405L.

Compozitiile farmaceutice ale inventiei pot fi utilizate in metode pentru a trata un animal
pacient apartinand oricare clasificari. Exemple de astfel de animale includ mamifere cum ar fi
oameni, rozatoare, cdini, pisici si animale de ferma.

Terapii de combinatie

Compozitiile farmaceutice ale inventiei pot fi administrate in combinatie cu un al doilea
agent terapeutic, sau combinatii ale acestora.

Al doilea agent terapeutic poate fi melfalan, mecloretaming, tioepa, clorambucil,
carmustina  (BSNU), lomustina (CCNU), ciclofosfamida, busulfan, dibromomanitol,
streptozotocin, dacarbazind (DTIC), procarbazini, mitomicind C, cisplatind si alti derivati de
platina, cum ar fi carboplatin, talidomida sau un analog de talidomida, lenalidomida sau CC4047,
un inhibitor proteazom, cum ar fi bortezomib sau vinca alcaloid, cum ar fi vincristind sau o
antraciclind, cum ar fi doxorubicina.

in unele realiziri, al doilea agent terapeutic este un inhibitor proteazom.

In unele realiziri, inhibitorul proteazom este bortezomib, carfilzomib sau ixazomib.
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in unele realiziri, al doilea agent terapeutic este un agent de alchilare.

in unele realizari, agentul de alchilare este busulfan, ciclofosfamida, bendamustina,
clorambucil, carboplatin, cisplatin, temozolomida, melfalan, busulfan, bendamustind, carmustina,
lomustind, dacarbazina, oxaliplatin, ifosfamidd, mecloretamina, tiotepa, trabectedin sau
streptozocin.

in unele realiziri, al doilea agent terapeutic este un derivat de acid glutamic.

in unele realiziri, derivatul de acid glutamic este Revlimid® (lenalidomida), talidomida
sau Pomalyst® (pomalidomida).

in unele realiziri, subiectului ii este administrat suplimentar un corticosteroid.

in unele realiziri, corticosteroidul este dexametazona sau predison.

Al doilea agent terapeutic sau combinatii ale acestuia sunt de obicei administrate la
dozajele recomandate pentru agent.

Compozitia farmaceutica a inventiei poate fi administrata simultan sau secvential cu al
doilea agent terapeutic sau combinatii ale acestuia.

In timp ce inventia este descrisa in termeni generali, realizarile inventiei vor fi divulgate
in continuare in urmatoarele exemple care nu trebuie sd fie interpretate ca limitative ale
domeniului de aplicare al revendicarilor.

Exemplul 1. Livrarea subcutanati a 2% imunoglobulind umani G (IgG) hialuronidazia
umani recombinantid PH20 (rHuPH20) in modelul pe porcine mici
Rezumat

Porcina mica este un model preclinic care este adecvat pentru evaluarea conditiilor de
administrare subcutanatd (SC) a bioterapeuticelor din cauza similaritatii lor anatomice cu pielea
umand si translatabilitatii clinice (Mahj si colab., Exp Toxicol Path 57: 341-5,2006). Obiectivul
acestui studiu a fost de a testa si evalua conditiile pentru o administrare de 100 mL a unei solutii
1gG umane de 20 mg/mL continand 200, 500, sau 800 U/mL de rHuPH20 la doua debite diferite (2
si 4 mL/min). Obiectivele finale au inclus masurari cantitative ale presiunii de perfuzie precum si
evaluari calitative ale situsului local de perfuzie, cum ar fi dimensiunea umflaturii si fermitatea.

Porcii mici Yucatan au fost perfuzati subcutanat cu 100 mL dintr-o solutie continand 20
mg/mL de imunoglobulina G (IgG) cu 200, 500, sau 800 U/mL de rHuPH20 la un debit de 2 sau 4
mL/min. Presiunile in-linie in timp real au fost masurate in timpul perfuziilor. Dupa terminarea
perfuziilor, situsurile locale de perfuzie au fost masurate pentru volumul vizibil al umflaturii si arie
daca este prezentd, si notarea calitativa a situsului de perfuzie pentru prezenta si severitatea
eritemului, dimensiunea si fermitatea umflaturii/basicii, §i observatii generale. Presiunile de
perfuzie au fost In general scazute si au variat de la [ 40 pana la 60 mmHg ([ 1 PSI) pentru
ambele debite.

Nu au fost diferente statistice ale presiunii intre diferitele concentratii de rtHuPH20 si cele
doua debite diferite, cu presiunea globala fiind putin mai scazuta la debitul de 2 mL/min dupa cum
S-a asteptat.

Descoperirea neasteptata a fost numarul de perfuzii (10 din 12) care au avut umflaturi
vizibile si masurabile la situsul de perfuzie pentru debitul mai scdzut de 2 mL/min. Aceasta
observatie a fost observati la toate cele trei concentratii de rHuPH20. In contrast, numai 3 din 12
perfuzii la debitul mai ridicat de 4 mL/min au condus la umflaturi locale vizibile si masurabile.
Din nou acest lucru a fost observat la fiecare concentratie de rHuPH20.

in toate cazurile in care umflarea locala a fost vizibild, umflarea s-a calmat intr-o ora.
Suplimentar, umflarea locala la situsurile de perfuzie a fost in general moale la atingere si
neintarita, cum s-a indicat prin indicele de umflare/intarire (scor mediu < 2). Prevalenta eritemului
a fost mai frecventa cu perfuziile la debitul de 2 mL/min; totusi, severitatea globala a eritemului a
fost usoard si complet calmatd in ziua urmatoare. Nici o altd observatie generala despre situsurile
de perfuzie nu a fost notata in studiu.

In acest studiu au fost evaluate trei concentratii diferite de rtHuPH20 (200, 500, sau 800
U/mL), fara diferente statistice intre concentratii pe baza obiectivelor finale ale studiului. Global,
debitul mai ridicat de 4 mL/min a condus la frecventa mai scazuta a eritemului, umflarea vizibila,
si fermitatea situsului local de perfuzie decat debitul de 2 mL/min.

Articole de test si metode
Articole de test
Materiale in tamponul formulérii:

25mM acetat de sodiu (Spectrum; PN#S0104; Lot#1D10271)
60 mM clorura de sodiu (Spectrum; PN#S0155; Lot#1CE0421)
140 mM D-manitol (Spectrum; PN#MAL165; Lot#1EB0316)
0,04% polisorbat 20 (JT Baker; PN#4116-04; Lot#0000017659)
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pH 5,5 (acid acetic glacial la pH; Fisher Scientific; PN#A491-212; Lot#080972)
Materiale in substanta medicamentoasa:

globulind gama umana (BioMed Supply; PN#HGG-1005; Lot#BMS31309013)

rHUPH20 [(fabricat de Cook Pharmica pentru Halozyme; Halozyme Lot#462-

021B (revializat, Cook Lot#104-001-HSTFIL-9054)]
Formulare

20 mg/mL 1gG au fost coamestecate cu 200, 500, sau 800 U/mL de rHuPH20 cu 4 zile
inainte de debutul studiului. Solutiile au fost alicotate in sticle de sticla individuale, etansate cu un
opritor, si acoperite prin infiletare. Toate solutiile au fost depozitate la 2-8°C pana la inceputul
studiului, dar au fost lasate sa se aclimatizeze la temperatura camerei inainte de perfuzii.
Suplimentar, a fost luatd o mostrd din fiecare formulare pentru testarea activitatii enzimatice a
rHuPH20. Rezultatele testului de activitate enzimatica au confirmat ca toate solutiile de dozare au
fost in 10% din concentratia tintei (datele nu sunt prezentate).
Descrierea animalelor

Specii: Porc (Sus scrofa domestica)

Tulpina: Yucatan miniaturad

Sex: Feminin

Varsta: > 3 luni

Greutate: [1 12 kg

Cantitate: 12

Sursa: S&S Ferme (Ramona, CA)
Organizare

Animalele au fost gadzduite in tarcuri de otel cu apa furnizatd automat ad
libitum. Animalele au fost alimentate de doua ori zilnic (AM si PM), cu exceptia zilei de studiu
(numai PM). Greutitile corporale ale animalelor au fost luate si inregistrate din ziua de livrare
péana la o zi dupd terminarea studiului pentru a evalua sanatatea animalelor. Toate animalele si-au
mentinut greutdtile corporale in aceasta perioada de timp (datele nu sunt prezentate). Mediul
camerei a fost setat pentru a mentine o temperatura de [117-27°C si o umiditate relativa de 40-
70%, cu un ciclu de 12 ore lumind/12 ore intuneric. Animalele au fost lasate sd se aclimatizeze cu
facilitatea timp de 7 zile inainte de debutul studiului.
Materiale de test

Pompe cu seringd de inalta presiune (KD Scientific; Holliston, MA)

set de ace cu tuburi de 12 inci cu aripioare pentru perfuzie de 23 ga x ? inci (Terumo
Medical Corporation; Somerset, NJ)

seringa cu blocare Luer de 140-cc (Covidien; Mansfield, MA)

set de extensie de 7 inci (B/Braun; Bethlehem, PA)

PowerLab 4/30 (AD Instruments; Colorado Arcuri, CO)

traductor de presiune de unica folosinta Deltran-1 (Utah Medical Produse; Midvale, UT)

subler digital (Preisser Messtechnik; Gammertingen, Germania)

Izofluran (Minrad International Company, Orchard Park, NY)

vaporizator de izofluran (VetEquip; Pleasanton, CA)
Proiectarea experimentului

Proiectarea experimentului este rezumata in descrierea cohortelor (Tabelul 1) si descriere
perfuziilor pe animal (Tabelul 2). Pe scurt, 100 mL dintr-o solutie continand 20 mg/mL IgG
coamestecatd cu 200, 500, sau 800 U/mL de rHuPH20 a fost administratd in regiunea abdominala
a porcilor mici Yucatan anesteziati la un debit de 2 sau 4 mL/min. Obiectivele finale ale studiului
au inclus masurérile de presiune a perfuziei utilizind un traductor de presiune in-linie, volumul
umflaturii locale post-perfuzie (basicd) si aria (daca este posibil), si evaluarea calitativa a situsului
de perfuzie, incluzand fotografii.
Tabelul 1.

Cohorta Avrticol de test Debit (mL/min)

1gG + 200 U/mL rHuPH20

IgG + 500 U/mL rHUPH20 2 mL/min

IgG + 800 U/mL rHuPH20

1gG + 200 U/mL rHuPH20

1gG + 500 U/mL rHuPH20 4 mL/min

OO |WIN|F-

IgG + 800 U/mL rHuPH20
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Tabelul 2.

ID animal Debit (mL/min) Partea stanga a perfuziei Partea dreapta a perfuziei

1 1gG + 200 U/mL rHuPH20 IgG + 500 U/mL rHuPH20
2 1gG + 200 U/mL rHuPH20 IgG + 800 U/mL rHuPH20
3 5 IgG + 500 U/mL rHUPH20 IgG + 200 U/mL rHUPH20
4 IgG + 500 U/mL rHuPH20 IgG + 800 U/mL rHuPH20
5 IgG + 800 U/mL rHUPH20 IgG + 200 U/mL rHUPH20
6 IgG + 800 U/mL rHUPH20 IgG + 500 U/mL rHUPH20
7 1gG + 200 U/mL rHuPH20 IgG + 500 U/mL rHuPH20
8 IgG + 200 U/mL rHuPH20 IgG + 800 U/mL rHuPH20
9 4 IgG + 500 U/mL rHUPH20 IgG + 200 U/mL rHUPH20
10 IgG + 500 U/mL rHUPH20 IgG + 800 U/mL rHUPH20
11 IgG + 800 U/mL rHuPH20 IgG + 200 U/mL rHuPH20
12 IgG + 800 U/mL rHuPH20 IgG + 500 U/mL rHuPH20

n = 4 perfuzii pe cohorta pe debit

Fiecare animal a primit 2 perfuzii simultane diferite (una pe fiecare parte laterala opusa) concentratii rHuPH20:
200 U/mL = 20.000 total U; 500 U/mL = 50.000 total U;

800 U/mL = 80.000 total U

Volum perfuzie 100 mL

Obiective finale:

0 presiune in-linie (perfuzie)

0 Masurarea volumului si ariei umflaturii/basicii

o Evaluarea calitativa a eritemului si induratiei incluzand fotografii

Procedura de studiu

Inainte de inceputul studiului, animalele au fost evaluate pentru sanatatea generala si s-au
5 colectat greutatile corporale. Pe ziua de studiu, animalele au fost anesteziate cu gaz de izofluran i
plasate in pozitie culcat pe spate pe o masa chirurgicala incélzitd, si au fost mentinute sub gaz de
izofluran pe intreaga duratd a procedurii. Regiunea abdominala a fost curatata cu izopropanol si
stearsd uscat cu tifon curat. Situsurile de perfuzie au fost situate pe regiunile abdominale stanga si
dreapta, [1 3-4 cm catre linia mediand incepand din capatul cranial al plierii inghinale si apoi [1 6
10 cm cranial. Situsurile de perfuzie au fost marcate cu un marker permanent si apoi fotografiate.
Avrticolele de test au fost aclimatizate la temperatura camerei inainte de perfuzii. Articolele de test
au fost extrase intr-o seringd de 140 cc (> 100 mL pentru a tine cont de volumul necesar la prima
linie). Un traductor de presiune a fost atasat la seringd. Un set de extindere a liniei cu un ac de
perfuzie cu aripioare atasat de 23 ga x % inci a fost apoi atasat la traductor. Feroneria de perfuzie a
15 fost apoi atasata la varful acului. Seringa a fost incarcata in pompa seringii. Acest procedeu a fost
facut in duplicat, cu fiecare seringd continand un articol de test diferit. Acele au fost plasate
subcutanat in situsurile de perfuzie abdominald marcate stdngd si dreaptd ale animalului.
Traductorul de presiune in-linie a fost adus la zero. Inregistrarile de presiune in-linie au fost
incepute si apoi cele doud pompe ale seringii au inceput simultan sd perfuzeze 100 mL de articole
20 de test la un debit de 2 sau 4 mL/min. Dupa terminarea perfuziilor, colectarea de date de perfuzie
in-linie a fost oprita, acele indepartate, si gaura de introducere a acului etangatd cu adeziv lichid
VetBond pentru a preveni orice scurgere. Aria si volumul umflaturii/basicii situsului local de
perfuzie au fost masurate utilizdnd un subler digital. Situsurile locale de perfuzie au fost de
asemenea evaluate calitativ pentru aspect (eritem), dimensiunea umflaturii/basicii, si fermitate
25 (induratie) utilizand un sistem de notare in 5 puncte (Tabelul 3, Tabelul 4, si Tabelul

5, respectiv). In final, au fost luate fotografii ale situsurilor de perfuzie.

Tabelul 3.

Scala Descriere

0 Nici un eritem

1 Eritem foarte usor (doar perceptibil)

2 Eritem bine definit

3 Eritem moderat la sever

4 Eritem sever (roseata inchisd) la formarea escarelor usoare
Tabelul 4.

Scala Descriere

0 Nici o umflare
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Scald Descriere
1 Umflare foarte usoara
2 Umflare usoara
3 Umflare moderata
4 Umflare severa

Tabelul 5.
Scald Descriere
0 Nici o diferenta perceptibila in fermitate dupa injectie
1 Foarte putind fermitate (doar perceptibild)
2 Fermitate medie
3 Fermitate moderata
4 Foarte ferm
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Calcule si metode statistice
Evaluarea presiunii de perfuzie:

Presiunile de perfuzie, dupa cum s-au masurat prin traductorul in-linie, au fost inregistrate
utilizand LabChart 7, si s-a calculat presiunea medie pe intreaga perioada de perfuzie.
Evaluarea volumului si ariei locale ale umflaturii:

Volumul si aria umflaturii post-perfuzie au fost masurate utilizand un subler digital si
inregistrate manual. Masuratorile au fost inregistrate ca lungime, latime, si inaltime. Formula
pentru o elipsoida a fost utilizat pentru a calcula volumul. Volumul = 4/3nABC, unde A = raza
lungimii, B = raza latimii, C = raza inal{imii. O formula simpla de lungime x latime a fost utilizata
pentru a calcula aria.

Evaluarea situsurilor locale de perfuzie:

Situsurile locale de perfuzie au fost evaluate in mod independent de catre trei evaluatori
separati dupa terminarea perfuziei. Fiecare evaluator a evaluat pielea la fiecare situs de perfuzie
pentru prezenta eritemului, dimensiunea umflaturii locale, si fermitate. A fost utilizat un scor pe o
scald gradatd de la 0 pana la 4 pentru a evalua cele trei arii de evaluare, cu un scor de O
reprezentand nici un efect si 4 fiind sever. Suplimentar, scorurile pentru eritem si umflare au fost
utilizate pentru a calcula un indice de iritare primar (PII) utilizand formula PII = medie [(}. de
grade de eritem + > de grade de umflare)+ 2]. Mai mult, scorurile de umflare si fermitate au fost
utilizate pentru a calcula un indice de umflare/induratie (SII) utilizand formula SII = medie [} de
garade de umflare + 3 de grade de duritate) ~ 2]. Un scor SII de < 2 nu a fost considerat a fi
indurat.

Analize statistice:

Comparatiile statistice intre cohorte au fost efectuate utilizand o analiza unifactoriald a
variantei (ANOVA) cu un test de comparatii multiple Tukey pentru variabilele continue, si un test
neparametric Krusal-Wallis cu un test de comparatii multiple Dunn pentru variabilele categorice.
Semnificatia statistica a fost determinata a fi p < 0,05.

REZULTATE
Evaluarea presiunii de perfuzie:

100 mL de 20 mg/mL IgG coamestecati cu 200, 500, sau 800 U/mL de rHuPH20 au fost
administrati in regiunea abdominald a porcilor mici Yucatan la un debit de 2 sau 4 mL/min.
Perfuziile la un debit de 2 mL/min au condus la presiuni de perfuzie medii de 40,5 + 0,1, 40,0 +
0,1, si 37,1 £0,1 mmHg + SEM pentru IgG coamestecat cu 200, 500, si 800 U/mL de rHuPH20,
respectiv. Perfuziile la un debit de 4 mL/min au condus la presiuni medii de 49,9 + 0,1, 55,5 £0,1,
si 61,9 + 0,2 mmHg + SEM pentru IgG coamestecat cu 200, 500, si 800 U/mL de rHuPH20,
respectiv. Presiunile de perfuzie nu au fost statistic diferite intre diferitele concentratii de rHuPH20
pentru fiecare debit si nu au fost statistic diferite intre cele doua debite.

Evaluarea volumului si ariei locale ale umflaturii:

Dupa terminarea fiecarei perfuzii, umflarea situsului local de perfuzie a fost marcata daca
a fost vizibila si masurata utilizand un subler digital. Perfuziile la un debit de 2 mL/min au condus
la un volum mediu al umflaturii de 36,6 + 14,4, 19,5 + 6,5, si 31,4 = 6,0 cm3 + SEM pentru IgG
coamestecat cu 200, 500, si 800 U/mL de rHuPH20, respectiv, din care 10 din 12 perfuzii au fost
vizibile §i masurabile. Din contrd, volumul umflaturii a fost detectat numai in 3 din 12 perfuzii la
un debit de 4 mL/min, una la fiecare concentratie de rHuPH20. Volumul local al umflaturii nu a
fost diferit statistic intre diferitele concentratii de rtHuPH20 pentru fiecare debit si nu a fost statistic
diferit intre cele doua debite.

in plus fata de calculul volumului, a fost masurata aria locald post-perfuzie a umflaturii
vizibile. Perfuziile la un debit de 2 mL/min au condus la o arie medie a umflaturii de 78,2 + 26,4,
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59,7 £20,0, si 94,9 £ 9,7 cm2 £ SEM pentru IgG coamestecat cu 200, 500, si 800 U/mL de
rHuPH20, respectiv. Perfuziile la un debit de 4 mL/min au condus la arii masurabile ale umflaturii
in numai 3 din 12 perfuzii, una la fiecare concentratie de rHuPH20. Ariile locale ale umflaturii nu
au fost statistic diferite intre diferitele concentratii de rHuPH20 pentru fiecare debit si nu au fost
statistic diferite intre cele doua debite.

Evaluarea situsurilor locale de perfuzie:

Dupa terminarea perfuziilor, situsurile locale de perfuzie au fost notate calitativ, de catre
trei evaluatori separati, pentru prezenta si severitatea eritemului, dimensiunea vizibila a umflaturii,
fermitatea fizica a pielii, indicele de iritare primar (PII) care incorporeaza eritemul si scorurile de
umflare, si indicele de umflare/induratie (SII) care Incorporeaza scorurile de umflare si fermitate
pentru a determina daca induratia a fost prezenta.

A fost evaluata prezenta si severitatea eritemului. Perfuziile la un debit de 2 mL/min au

condus la un scor mediu al eritemului de (+ SEM) de 0,8 0,2, 0,4 £ 0,1, si 1,0 £ 0,3 pentru IgG
coamestecat cu 200, 500, si 800 U/mL de rHuPH20, respectiv. Perfuziile la un debit de 4 mL/min
au condus la un scor mediu al eritemului (+ SEM) de 0,3 £ 0,1, 0,3 + 0,1. si 0,2 +0,1 pentru IgG
coamestecat cu 200, 500, si 800 U/mL de rHuPH20, respectiv. Scorurile locale ale eritemului nu
au fost statistic diferite intre diferitele concentratii de rHuUPH20 pentru fiecare debit si nu au fost
statistic diferite intre cele doua debite. A fost evaluata dimensiunea umflaturii locale vizibile, si
perfuziile la un debit de 2 mL/min au condus la un scor mediu al umflaturii (+ SEM) de 1,9 + 0,4,
1,4 £ 0,3, si 2,0 + 0,2 pentru IgG coamestecat cu 200, 500, si 800 U/mL de rHuPH20, respectiv.
Perfuziile la un debit de 4 mL/min au avut mai putine umflaturi vizibile cu un scor mediu al
eritemului (= SEM) de 0,6 + 0,3, 0,9 £0,4, si 0,9 £ 0,4 pentru IgG coamestecat cu 200, 500, si 800
U/mL de rHuPH20, respectiv. Scorurile umflaturilor locale nu au fost statistic diferite intre
diferitele concentratii de rHuPH20 pentru fiecare debit si nu au fost statistic diferite intre cele doua
debite, cu exceptia IgG + 800 U/mL de rHuPH20 la 2 mL/min debit versus IgG +200 U/mL de
rHUPH20 la 4 mL/min debit (p < 0,05). A fost evaluata fermitatea fizica a pielii la situsurile locale
de perfuzie, si perfuziile la un debit de 2 mL/min au condus la un scor mediu al fermitatii (+ SEM)
de 1,5+0,3, 1,0£0,2, si 1,4+ 0,2 pentru IgG coamestecat cu 200, 500, si 800 U/mL de rHuPH20,
respectiv. Perfuziile la un debit de 4 mL/min au avut mai putind fermitate la situsul de perfuzie
locala cu un scor mediu al fermitatii (= SEM) de 0,5 + 0,3, 0,7 £ 0,2, si 0,7 + 0,3 pentru 1gG
coamestecat cu 200, 500, si 800 U/mL de rHuPH20, respectiv. Scorurile de fermitate ale situsului
de perfuzie local nu au fost statistic diferite intre diferitele concentratii de rHuPH20 pentru fiecare
debit si nu au fost statistic diferite intre cele doua debite. Indicele de iritare primar a fost calculat
pe baza scorurilor pentru eritem si umflatura. Perfuziile la 2 mL/min au avut un scor PII mediu (+
SEM) de 1,4 £ 0,3, 0,9 £ 0,2, si 1,5 + 0,2 pentru IgG coamestecat cu 200, 500, si 800 U/mL de
rHUPH20, respectiv. Perfuziile la un debit de 4 mL/min au avut scoruri PII mai scazute cu un scor
mediu (£ SEM) de 0,4 + 0,2, 0,6 = 0,3, si 0,5 £ 0,3 pentru [gG coamestecat cu 200, 500, si 800
U/mL de rHUPH20, respectiv. Scorurile PIl nu au fost statistic diferite intre diferitele concentratii
de rHuPH20 pentru fiecare debit si nu au fost statistic diferite intre cele doud debite, cu exceptia
IgG + 800 U/mL de rHuPH20 la 2 mL/min debit versus 1gG + 200 U/mL de rHuPH20 la 4
mL/min debit (p < 0,05). Indicele de umflare/induratie a fost calculat pe baza scorurilor de umflare
si fermitate. Perfuziile la 2 mL/min au avut un scor SII mediu (= SEM) de 1,7 + 0,3, 1,2 +£ 0,2, si
1,7 £ 0,2 pentru IgG coamestecat cu 200, 500, si 800 U/mL de rHuPH20, respectiv. Perfuziile la
un debit de 4 mL/min au avut scoruri SII mai scazute cu un scor mediu de 0,6 + 0,3, 0,8 £ 0,3, si
0,8 £0,3 (£ SEM) pentru IgG coamestecat cu 200, 500, si 800 U/mL de rHuPH20, respectiv.
Scorurile Sl nu au fost statistic diferite intre diferitele concentratii de rtHuPH20 pentru fiecare
debit si nu au fost statistic diferite intre cele doud debite. Pe baza valorilor SII medii (scor de < 2),
situsurile de perfuzii locale nu au fost considerate a fi indurate. In cele din urma, au fost luate
fotografii inainte de, si dupa terminarea fiecarei perfuzii.
Exemplul 2. Un studiu de faza 1b cu etichetd deschisa, multicentru, cu escaladarea dozei
pentru a evalua siguranta si farmacocineticele livrarii subcutanate de daratumumab cu
adiaugarea de hialuronidazi umana recombinantid (rHuPH20) pentru tratamentul subiectilor
cu mielom multiplu recidivat sau refractar

Scopul studiului este de a evalua siguranta, farmacocineticele si activitatea antitumorala a
livrarii subcutanate (SC) sau intravenoase (IV) de daratumumab la participantii cu mielom
multiplu recidivat sau refractar. Acesta este un studiu de escaladare/expansiune a dozei de faza 1b,
in 2 parti, cu etichetd deschisd, multicentru pentru a evalua siguranta, farmacocineticele si
activitatea antitumorald a livrarii SC sau 1V a daratumumabului la participantii cu mielom multiplu
recidivat sau refractar. Vor fi inscrisi pana la aproximativ 48 de participanti in partea 1 si 80 de
participanti in partea 2. Partea 1 a fazei de escaladare a dozei este conceputa pentru a determina
doza de faza 2 recomandatd (RP2D) pe baza datelor de sigurantd si farmacocinetice (PK) ale



10

15

20

25

30

35

40

45

MD/EP 3370770 T2 2021.05.31
30

daratumumabului. Fiecare parte a studiului va avea 3 faze: o faza de analiza, o faza de tratament cu
etichetd deschisa si o fazd post-tratament (de la doza finala a medicamentului de studiu pana la
siptaimana 8 post-tratament). In partea 1, participantii vor fi asignati la cohorte secventiale de
aproximativ 8 participanti in fiecare cohortd. Participantii vor fi dozati cu DARA PH20
(Daratumumab cu adaugare de hialuronidaza umana recombinanta [rHuPH20]) prin perfuzie SC o
datd saptdmanal in ciclurile 1 (fiecare ciclu de 28 zile) si 2, la fiecare 2 saptdmaéni in ciclurile 3-6,
si la fiecare 4 sdptdmani in ciclurile ulterioare fiecarei cohorte. Dupa ce ultimul participant in
fiecare cohortd completeaza ciclul 3 ziua 1, Echipa de Evaluare a Sigurantei (SET) va evalua
siguranta si datele farmacocinetice in conformitate cu criteriile definite prin protocol si va lua
decizia daca escaladeaza doza la o noua cohorta. SET va revizui intregile date de sigurantd si PK
din partea 1 pentru a determina RP2D inainte de inceperea partii 2. In partea 2, participantii vor fi
randomizati 1:1 pentru a primi doza de faza 2 recomandata de DARA PH20 sau livrarea IV de
1200 mg DARA. Vor fi evaluate siguranta, farmacocineticele, si activitatea antitumorald a livrarii
SC si IV de daratumumab. Prin studiu va fi monitorizata siguranta participantilor.

Masurarea obiectivului principal:

Concentratiile prin ser (Cprin) de daratumumab (interval de timp: pana la partea 2 ciclul 3
(fiecare ciclu de 28 zile) ziua 1). Cprin: concentratia inainte de administrarea medicamentului
pentru studiu.

Partea 1 si 2: Numar de participanti cu evenimente adverse (AE-uri) si AE-uri serioase
(interval de timp: analiza pana la urmatoarea (30 zile dupa administrarea ultimei doze)

Un eveniment advers (AE) este orice aparitie medicald nepotrivitd la un participant care a
primit medicamentul de studiu fard a tine cont de posibilitatea relatiei cauzale. Un eveniment
advers serios (SAE) este un AE care conduce la oricare din urmaitoarele rezultate sau este
considerat semnificativ pentru orice alt motiv: moarte; spitalizare initiald sau prelungiti a
pacientului; care pericliteazd experienta de viatd (riscul imediat de colorare);
dizabilitate/incapacitate persistentd sau semnificativa; anomalie congenitala.

Masurarea obiectivului secundar:

Partea 1 si 2: concentratia de ser de daratumumab si hialuronidazd umana recombinanta
(rHuPH20) (Plasma) Anticorpi (interval de timp: aproximativ 2 ani). Nivelurile serice ale
anticorpilor la daratumumab si rHuPH20 pentru evaluarea imugenicitatii potentiale.

Partea 1 si 2: procentajul de participanti cu raspuns complet (CR) (interval de timp:
aproximativ 2 ani). CR este definit ca proportia de participanti obtinand CR (inclusiv sCR) in
conformitate cu criteriile International Myeloma Working Group (IMWG).

Partea 1 si 2: procentajul de participanti cu rata globald de raspuns (ORR) (interval de
timp: aproximativ 2 ani). Rata globala de raspuns este definita ca procentajul de participanti care
obtin raspuns complet sau raspuns partial in conformitate cu criteriile International Myeloma
Working Group, in timpul sau dupa tratamentul studiului.

Partea 1 i 2: durata de raspuns (DR) (interval de timp: aproximativ 2 ani). DR este
timpul de la data documentarii initiale a raspunsului (CR sau PR) pand la data primului PD
documentat, cum s-a definit prin criteriile IMWG.

Partea 1 si 2: timpul pana la raspuns (interval de timp: aproximativ 2 ani). Timpul pana la
raspuns este definit ca timpul din datele din prima doza a tratamentului de studiu pana la datele
primei documentatii a raspunsului observat (CR sau PR).

Tabelul 6 prezinta proiectarea studiului. Tabelul 7 prezinta interventiile.

Tabelul 6.

Numar
sau Nume
brat

Tip

Descriere

Partea 1:
Cohorta 1

Experimental

Participantii vor primi DARAPH20, 1200 mg (daratumumab 1200 miligrame (mg) cu
hialuronidaza umana recombinanta [rHuPH20] 30,000 U) prin

perfuzie subcutanatd (SC) o datd sdptamanal in Ciclurile 1 (fiecare ciclu este de 28
zile) si 2, la fiecare 2 saptamani in Ciclurile 3-6, si apoi la fiecare 4 saptamani in
cicluri ulterioare pana la progresul bolii.

Partea 1:
Cohorta 2

Experimental

Participantii vor primi DARAPH20, 1800 mg (daratumumab 1800 miligrame (mg) cu
hialuronidaza umana recombinanta [rHuPH20] 45,000 U) prin perfuzie SC o data
saptamanal in Ciclurile 1 si 2, la fiecare 2 sdptdmani in Ciclurile 3-6, si apoi la fiecare
4 saptamani in ciclurile ulterioare pana la progresul bolii.

Partea 1:
Cohorta 3

Experimental

Participantii vor primi DARAPH20 la o doza care va fi decisa de Echipa de Evaluare a
Studiului (SET) o datd saptdmanal prin perfuzie SC in Ciclurile 1 si 2, la fiecare 2
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Numar  [Tip Descriere

sau Nume

brat
saptamani in Ciclurile 3-6, si apoi la fiecare 4 saptdmani in ciclurile ulterioare pana la
progresul bolii. De asemenea péna la trei cohorte optionale suplimentare (Cohortele
3b, 3c, si 3d) pot fi inscrise pentru a repeta un nivel de dozare de daratumumab

Partea 2:|Experimental|Perfuzia SC DARA-PH20 la RP2D (doza de fazi 2 recomandati) care este identificata

Cohorta 4 in Partea 1 va fi administrata participantilor prin perfuzie SC o datd sdptdmanal in
Ciclurile 1 si 2, la fiecare 2 saptamani in Ciclurile 3-6, si apoi la fiecare 4 saptamani in
ciclurile ulterioare pana la progresul bolii.

Partea 2:|Experimental|Daratumumab de 1200 mg va fi administrat participantilor intravenos (IV) o datd

Cohorta 5 saptamanal in Ciclurile 1 si 2, la fiecare 2 saptamani in Ciclurile 3-6, si apoi la fiecare
4 saptamani in cicluri ulterioare pana la progresul bolii.

Tabelul 7.

Nume interventie

Tip

Brate asociate

Descriere

Perfuzie subcutanata
(SC) cu daratumumab

Medicament

Partea 1: Cohorta 1
Partea 1: Cohorta 2
Partea 1: Cohorta 3
Partea 2: Cohorta 4

Participantii vor primi perfuzie sc cu daratumumab o
datd saptdmanal in Ciclurile 1 (fiecare ciclu este de 28
zile) si 2, la fiecare 2 saptamani in Ciclurile 3-6, si la
fiecare 4 saptamani in ciclurile ulterioare.

Perfuzie SC cu
hialuronidazd umana

recombinantd
[rHuPH20])

Partea 1: Cohorta 1
Partea 1: Cohorta 2
Partea 1: Cohorta 3
Partea 2: Cohorta 4

Participantii  vor  primi  hialuronidazd umana
recombinanta [rHuPH20]) impreuna cu daratumumab
prin perfuzie SC o datd sdptdménal in Ciclurile 1
(fiecare ciclu este de 28 zile) si 2, la fiecare 2
saptamani in Ciclurile 3-6, si la fiecare 4 saptdmani in

Perfuzie intravenoasa
(V) cu daratumumab

Partea 2: Cohorta 5

Participantii vor primi perfuzie IV de 1200 mg de
daratumumab o datd sd@ptdmanal in Ciclurile 1 (fiecare
ciclu de 28 zile) si 2, la fiecare 2 saptamani in
Ciclurile 3-6, si la fiecare 4 saptamani in ciclurile
ulterioare.
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Eligibilitate

Participanti care s-au dovedit a fi simptomatici (avand simptome) de mielom multiplu
(MM) conform criteriilor de diagnoza ale International Myeloma Working Group (IMWG):
Boala masurabila cum s-a definit prin oricare din urmdtoarele: (a) mielomul G al

imunoglobulinei

(Ig) (nivelul

de monoclonalparaproteind [M-proteind] din ser >=1,0

grame/decilitru [g/dL] sau nivelul de M-proteind din urind mai mare de, sau egal cu (>=) 200
miligrame[mg]/24 ore[ore]; sau (b) mielomul multiplu I1gA, 1gD, sau IgE (nivel de M-proteind din
ser >= 0,5 g/dL sau nivelul de M-proteina din urind >= 200 mg/24 ore); sau (c¢) mielomul multiplu
al lantului usor (lantul usor fara imunoglobulina din ser >=10 mg/dL si raportul anormal de ser de
imunoglobulina kapa lambda liberd a lantului usor)

Participantul trebuie sa aiba un scor al starii de performantd al Eastern Cooperative
Oncology Group (ECOG) de 0, 1, sau 2

Valorile de laborator ale pretratamentului clinic trebuie sd indeplineascad parametrii
definiti prin protocol in timpul fazei de analiza

Barbatul, care este activ sexual cu o femeie care poate ramane insarcinatd si nu a avut o
vasectomie, trebuie sd fie de acord sa utilizeze o metodd de contraceptie adecvata ca fiind
consideratd adecvatd de catre investigator, si trebuie de asemenea s fie de acord sa nu doneze
sperma in timpul studiului si la 4 luni dupa ultima doza de daratumumab.
Criterii de excludere:

Participantul a primit daratumumab sau alti anti-cluster de terapii de diferentiere 38 (anti-
CD38) anterior

Participantul a primit tratament cu anti-mielom in decursul a 2 siptdméni inainte de
Ciclul 1 Ziva 1

Participantul a primit anterior un transplant alogenic de celula stem; sau participantul a
primit o transplantare autologa de celula stem (ASCT) in decursul a 12 saptdmani inainte de Ciclul
1Ziuval

Participantul are un istoric de malignitate (altul decat mielomul multiplu) in decursul a 5
ani inainte de Ciclul 1 Ziua 1 (exceptiile sunt carcinoamele celulelor scuamoase si bazale ale pielii
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si carcinomul in situ de col uterin, sau malignitatea care 1n opinia investigatorului, cu acordul
monitorului medical al sponsorului, este consideratd vindecata cu risc minim de recurenta)

Participantul prezinta semne clinice de implicare meningeald a mielomului multiplu
Sexul: ambele
Limita de varsta: 18 ani
Se accepta voluntari sandtosi: nu
Citire intermediara a Partii 1 (date obtinute la 21 IUL 2016 pentru istoricul de
sigurantia/demografie/boala si la 28 IUL 2016 pentru eficacitatea datelor)

Metode

Pacientii au avut RRMM cu >2 linii de terapie inainte de a include un inhibitor proteazom
(PI) si un medicament imunomodulator (IMiD). Partea 1 a studiului din 2 parti a inscris cohorte
secventiale la niveluri de dozare DARA de 1200 mg si 1800 mg pentru a determina doza SC
recomandatd pentru Partea 2. DARA-PH20 a fost administrat in cicluri de tratament de 4
saptamani: QW pentru 8 saptamani, Q2W pentru 16 saptamani, si apoi Q4W. DARA-PH20 a fost
perfuzata in doze de 1200 mg in 60 mL peste 20 min sau de 1800 mg in 90 mL in 30 min, printr-0
pompa de seringa la situsuri rotative de pe abdomen. Medicatiile pre si/sau post perfuzie au inclus
paracetamol, difenhidramind, montelukast, si metilprednisolon. In partea 2, pacientii vor fi
randomizati 1:1 pentru a primi doza recomandatad pentru faza 2 (RP2D) a DARA-PH20 SC sau
DARA 1V (16 mg/kg). RP2D a DARA-PH20 va fi selectat pe baza unei revizii cumulative a
datelor de farmacocineticd si sigurantd obtinute din partea 1 si ar trebui sd se obtind un Cprin
maxim al serului in timpul dozarii saptamanale care este similar cu, sau mai ridicat decat cel
observat pentru doza aprobata de 16 mg/kg IV. Obiectivele finale principale au fost Cprin al
DARA péna la Ciclul 3 Ziua 1 si siguranta. Obiective finale secundare au inclus rata globala de
raspuns (ORR).

Rezultate

Pana in prezent, 41 de pacienti au fost tratati in partea 1 cu DARA-PH20 SC la niveluri
de dozare de 1200 mg (n=8) si 1800 mg (n=33). Reactiile legate de perfuzie (IRR-uri) au fost
raportate la 9/41 pacienti (22%) si cele mai multe au fost de grad 1/2 in severitate incluzand
raceala, febrd, severitate, voma, mancarime, edem al limbii, dureri de piept necardiace si suierare.
Un pacient a dezvoltat dispnee de gradul 3 si 1 pacient a necesitat spitalizare din cauza febrei si
racelii (ambele de grad 2) dupa prima perfuzie. Toate IRR-urile s-au dezvoltat in timpul sau la 6
ore dupd prima perfuzie SC si au fost controlate cu tratament cu antihistamind, corticosteroid,
antiemetic, sau bronhodilatator. Nici un IRR nu a fost raportat la perfuziile ulterioare. Per global,
profilul advers al evenimentului de DARA-PH20 a fost consistent cu cel al DARA 1V. Gradul 3
sau mai ridicat in legaturd cu evenimentele adverse ale medicamentului a fost raportat la 5/41
(12%) pacienti incluzdnd oboseald (2 pacienti), gripa, hipertensiune, dispnee, si sindrom de lizare
tumorald. Administrarea SC a DARA-PH20 a fost bine tolerata la situsul de injectare al peretelui
abdominal cu 3/41 (7%) pacienti raportand eritem de grad 1, induratie, sau senzatie de ardere.
Analiza a prezentat un Cprin max mai ridicat la cohorta de 1800 mg in comparatie cu Cprin max
obtinut dupa DARA 1V (16 mg/kg).

La cohorta de 1200 mg de 8 pacienti (medie de 5 linii inainte de terapie [interval 2-10];
inainte de ASCT, 63%; doar PI refractar, 0%; doar IMiD refractar, 13%; dublu refractar la PI si
IMiD, 63%) un ORR de 25% a fost observat incluzand 2 raspunsuri partiale (PR). Timpul mediu
de raspuns a fost de 14 (interval 8-20) saptdmani. Dintre evaludrile a 17 pacienti cu raspunsul
evaluabil in cohorta de 1800 mg cu ciclul 3 ziua 1 (medie de 4 linii inainte de terapie [[interval 2-
7]; inainte de ASCT, 76%; doar PI refractar, 6%; doar IMiD refractar, 12%; dublu refractar la PI si
IMiD, 65%) un ORR de 41% a fost observat constdnd din 3 foarte bune raspunsuri partiale si 4
PR-uri. Timpul mediu de raspuns a fost de 4 (interval 4-8) saptamani.

Concluzii:

DARA-PH20 SC a fost bine tolerata si a obtinut concentratii prin ser similare cu, sau mai
mari decdt DARA IV cu o ratd mai scazuta de IRR-uri in comparatie cu DARA 1V pe o durata de
timp de perfuzie semnificativ mai scurtd. Datele preliminare sugereaza ca in aceastd populatie de
pacienti, DARA-PH20 SC poate permite o ratd de raspuns similard cu a monoterapiei DARA 1V.
Nivelul de dozare de 1800 mg al DARA-PH20 a fost selectat ca RP2D pentru partea 2 a studiului.
Aceste date timpurii sustin mai departe studiul DARA SC in studiile clinice.

Exemplul 3. Dezvoltarea de coformulari ale daratumumabului si hialuronidazei

Au fost evaluate diferite coformuldri pentru a stabili stabilitatea fizico-chimicad globala si
livrarea de daratumumab si rHuPH20 in produsul coformulat. Impactul concentratiilor de
constituent activ si/sau al excipientilor in formuldri a fost evaluat in unele studii de stabilitate
si/sau pe animale (stabilitate la raft, stabilitate la agitare si in studii de perfuzie pe porci). Tabelul
8 furnizeazd un rezumat al formularilor care au fost utilizate in diferite studii.
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Tabelul 8.

Formu [Daratumumab rHuPH20 His Sorbitol/  zaharoza|PS20 Met pH
lare (mg/mL) (U/mL) (mM)  |(mM) (%om/v) (mg/mL)

1 100 500 10 300 0,04 2 5,5
2 120 2000 10 300 0,04 1 5,6
3 100 500 10 300 0,0 2 5,5
4 100 500 10 300 0,01 2 5,5
5 100 500 10 300 0,02 2 5,5
6 100 500 10 300 0,06 2 5,5
7 100 0 10 200/100 0,04 0 5,5
8 100 0 10 100/200 0,04 0 5,5
9 100 50 10 300 0,04 1 5,5
10 100 500 10 300 0,04 1 5,5
11 100 2000 10 300 0,04 1 5,5
12 100 5000 10 300 0,04 1 5,5

His: histidina

Met: metionina

Intervalele excipientilor si constituentilor activi in formularile testate sunt prezentate
in Tabelul 9.

5  Tabelul 9.

Componenta formulata Interval

rHUPH20 0-2000 U/mL

Daratumumab 100-120 mg/mL

Histidina 10 mM

Sorbitol 100-300 mM

Zaharoza 0-200 mM

Polisorbat-20 (PS20) 0,0-0,04 % (m/v)

Metionina 0-2mg/mL

Formulérile generate au fost testate in diferite teste pentru caracteristicile lor, incluzand
evaluarea particulelor sub-vizibile, imagisticd de micro flux (MFI), cromatografie de excludere
dimensionala (SEC), focalizare izoelectrica capilara (cIEF), SDS-PAGE (nereducitoare si

10  reducatoare), mapare de peptida, volum extractabil, turbiditate, osmolalitate, si pH.

Particule sub-vizibile (Sub-vis): Numarul de particule sub-vizibile cu dimensiunea de >
10 pm sau > 25 um este uzual agregat de molecule de proteind si poate fi testat prin metoda HIAC
de obscurizare a luminii in care solutia este trecutd printr-un mic orificiu si blocarea luminii
furnizeaza informatia despre dimensiunea particulei care trece prin acesta.

15 MFTI: O ortogonala la metoda de obscurizare a luminii, imagistica de micro flux (MFI) ia
instantanee de imagini ale particulelor curgand si le retransforma inapoi in numarul de particule
prezente intr-un volum particular de lichid. Aceastd metoda furnizeazd informatia despre
agregatele mari de proteine prezente in solutie.

SEC: o metodd de separare cromatograficd prin excludere de dimensiune in care o

20  coloana este utilizatd pentru a distribui moleculele in solutia care curge in conformitate cu
intervalul lor larg de dimensiuni. Monomerii, agregatele si fragmentele clueaza la diferite
momente din coloand §i prin urmare proportiile lor relative intr-o mostra pot fi cuantificate
utilizand un detector UV standard.

CIEF: Focalizarea izoelectrica capilara distribuie moleculele in conformitate cu incarcarea

25 pe molecula si este un bun indicator al stabilitatii chimice globale. De exemplu deamidarea poate
conduce la o modificare 1n incércarea moleculei si astfel ar fi preluata prin aceasta metoda. Metoda
furnizeaza o idee despre % de aciditate totald, bazicitate si integritate ale moleculelor prezente in
solutie.

SDS (conditii reducatoare si nereducatoare): metoda SDS furnizeaza informatia despre

30  stabilitatea fizica a moleculei. SDS furnizeaza o masura a speciilor intacte, agregate si fragmentate
prezente 1n solutie. SDS nereduciatoare furnizeaza informatia despre respectivii constituenti intacti,
agregati si fragmentati ai anticorpului in timp ce SDS reducatoare (dupa intreruperea disulfurii)
furnizeaza aceeasi informatie pentru lanturile grele si usoare ale anticorpului.

Maparea peptidei: maparea peptidei este o tehnica esentiala pentru studierea structurii

35 primare a proteinelor. Pentru farmaceuticele din proteina recombinanta, maparea peptidei este
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utilizata pentru dovada initiald a caracterizarii structurii. Maparea peptidei furnizeaza de asemenea
informatia despre modificarile post translationale cum ar fi deamidarea, oxidarea etc.

Volum extractabil: metoda furnizeaza informatia despre cantitatea/volumul de lichid care
poate fi extrasa din fiold dupd momentul de timp respectiv.

Turbiditate: o metoda pe baza difuziei luminii pentru a evalua stabilitatea fizica a solutiei.
O crestere in dimensiunea particulelor sau agregatelor conduce la o crestere in semnalul de difuzie
al luminii si este prin urmare preluat ca turbiditate (opalescentd) a solutiei. Turbiditatea este
masurata in unitati de turbiditate nefelometrice (NTU).

Osmolalitate: furnizeazd o masurd a activitatii osmotice totale care este dependentd de
activitatea adeviratd totala a moleculelor (coeficientul de activitate multiplicat cu concentratia).
Solutia trebuie sa fie aproape de osmolalitatea serului pentru a fi injectabila.

pH: furnizeazd o idee asupra stabilitatii globale §i este important cd pH-ul rdmane
constant pe durata de valabilitate.

Activitatea enzimatica a rHuPH20: determinarea activitatii hialuronidazei este pe baza
formarii unui precipitat cand acidul hialuronic (HA) se leaga cu serul acidulat. Activitatea este
masurata prin incubarea hialuronidazei cu HA timp de 30 minute intr-o placa cu 96 de godeuri
formatd la 37°C si apoi precipitarea HA nedigerat cu addugarea de ser acidulat. Turbiditatea
rezultatd este masuratd la 640 nm si scaderea in turbiditate care rezultd din clivarea enzimatica a
substratului HA este o mdsura a activitatii hialuronidazei.

Stabilitatea la raft a Formularii 1 (100 mg/mL Daratumumab, 10 mM Histidina, 300 mM
Sorbitol, 0,04 % PS20, 2mg/mL Metionina, 500U/mL PrHuh20, pH 5,5) a fost evaluata utilizand
testele descrise. Mostre au fost puse pentru stabilitate in fiole 25R (umplute la 16 mL volum) la
diferite temperaturi (5, 25 si 40°C) si fiolele au fost extrase pentru analiza utilizand diferite teste la
diferite momente de timp (0, 1, 2, 3, 4, 5 si/sau 6 luni). Datele indica faptul ca produsul coformulat
este stabil in conditii de depozitare atat fatd de daratumumab cat si fatd de rHuPH20 cum s-a
indicat prin diferite teste. Profilul cum s-a observat pentru particule, culoarea, turbiditatea, sec etc.
a fost foarte similar cu cel al anticorpilor stabili care s-au comportat bine si datele sunt
comparabile cu datele de stabilitate dintr-unele formulari de mAb comerciale.

Tabelul 10 prezintd numarul de particule in Formularea 1 in timp ce este evaluata utilizand HIAC.
Tabelul 11 prezintd numarul de particule in Formularea 1 in timp ce este evaluata utilizand MFI.
Tabelul 12 prezinta pH-ul Formularii 1 in timp.

Tabelul 13 prezinta turbiditatea Formularii 1 in timp.

Tabelul 14 prezintd proportia de agregate cu masd moleculard mare si de fragmente cu masa
moleculara mica in Formularea 1 in timp.

Tabelul 15 prezinta speciile acidice si bazice in Formularea 1 in timp ce este evaluata utilizand
ClEF.

Tabelul 16 prezinta procentele (%) de puritate ale Formuldrii 1 in timp ce este evaluati utilizand
SDS-PAGE redusa.

Tabelul 17 prezinta procentele (%) de puritate ale Formularii 1 in timp ce este evaluata utilizand
SDS-PAGE neredusa.

Tabelul 18 prezinta procentele (%) de bioactivitate ale activitatii daratumumabului si enzimei de
rhPH20 in Formularea 1 in timp.

Tabelul 10.

Temperaturd de depozitare (°C)

Numar mediu cumulat/mL de particula de dimensiuni >10uM sau >25uM

0 luni

3 luni

6 luni

> 10pm

>25um

> 10um

>25um

> 10um

>25um

7,17

6,33

6,5

4,8

42,50

30,83

25

7,17

6,33

55

1,8

110,50

81,83

40

7,17

6,33

64,5

44,8

Tabelul 11.

0 luni

3 luni

6 luni

Temperaturd (°C)

5 5

25

40

25

Particule/mL > 2 - < 10um ECD

539

1155

3668

3371

686

3581

Particule/mL > 10 - <25um ECD

9,3 39

93

80

36

105

Particule/mL > 25 - <70um ECD

1,4 2,6

13

9,3

7,4

7,2

Particule/mL > 70um ECD

0,5 0,2

0,2

0,2

0,0

0,5
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Tabelul 12.
5 i ° pH pe timp de depozitare (luni)

Temperaturd de depozitare (°C) o T o — —
> 5,7 NA 5,7 5,7 5,6
25 5.7 5.7 5.7 5.7 5.6
40 5,7 5,7 5,6 5,7 NA
m: lund
NA: neanalizatad

Tabelul 13.
Temperaturd de depozitare (°C) NTU mediu pe timp de depozitare (luni)

Om im 2m 3m 6m

> 3,5 3,5 3,5 3,4
25 35 35 3,6 3,7 4,6
40 3,5 4 5,5 8,2 NA
m: luna

NTU: unitati de turbiditate nefelometrice

NA: neanalizata

5 Tabelul 14.
Procentaj (%) de specii
Timp de depozitare (luni) Temperatura de depozitare (°C) HMW |Monomer LMW
5 0,74 99,25 0,01
0 25 0,74 99,25 0,01
40 0,74 99,25 0,01
5 0,84 99,16 0,02
3 25 1,11 98,75 0,14
40 1,87 94,50 3,64
5 0,89 99,10 NA
6 25 1,30 98,38 NA
40 NA NA NA

HMW: specii cu masa moleculard mare

LMW: specii cu masd moleculard mica

NA: neanalizata

Tabelul 15.
Timp de depozitare (luni)| Temperatura de depozitare (°C)|% Maxim principal|% Maxim acidic|% Maxim bazic
5 69,2 27,8 3
0 25 69,2 27,8 3
40 69,2 27,8 3
5 68,2 28,9 2,9
3 25 63 32,8 4,2
40 31,3 60,2 8,5
5 68,1 28,7 3,2
6 25 55,4 38 6,6
40 NA NA NA
NA: neanalizata
Tabelul 16
Temperatura de depozitare (°C) Y%Puritate pe timp de depozitare (in luni)
Om 1m 2m 3m 6m
5 98,16 NA 97,96 98 98,02
25 98,16 97,87 97,66 97,57 96,75
40 98,16 96,4 95 92,88 NA
m: luna

NA: neanalizata

10
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Tabelul 17.
Temperatura de depozitare (°C) Y%Puritate pe timp de depozitare (in luni)
0 1 2 3 6
5 97,56 97,64 97,64 97,5
25 97,56 97,27 96,97 96,62 95,63
40 97,56 94,84 92,61 89,37 NA
m: luna

NA: neanalizata

Tabelul 18.
Timp de depozitare si temperatura
Molecula Test 0 luni 6 luni 6 luni
5°C 25°C
Daratumumab ADCC* 102 103 83
CDC* 95 101 93
PH20 Enzimatica activitate** 574 600 sau 5847 609
*Procente control
**U/mL
5 Stabilitatea la agitare (agitare) a Formularii 1 a fost de asemenea evaluata utilizand testele

de mai sus pentru a caracteriza formularile si a studia impactul concentratiilor PS variind chiar
concentratiile PS20 in acea formulare (Formuldrile 1, 3, 4, 5 si 6 in Tabelul 8 unde PS20 a fost
variat pana la 0, 0,01, 0,02, 0,04, 0,06 %). Datele au indicat cad coformularea a fost stabila in
conditii de agitare atat fatd de daratumumab cat si fatd de enzima cum s-a indicat prin diferite

10  teste. Profilul cum s-a observat pentru particule, culoare, turbiditate, sec etc. a fost foarte similar
cu cel al anticorpilor stabili care s-au comportat bine pentru toate concentratiile de PS dar 0 % (0%
din formularea PS20 a avut particule si nu a fost stabila) si datele au fost comparabile cu datele de
stabilitate dintr-unele formulari mAb comerciale (datele nu sunt prezentate).

Stabilitatea la raft a Formularii 2 (120 mg/mL daratumumab, 10 mM Histidina, 300 mM

15 Sorbitol, 0,04 % PS20, 1 mg/mL Metionind, 2000U/mL rhuPH20, pH 5,5) a fost evaluata utilizdnd
testele descrise. Mostrele au fost puse pentru stabilitate in fiole 25R umplute la 13,27 mL volum
cu revarsare (1500 mg dozd) la diferite temperaturi si fiolele au fost extrase pentru analiza
utilizand diferite teste ca mai jos. Datele colectate au indicat ca produsul coformulat este stabil in
conditii de depozitare atat fatd de daratumumab cat si de asemenea fatd de rHuPH20. Profilul cum

20  s-a observat pentru particule, culoarea, turbiditatea, sec etc. a fost foarte similar cu cel al
anticorpilor stabili care s-au comportat bine si datele au fost comparabile cu datele de stabilitate
ale unor formuldri mAb comerciale. rhuPH20 este foarte susceptibil la temperaturi mai ridicate si
isi pierde toatd activitatea foarte rapid cand este depozitat la 40°C. Tabelul 19 prezintd
caracteristicile formularii.

25  Tabelul 19.

Timp de depozitare, temperatura si umiditate relativa
(RH)
Caracteristici si/sau test 0 luni I lung L luna
5°C 40°C/ 75%RH 25°C/ 60%RH
I;I(;lr;lir mediu cumulat/mL de particuld de dimensiuni 2- 5889 375,68 4285 81
Iz\Iumér mediu cumulat/mL de particuld de dimensiuni 10- 3,34 12.96 1,08
5 um

Eumar mediu cumulat/mL de particulda de dimensiuni 1.23 0,49 0,12

>25 um

PS20 (% m/iv) 0,038 |0,02 0,03

pH 5,6 5,6 5,6

Turbiditate (NTU) 5 11 6

% Puritate (¢cSDS, reducator) 98,4 98,6 98,1

% AGHC, lant greu aglicozilat (cSDS, reducétor) 0,4 0,5 0,4

% Puritate (cSDS, nereducator) 97,7 95,2 97,7

% monomer, SE-HPLC 99,1 98,0 98,8

% agregat, SE-HPLC 0,9 1,6 1,1
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Timp de depozitare, temperatura si umiditate relativa
(RH)
Caracteristici si/sau test 0 luni L lung L lund
5°C 40°C/ 75%RH 25°C/ 60%RH
% fragmente SE-HPLC <0,10 (04 <0,10
Bioactivitate daratumumab, CDC (% control) 105 88 99
Bioactivitate daratumumab, ADCC (% control) 99 73 103
Activitate rhuPH20 (U/mL) 2205 0 2258

Formularile 3-8 au fost testate pentru stabilitatea lor la raft sau stabilitatea la agitare
utilizdnd unele sau toate testele descrise. Datele au indicat ca formularile 3-8 au fost stabile in
conditiile evaluate atat fatd de daratumumab cat si fatda de HuPH20 (formularile 7 si 8 nu au avut

5  rHuPH20). Metionina a fost inclusd in formularile 1-6 si 9-12 pentru a furniza stabilitate la oxidare
adaugata. Profilul cum s-a observat pentru particule, culoare, turbiditate, sec etc. a fost foarte
similar cu cel al anticorpilor stabili care s-au comportat bine si datele au fost comparabile cu datele
de stabilitate dintr-unele formulari mAb comerciale (datele nu sunt prezentate).

Stabilitatea la agitare (agitare) a Formularii 1 a fost de asemenea evaluata utilizand testele

10  de mai sus pentru a caracteriza formularile si a studia impactul concentratiilor PS20 variind chiar
concentratiile PS20 in acea formulare (Formularile 1, 3, 4, 5 si 6 in tabelul 8 unde PS20 a fost
variat pana la 0, 0,01, 0,02, 0,04, 0,06 %). Datele au indicat cad coformularea a fost stabila in
conditii de agitare atat fatad de daratumumab cat si fata de rHuPH20 cum s-a indicat prin diferite
teste. Profilul cum s-a observat pentru particule, culoare, turbiditate, sec etc. a fost foarte similar

15 cu cel al anticorpilor stabili care s-au comportat bine pentru toate concentratiile de PS dar 0 % si
datele au fost comparabile cu datele de stabilitate dintr-unele formulari mAb comerciale (datele nu
sunt prezentate).

Formularile 9-12 au fost de asemenea evaluate pentru evaluarea administrarii subcutanate
a daratumumabului cu concentratii variabile de enzima intr-un model pe porcine cum s-a descris in

20  Exemplul 2. Aceste studii au fost efectuate pentru a determina o concentratie adecvata de thPH20
pentru a livra 16 mL de daratumumab. Obiectivele finale au fost presiunea de perfuzie, aria
umfléaturii sau basicii dacd a fost masurabild si evaluarea calitativa a situsului. S-a observat
cresterea dependenta de dozd in presiunea de perfuzie. Toate concentratiile thPH20 testate (50,
500, 2000, 5000 U/mL au fost suficiente pentru a livra 16 mL de daratumumab.

25
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Pro

Asp

60

Ser

Tyr

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Lys

Vval

Tyr

Thr

val

Arg

45

Arg

Ser

Ser

Pro

Thr

Glu

Gln

Thr

Tyr

Trp
110

Ser

Ser

30

Arg

Phe

val

Pro

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Val

Tyr

95

Gly

Leu

15

Thr

Leu

Thr

Gln

Pro
95

Thr

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gln

Gly

Val

Ile

Gly

Ala

80

Tyr
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<400> 22
Met Gly Val Leu Lys Phe Lys His Ile Phe Phe Arg Ser Phe Val Lys
1 5 10 15

Ser Ser Gly Val Ser Gln Ile Val Phe Thr Phe Leu Leu Ile Pro Cys
20 25 30

Cys Leu Thr Leu Asn Phe Arg Ala Pro Pro Val Ile Pro Asn Val Pro

Phe Leu Trp Ala Trp Asn Ala Pro Ser Glu Phe Cys Leu Gly Lys Phe

Asp Glu Pro Leu Asp Met Ser Leu Phe Ser Phe Ile Gly Ser Pro Arg

Ile Asn Ala Thr Gly Gln Gly Val Thr Ile Phe Tyr Val Asp Arg Leu

Gly Tyr Tyr Pro Tyr Ile Asp Ser Ile Thr Gly Val Thr Val Asn Gly
100 105 110

Gly Ile Pro Gln Lys Ile Ser Leu Gln Asp His Leu Asp Lys Ala Lys
115 120 125

Lys Asp Ile Thr Phe Tyr Met Pro Val Asp Asn Leu Gly Met Ala Val
130 135 140

Ile Asp Trp Glu Glu Trp Arg Pro Thr Trp Ala Arg Asn Trp Lys Pro
145 150 155 160

Lys Asp Val Tyr Lys Asn Arg Ser Ile Glu Leu Val Gln Gln Gln Asn
165 170 175

Val Gln Leu Ser Leu Thr Glu Ala Thr Glu Lys Ala Lys Gln Glu Phe
180 185 190

Glu Lys Ala Gly Lys Asp Phe Leu Val Glu Thr Ile Lys Leu Gly Lys
195 200 205

Leu Leu Arg Pro Asn His Leu Trp Gly Tyr Tyr Leu Phe Pro Asp Cys
210 215 220

Tyr Asn His His Tyr Lys Lys Pro Gly Tyr Asn Gly Ser Cys Phe Asn
225 230 235 240

Val Glu Ile Lys Arg Asn Asp Asp Leu Ser Trp Leu Trp Asn Glu Ser
245 250 255

Thr Ala Leu Tyr Pro Ser Ile Tyr Leu Asn Thr Gln Gln Ser Pro Val
260 265 270



Ala

Ser

Arg

305

Leu

Val

Leu

Val

Gly

385

Asn

val

Phe

Val

Ile

465

Phe

Ser

Ala

Lys

290

Ile

Val

Ile

Leu

Thr

370

Val

Pro

Arg

Tyr

Lys

450

Asp

Tyr

Ile

Thr

275

Ile

Vval

Tyr

Trp

Asp

355

Leu

Cys

Asp

Gly

Cys

435

Asp

Ala

Asn

Leu

Leu

Pro

Phe

Thr

Gly

340

Asn

Ala

Ile

Asn

Lys

420

Ser

Thr

Phe

Ala

Phe
500
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Tyr

Asp

Thr

Phe

325

Thr

Tyr

Ala

Arg

Phe

405

Pro

Cys

Asp

Leu

Ser

485

Leu

val

Ala

Asp

310

Gly

Leu

Met

Lys

Lys

390

Ala

Thr

Tyr

Ala

Lys

470

Pro

Ile

Arg

Lys

295

Gln

Glu

Ser

Glu

Met

375

Asn

Ile

Leu

Ser

Val

455

Pro

Ser

Ile

Asn

280

Ser

val

Thr

Ile

Thr

360

Cys

Trp

Gln

Glu

Thr

440

Asp

Pro

Thr

Ser

Arg

Pro

Leu

Val

Met

345

Ile

Ser

Asn

Leu

Asp

425

Leu

val

Met

Leu

Ser
505

50

val

Leu

Lys

Ala

330

Arg

Leu

Gln

Ser

Glu

410

Leu

Ser

Cys

Glu

Ser

490

Val

Arg

Pro

Phe

315

Leu

Ser

Asn

Val

Ser

395

Lys

Glu

Cys

Ile

Thr

475

Ala

Ala

Glu

val

300

Leu

Gly

Met

Pro

Leu

380

Asp

Gly

Gln

Lys

Ala

460

Glu

Thr

Ser

Ala

285

Phe

Ser

Ala

Lys

Tyr

365

Cys

Tyr

Gly

Phe

Glu

445

Asp

Glu

Met

Leu

Ile

Ala

Gln

Ser

Ser

350

Ile

Gln

Leu

Lys

Ser

430

Lys

Gly

Pro

Phe

Arg

Tyr

Asp

Gly

335

Cys

Ile

Glu

His

Phe

415

Glu

Ala

val

Gln

Ile
495

Val

Thr

Glu

320

Ile

Leu

Asn

Gln

Leu

400

Thr

Lys

Asp

Cys

Ile

480

Val
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(57) Revendicari:

1. O compozitie farmaceutica cuprinzand un anticorp anti-CD38 si o hialuronidaza, in care:

a) anticorpul cuprinde o regiune variabild a lantului greu (VH) din SEQ ID NO: 4 si o
regiune variabila a lantului usor (VL) din SEQ ID NO: 5; si

b) compozitia cuprinde aproximativ 1.800 mg de anticorp anti-CD38 si aproximativ 30.000
U de hialuronidaza.

2. Compozitia farmaceutica in conformitate cu revendicarea 1:
a) cuprinzand 1n plus un purtator acceptabil farmaceutic; si/sau
b) care este o combinatie fixata sau o combinatie nefixata.

3. Compozitia farmaceuticda in conformitate cu revendicarea 1 sau revendicarea 2,
cuprinzand:

a) de la aproximativ 20 mg/mL pana la aproximativ 160 mg/mL de anticorp anti-CD38;

b) de la aproximativ 20 mg/mL pana la aproximativ 140 mg/mL de anticorp anti-CD38,;

c) de la aproximativ 20 mg/mL pana la aproximativ 120 mg/mL de anticorp anti-CD38;

d) de la aproximativ 40 mg/mL pana la aproximativ 120 mg/mL de anticorp anti-CD38,;

e) de la aproximativ 60 mg/mL pana la aproximativ 120 mg/mL de anticorp anti-CD38;

f) de la aproximativ 80 mg/mL pana la aproximativ 120 mg/mL de anticorp anti-CD38; sau

g) de la aproximativ 100 mg/mL pana la aproximativ 120 mg/mL de anticorp anti-CD38.

4. Compozitia farmaceutica conform oricdreia dintre revendicarile 1-3, cuprinzand
a) aproximativ 20 mg/mL de anticorp anti-CD38;

b) aproximativ 100 mg/mL de anticorp anti-CD38; sau

c) aproximativ 120 mg/mL de anticorp anti-CD38.

5. Compozitia farmaceutica conform oricareia dintre revendicarile 1-4, cuprinzand:
a) de la aproximativ 500 U/ml pana la aproximativ 5.000 U/ml de hialuronidaza;

b) de la aproximativ 1.000 U/ml pana la aproximativ 5.000 U/ml de hialuronidaza;
¢) de la aproximativ 2.000 U/ml pana la aproximativ 5.000 U/ml de hialuronidaza;
d) de la aproximativ 500 U/ml pana la aproximativ 2.000 U/ml de hialuronidaza; sau
e) de la aproximativ 1.000 U/ml pana la aproximativ 2.000 U/ml de hialuronidaza.

6. Compozitia farmaceutica conform oricéreia dintre revendicarile 1-5, cuprinzand
a) aproximativ 500 U/ml de hialuronidaza;

b) aproximativ 2.000 U/ml de hialuronidaza; sau

¢) aproximativ 5.000 U/ml de hialuronidaza.

7. Compozitia farmaceuticd conform oricdreia dintre revendicarile 1-6, in care anticorpul
anti-CD38 cuprinde un lant greu din SEQ ID NO: 12 si un lant usor din SEQ ID NO: 13.

8. Compozitia farmaceutica conform oricareia dintre revendicéarile 1-7, cuprinzand:

a) de la aproximativ 20 mg/mL pand la aproximativ 120 mg/mL de anticorp anti-CD38
cuprinzand VH din SEQ ID NO: 4 si VL din SEQ ID NO: 5 in aproximativ 25 mM acid acetic,
aproximativ 60 mM clorurd de sodiu, aproximativ 140 manitol §i aproximativ 0,04% m/v
polisorbat-20 (PS-20); la pH aproximativ 5,5; si hialuronidazd in 10 mM L-histidind, 130 mM
NaCl, 10 mM L-metionina, 0,02% Polisorbat-80, pH 6,5; sau
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b) aproximativ 20 mg/mL de antticorp anti-CD38 cuprinzind VH din SEQ ID NO: 4 si VL
din SEQ ID NO: 5 in aproximativ 25 mM acid acetic, aproximativ 60 mM clorurd de sodiu,
aproximativ 140 manitol si aproximativ 0,04% m/v polisorbat-20 (PS-20); la pH aproximativ 5,5;
si hialuronidaza in 10 mM L-histidina, 130 mM NaCl, 10 mM L-metionina, 0,02% Polisorbat-80,
pH 6,5;

optional in care hialuronidaza este rHuPH20 (SEQ ID NO: 22), care este optional o
combinatie nefixata.

9. Compozitia farmaceutica conform oricareia dintre revendicéarile 1-7, cuprinzand:

a) de la aproximativ 1 mg/mL péana la aproximativ 180 mg/mL de anticorp anti-CD38
cuprinzand VH din SEQ ID NO: 4 si VL din SEQ ID NO: 5;

b) de la aproximativ 50 U/ml pana la aproximativ 5.000 U/ml de hialuronidaz;

¢) de la aproximativ 5 mM pana la aproximativ 50 mM histiding; si

d) de la aproximativ 50 mM pana la aproximativ 400 mM sorbitol;

optional:

i) cuprinzand in plus de la aproximativ 0,01% m/v pana la aproximativ 0,1% PS-20; si/sau
de la aproximativ 0,1 mg/mL pana la aproximativ 2,5 mg/mL metionina; sau

ii) cuprinzand de la aproximativ 100 mg/mL pana la aproximativ 120 mg/mL de anticorp
anti-CD38 cuprinzdnd VH din SEQ ID NO: 4 si VL din SEQ ID NO: 5; de la aproximativ 50 U/ml
pana la aproximativ 5.000 U/ml de hialuronidaza; aproximativ 10 mM histiding; si de la
aproximativ 100 mM pana la aproximativ 300 mM sorbitol; optional cuprinzénd in plus de la
aproximativ 0,01% m/v pana la aproximativ 0,04% m/v PS-20; si de la aproximativ 1 mg/mL péana
la aproximativ 2 mg/mL metionina.

10. Compozitia farmaceutica conform oricareia dintre revendicarile 1-7 sau 9, cuprinzand
aproximativ 120 mg/mL de anticorp anti-CD38 cuprinzand VH din SEQ ID NO: 4 si VL din SEQ
ID NO: 5; aproximativ 2.000 U/ml of rHuPH20; aproximativ 10 mM histidina; aproximativ 300
mM sorbitol; aproximativ 0,04% m/v PS-20; si aproximativ 1 mg/mL metionina; pH aproximativ
5,5.

11. Compozitia farmaceutica conform oricareia dintre revendicarile 1-10:
a) in care hialuronidaza este rHuPH20 (SEQ ID NO: 22); si/sau
b) care este intr-o forma unitara de dozare.

12. O compozitie farmaceutica pentru utilizare intr-o metodd de tratare a unui cancer la un
subiect, in care metoda cuprinde administrarea compozitiei farmaceutice subcutanat catre subiect
si in care compozitia farmaceuticd cuprinde un anticorp anti-CD38 si o hialuronidaza, in care:

a) anticorpul cuprinde o regiune variabild a lantului greu (VH) din SEQ ID NO: 4 si o
regiune variabila a lantului usor (VL) din SEQ ID NO: 5; si

b) compozitia cuprinde aproximativ 1.800 mg de anticorp anti-CD38 si aproximativ 30.000
U de hialuronidaza.

13. Compozitia farmaceutica pentru utilizare in conformitate cu revendicarea 12:

a) in care compozitia farmaceuticd este 0 combinatie fixata sau o combinatie nefixata;

b) in care compozitia farmaceuticd cuprinde de la aproximativ 20 mg/mL pana la
aproximativ 160 mg/mL, de la aproximativ 20 mg/mL péana la aproximativ 140 mg/mL, de la
aproximativ 20 mg/mL pana la aproximativ 120 mg/mL, de la aproximativ 40 mg/mL péna la
aproximativ 120 mg/mL, de la aproximativ 60 mg/mL pana la aproximativ 120 mg/mL, de la
aproximativ 80 mg/mL pana la aproximativ 120 mg/mL, de la aproximativ 100 mg/mL pana la
aproximativ 120 mg/mL, aproximativ 20 mg/mL, aproximativ 100 mg/mL sau aproximativ 120
mg/mL de anticorp anti-CD38; si/sau

¢) in care compozitia farmaceuticd cuprinde de la aproximativ 500 U/ml pani la
aproximativ 5.000 U/ml, de la aproximativ 1.000 U/ml pand la aproximativ 5.000 U/ml, de la
aproximativ 2.000 U/ml pana la aproximativ 5.000 U/ml, de la aproximativ 50 U/ml péna la
aproximativ 2.000 U/ml, de la aproximativ 500 U/ml panad la aproximativ 2.000 U/ml, de la
aproximativ 1.000 U/ml péand la aproximativ 2.000 U/ml, aproximativ 500 U/ml, aproximativ
2.000 U/ml sau aproximativ 5.000 U/ml de hialuronidaza.
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14. Compozitia farmaceutica pentru utilizare in conformitate cu revendicarea 12 sau
revendicarea 13, in care compozitia farmaceutica cuprinde:

a) aproximativ 20 mg/mL de anticorp anti-CD38 cuprinzand VH din SEQ ID NO: 4 si VL
din SEQ ID NO: 5, aproximativ 25 mM acid acetic, aproximativ 60 mM clorura de sodiu,
aproximativ 140 mM manitol; i aproximativ 0,04% m/v polisorbat-20 (PS-20), pH aproximativ
5,5

b) de la aproximativ 1 mg/mL péana la aproximativ 180 mg/mL de anticorp anti-CD38
cuprinzand VH din SEQ ID NO: 4 si VL din SEQ ID NO: 5, de la aproximativ 50 U/ml pana la
aproximativ 5.000 U/ml de hialuronidaza, de la aproximativ 5 mM pana la aproximativ 50 mM
histidina si de la aproximativ 50 mM pana la aproximativ 400 mM sorbitol, optional cuprinzand in
plus de la aproximativ 0,01% m/v pana la aproximativ 0,1% m/v PS-20 si/sau de la aproximativ
0,1 mg/mL pana la aproximativ 2,5 mg/mL metionina;

¢) de la aproximativ 100 mg/mL péana la aproximativ 120 mg/mL de anticorp anti-CD38
cuprinzand VH din SEQ ID NO: 4 si VL din SEQ ID NO: 5, de la aproximativ 50 U/ml pana la
aproximativ 5.000 U/ml de hialuronidaza, aproximativ 10 mM histidina si de la aproximativ 100
mM pana la aproximativ 300 mM sorbitol, cuprinzand optional in plus de la aproximativ 0,01%
m/v pana la aproximativ 0,04% m/v PS-20 si/sau de la aproximativ | mg/mL péna la aproximativ
2 mg/mL metionind; sau

d) aproximativ 120 mg/mL de anticorp anti-CD38 cuprinzand VH din SEQ ID NO: 4 si VL
din SEQ ID NO: 5, aproximativ 2.000 U/ml de hialuronidaza, aproximativ 10 mM histidina,
aproximativ 300 mM sorbitol, aproximativ 0,04% m/v PS-20 si aproximativ 1 mg/mL metionina;
pH aproximativ 5,5.

15. Compozitia farmaceutica pentru utilizare conform oricareia dintre revendicarile 12-14:
a) in care hialuronidaza este rHuUPH20 (SEQ ID NO: 22);
b) in care cancerul este:

1) o tumoare solida; sau

i) o malignitate hematologicd pozitiva CD38, in care optional malignitatea

hematologica pozitiva CD38 este un mielom multiplu, un limfom folicular, un  limfom
difuz cu celule B mari, o amiloidoza a lantului usor, un limfom non-  Hodgkin, o  leucemie
limfoblastica acuta, un limfom cu celuld manta, o leucemie mieloidd acutd sau o leucemie
limfocitara cronicd, cum ar fi in care malignitatea hematologica pozitivai CD38 este
mielomul multiplu;

¢) administrarea suplimentara a unui al doilea agent terapeutic, de exemplu in care al doilea
agent terapeutic este un inhibitor proteazom, un agent de alchilare sau un derivat de acid glutamic,
sau combinatii ale acestora, cum ar fi in care:

i) inhibitorul proteazom este bortezomib, carfilzomib sau ixazomib;

ii) agentul de alchilare este busulfan, ciclofosfamida, bendamustind,  clorambucil,
carboplatin, cisplatin, temozolomida, melfalan, carmustind,  lomustina, dacarbazina, oxaliplatin,
ifosfamida, mecloretamina, tiotepa, trabectedin sau streptozocin; si

iii) derivatul de acid glutamic este lenalidomida, talidomida sau pomalidomida; si/sau

d) administrarea suplimentara a unui corticosteroid, in care optional corticosteroidul este
dexametazona sau prednison, cum ar fi in care corticosteroidul este dexametazona.

16. O forma de dozare unitara, cuprinzand
a) un anticorp anti-CD38 cuprinzdnd VH din SEQ ID NO: 4 si VL din SEQ ID NO: 5 intr-0
cantitate de aproximativ 1.800 mg;
b) o hialuronidaza intr-o0 cantitate de aproximativ 30.000 U;
¢) histidina la o concentratie de la aproximativ 5 mM péna la aproximativ 15 mM;
d) sorbitol la o concentratie de la aproximativ 100 mM pana la aproximativ 300 mM;
e) PS-20 la o concentratie de la aproximativ 0,01% m/v pana la aproximativ 0,04 % m/v; si
f) metionina la o concentratie de la aproximativ 1 mg/mL pana la aproximativ 2 mg/mL, la
un pH de aproximativ 5,5;
optional 1n care:
i) histidina este prezenta la o concentratie de aproximativ 10 mM;
ii) sorbitolul este prezent la o concentratie de aproximativ 300 mM;
iii) polisorbatul este prezent la o concentratie de aproximativ 0,04% m/v;
iv) metionina este prezentd la o concentratie de aproximativ 1 mg/mL;
v) cuprinzand zaharoza la o concentratie de la aproximativ 100 mM pana la aproximativ
200 mM; si/sau
vi) hialuronidaza este rHUPH20 (SEQ ID NO: 22).
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17. Forma de dozare unitard conform revendicarii 16, cuprinzand

a) anticorpul anti-CD38 cuprinzand VH din SEQ ID NO: 4 si VL din SEQ ID NO: 5 intr-0
cantitate de aproximativ 1.800 mg;

b) o hialuronidaza intr-o0 cantitate de aproximativ 30.000 U;

¢) histidina la o concentratie de aproximativ 10 mM;

d) sorbitol la o concentratie de aproximativ 300 mM;

e) PS-20 la o concentratie de aproximativ 0,04 % m/v; si

f) metionina la o concentratie de aproximativ 1 mg/mL, la un pH de aproximativ 5,5.

18. Un recipient cuprinzand forma de dozare unitard conform revendicarii 16 sau
revendicarii 17.

19. Compozitia farmaceuticd conform oricareia dintre revendicarile 1-11, compozitia
farmaceutica pentru utilizare conform oricéreia dintre revendicarile 12-15, forma de dozare unitara
conform revendicarii 16 sau revendicarii 17, sau recipientul conform revendicarii 18, in care
anticorpul anti-CD38:

a) este de subtip IgG1/x; si/sau

b) induce uciderea celulelor tumorale care exprimda CD38 prin citotoxicitate mediatd de
celula dependenta de anticorp (ADCC), fagocitozd celularda dependentid de anticorp (ADCP),
citotoxicitate dependentd de complement (CDC), apoptoza, sau modularea activitatii enzimatice a
CD38.

20. Compozitia farmaceutica conform oricdreia dintre revendicarile 1-11, compozitia
farmaceutica pentru utilizare conform oricareia dintre revendicarile 12-15, forma de dozare unitara
din revendicarile 16 sau 17, sau recipientul conform revendicarii 18, in care anticorpul anti-CD38
este daratumumab.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisiniu, Republica Moldova
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