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The present disclosure is directed to a
method of identifying a subject having chronic
lymphocytic leukemia (CLL), non-Hodgkin's
lymphoma  (NHL), small lymphocytic
lymphoma (SLL) or acute lymphoblastic
leukemia (ALL) that is responsive to treatment
with an anti-CD19 antibody, said method
comprising: a) providing a blood sample
obtained from said subject prior to treatment
with said anti-CD19 antibody, b) determining
the level of at least one biomarker in said
sample selected from the group consisting of:
i) peripheral NK cell count, and ii) CD16
expression levels on peripheral NK cells, c)

2

comparing the level of said at least one
biomarker in said sample to a predetermined
cut off level, wherein levels of said at least one
biomarker at or above the predetermined cut
off level is indicative of a subject who would
benefit from treatment with an anti-CD19
antibody. The present disclosure is also
directed to a method for selecting a patient for
treatment according to the above and to the use
of an anti-CD19 antibody for the treatment of
such a patient.
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Descriere:
(Descrierea se publici in varianta redactata de solicitant)

Domeniul inventiei

Prezenta divulgare este directionatd citre identificarea caracteristicilor si biomarkerilor la
pacientii care beneficiaza de tratamentul cu anticorpi anti-CD19.
Fundal

CD19 este o glicoproteina transmembranard 95-kDa a superfamiliei de imunoglobuline
care contine doud domenii extracelulare de tip imunoglobulind si un terminal extensiv
citoplasmatic. Proteina este un receptor de suprafata al limfocitei pan-B si este exprimata ubicuitar
din stadiile cele mai timpurii de dezvoltare a celulei pre-B si in continuare pana cand este reglata
negativ in timpul diferentierii terminale in celulele din plasma. Ea este specifica descendentei B-
limfocitare si nu este exprimatd pe celulele stem hematopoietice si pe alte celule imune, cu
exceptia unor celule dendritice foliculare. CD19 functioneaza ca regulator pozitiv al semnalizarii
receptorului celulei B (BCR) si este important pentru activarea si proliferarea celulelor B si in
dezvoltarea raspunsurilor imune umorale. Actioneaza ca molecula costimulatoare in conjunctie cu
CD21 si CDS81 si este critica pentru raspunsurile celulei B la antigenii dependenti de celula T.
Terminalul citoplasmatic al CD19 este asociat fizic cu o familie de tirozin kinaze care declangeaza
caile de semnalizare in aval prin familia src de protein tirozin kinaze. CD19 este o tinta atractiva
pentru cancerele de origine limfoidad deoarece este exprimatd semnificativ in aproape toate
leucemiile limfocitare cronice (CLL) si limfoamele non-Hodgkin (NHL), precum si in multe alte
diferite tipuri de leucemii, incluzand leucemia limfocitard acutd (ALL) si leucemia cu celule
paroase (HCL).

Dezvoltarea clinica de anticorpi CDI19 directionati a fost limitatd anterior de
internalizarea antigenului CD19, totusi, tehnologia Tmbunatatita de modificare a anticorpilor a
restabilit aceasta potentiala tinta terapeutici. MOR00208 (denumit anterior XmAb5574) este un
anticorp Fc monoclonal umanizat modificat genetic care se leaga la CD19. Cresterea in legarea
MORO00208 Fc la FeyR, datorata mutatiilor modificate genetic ale XmAb, sporeste semnificativ
citotoxicitatea in-vitro mediata de celula dependenta de anticorp (ADCC), fagocitoza mediatd de
celula dependenta de anticorp (ADCP), si efectele citotoxice directe (apoptoza) pe tumoare fata de
anticorpul nemodificat. Nu s-a demonstrat ca MOR00208 mediaza citotoxicitatea dependentd de
complement.

MORO00208 a fost sau este studiat in prezent in studii clinice in CLL, ALL si NHL.
Specific, un studiu de fazd I intitulat Siguranta si tolerabilitatea XmAb®5574 in leucemia
limfocitarad cronicd, si un studiu de faza Ila intitulat Studiul anticorpului anti-CD19 optimizat Fc
(MORO00208) pentru tratarea leucemiei limfoblastice acute cu celule B (B-ALL) sunt completate.
Un studiu de faza I al anticorpului CD19 modificat genetic Fc XmAb5574 (MOR00208) a
demonstrat siguranta si eficacitatea preliminara in CLL recidivat (Woyach si colab., Blood 124, nr.
24: 3553-60 (4 decembrie, 2014)). Un studiu de faza Ila intitulat Studiul anticorpului anti-CD19
optimizat Fc (MOR00208) pentru a trata limfomul non-Hodgkin (NHL) a completat recrutarea. Si
urmatoarele studii sunt planificate/in curs de derulare: un studiu de faza II/III intitulat Un studiu
pentru evaluarea eficacitatii si sigurantei MOR00208 cu bendamustina (BEN) versus rituximab
(RTX) cu BEN la pacientii adulti cu limfom difuz cu celule B mari recidivat sau refractar
(DLBCL) (B-MIND), un studiu de faza II intitulat Studiu pentru evaluarea eficacitatii si sigurantei
MORO00208 cu idelalisib la pacientii cu R/R CLL/SLL pretratati cu BTKi, un studiu de faza II
intitulat Un studiu pentru evaluarea sigurantei si eficacitatii lenalidomidei cu MORO00208 la
pacientii cu R-R DLBCL, si un studiu de faza II intitulat Faza Il a MOR00208 in combinatie cu
lenalidomida pentru pacientii cu CLL, SLL sau PLL recidivat sau refractar sau pentru pacientii
mai varstnici cu CLL, SLL sau PLL netratate. Intr-un studiu curent de faza II suplimentar
(COSMOS) este studiata eficacitatea si siguranta MOR00208 in combinatie cu idelalisib sau
venetoclax la pacientii cu CLL, SLL recidivat sau refractar.

Eficacitatea agentului singur MOR00208 a fost raportata in CLL, si NHL. Ratele generale
de raspuns variabile ale pacientilor la terapiile cu anticorpi monoclonali, au indicat totusi ca, sunt
necesare metode de predictie cu precizie care pacienti sunt de tipul care raspunde la o astfel de
terapie cu anticorpi astfel Incat tratamentul sa poata fi administrat acelor pacienti care pot primi cel
mai probabil beneficii. Pot fi gasite biomarkeri particulari sau caracteristici ale pacientilor pentru o
concentratie particulard sau interval pentru care fiecare biomarker se coreleaza cu responsivitatea
unor astfel de terapii.

A fost evaluata influenta numarului de celule ucigase natural (NK) asupra supravietuirii
pacientilor cu DLBCL ftratati cu rituximab, ciclofosfamidad, clorhidrat de doxorubicina
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(Hidroxidaunomicind), sulfat de vincristind (Oncovin) si prednison (R-CHOP). Kim si colab.,
Blood Research, 49:3, 162-169 (septembrie 2014). Anterior, s-a raportat cd numarul periferic de
celule NK a fost asociat cu rezultatul clinic la pacientii cu aalPI 2-3 DLBCL. Plonquet si colab.,
Ann Oncol 2007; 18:1209-15. US 2014/328842 Al divulga o metoda pentru identificarea unui
subiect avand limfom non-Hodgkin (NHL) care este responsiv la tratamentul cu un anticorp anti-
CD20, in care raspunsul la tratament este pe baza polimorfismului CD16 (cunoscut de asemenea
ca FcyRIITA). US 2015/0239974 Al divulgd ca trogocitoza (raderea antigenului) indusd de un
anticorp anti-CD22 umanizat (hRBF4) joaca un rol semnificativ in determinarea eficacitatii
anticorpului si responsivitatii la boald pentru tratamentul bolilor de celuld B, cum ar fi cancerele
hematopoietice, disfunctia sistemului imunitar si/sau bolile autoimune.

Este clar cd este nevoie de eforturi semnificative §i investitii pentru a descoperi si
identifica astfel de predictii de eficacitate ale caracteristicilor si biomarkerilor pacientului.
Rezumatul inventiei

MORO00208 a fost studiat la pacientii avand CLL, ALL, NHL si SLL. Corespunzator, o
analizd temeinica a datelor clinice a fost completata pana in prezent pentru a identifica
caracteristicile sau biomarkerii pacientilor care sunt mai probabili sd beneficieze de tratamentul cu
MOR00208.

MORO00208 tinteste specific antigenul de suprafatd CD19 si mediazd direct uciderea
celulei tumorale prin functia sa ADCC efectoare sporita. In studiile preclinice, MOR00208 a aritat
ca sporeste semnificativ efectele citotoxice ADCC, ADCP in vitro, si directe (apoptozd) pe liniile
celulare tumorale CD19* care se intind pe un interval larg de limfoame si leucemii umane (limfom
Burkitt, CLL, leucemie cu celule paroase (HCL), leucemie mieloidd cronica CD19+ (CML),
limfom difuz cu celule B mari (DLBCL) si leucemie limfoblastica acutd (ALL), care exprima
niveluri de antigen CD19 care variaza de la 15.000 pana la 105.000 molecule/celula. Efecte
similare au fost de asemenea observate in relatie cu celulele CLL sau ALL proaspat izolate ale
pacientilor si este de asemenea de asteptat sa translateze la celulele de limfom non-Hodgkin primar
(NHL) deoarece intervalul de expresie raportat pentru celulele B ALL si CLL acopera intervalul
observat pentru celulele B NHL B (Ginaldi si colab., 1998; Olejniczak si colab., 2006). Pe baza
suprafetei de expresie largd si omogend a CD19 pe diferite tipuri de neoplasme de celula B, efectul
MORO00208 in prezentul studiu poate fi transferat la un interval larg de limfoame si leucemii
umane, cum ar fi CLL, ALL, NHL si SLL si subtipuri ale acestora.

Datele din studiul de fazd Ila intitulat Studiul anticorpului anti-CD19 optimizat Fc
(MORO00208) pentru a trata limfomul non-Hodgkin (NHL) au fost bine analizate. Ca rezultat al
acestor eforturi, urmatoarea divulgare furnizeaza caracteristici si biomarkeri ale pacientilor unde
anticorpii anti-CD19 sunt eficienti.

Specific au fost evaluate cel putin urméatoarele caracteristici ale pacientilor: a) varsta, b)
sexul, ¢) daca pacienti au primit o doza de rituximab in ultimele 6 luni, d) daca pacientii au fost
refractari la rituximab, e) daca pacientii au FCgammaRllla ridicata sau alele cu afinitate scazuta, f)
daca pacientii au FCgammaRIla ridicata sau alele cu afinitate scazutd, g) daca pacientii au avut o
durata de raspuns la tratamentul anterior mai mare de 12 luni, h) numarul de celule T periferice ale
liniei de baza (celule/ul), i) numarul de celule NK periferice ale liniei de baza (celule/pl) si j)
expresia CD16 a liniei de baza asupra celulelor NK periferice (anticorpi legati pe celule-ABC-uri).

Ambele 1) numarul de celule NK periferice ale liniei de baza si 2) expresia CD16 a liniei
de baza asupra celulelor NK periferice au ardtat o corelatie clard cu raspunsurile pacientului la
terapia cu MORO00208. Specific, pacientii avand un numar mai ridicat de celule NK periferice ale
liniei de bazad pe pl s-au corelat cu o ratd mai ridicatd de control a bolii (DCR). DCR include
pacientii care au un raspuns complet (CR) + raspuns partial (PR) + boald stabila (SD).
Suplimentar, astfel de pacienti au avut un progres semnificativ mai bun de supravietuire libera
(PFS) in comparatie cu pacientii care au un numir mai scizut de celule NK. In plus, pacientii
avand o expresie CD16 a liniei de baza CD16 asupra celulelor NK de cel putin 60.000 (ABC-uri)
S-au corelat cu o ratd mai ridicata de control a bolii (DCR).

Prin urmare, pacientii diagnosticati cu CLL, ALL, NHL si SLL si avand fie a) un numar
ridicat de celule NK periferice b) expresia CD16 a liniei de baza asupra celulelor NK periferice de
cel putin 60.000 ABC-uri sunt mai probabili sa beneficieze de tratamentul cu MOR00208.

Ambele 1) numarul de celule NK periferice ale liniei de baza si 2) expresia CD16 a liniei
de baza asupra celulelor NK periferice au ardtat o corelatie clard cu raspunsurile pacientului la
terapia cu MORO00208. Specific, pacientii avand un numar de celule NK periferice ale liniei de
baza de cel putin 50 celule/pl s-au corelat cu o ratd mai ridicat de control a bolii (DCR). DCR
include pacientii care au raspuns complet (CR) + raspuns partial (PR) + boala stabila (SD).
Suplimentar, pacientii avand un numar de celule NK ale liniei de baza de cel putin 50 celule/ul au
avut un progres semnificativ mai bun de supravietuire liberd (PFS) in comparatie cu pacientii care
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au un numir mai scazut de celule NK. In plus, pacienti avand o expresie CD16 a liniei de baza
asupra celulelor NK de cel putin 60.000 (ABC-uri) s-au corelat cu o ratd mai ridicata de control a
bolii (DCR).

Prin urmare, pacientii diagnosticati cu CLL, ALL, NHL si SLL si avand fie a) numarul de
celule NK periferice ale liniei de baza de cel putin 50 celule/ul sau b) expresia CD16 a liniei de
baza asupra celulelor NK periferice de cel putin 60.000 ABC-uri sunt mai probabili sa beneficieze
de tratamentul cu MOR00208.

Ambele 1) numarul de celule NK periferice ale liniei de baza si 2) expresia CD16 a liniei
de bazi asupra celulelor NK periferice au prezentat o corelatie clara cu raspunsurile pacientului la
terapia cu MORO00208. Specific, pacientii avand un numar de celule NK periferice ale liniei de
baza de cel putin 100 celule/pl s-au corelat cu o ratda mai ridicatd de control a bolii (DCR). DCR
include pacientii care au raspuns complet (CR) + raspuns partial (PR) + boald stabild (SD).
Suplimentar, pacientii care au numarul de celule NK ale liniei de baza de cel putin 100 celule/ul au
avut un progres semnificativ mai bun de supravietuire liberd (PFS) in comparatie cu pacientii care
au un numir mai scazut de celule NK. In plus, pacienti avand o expresie CD16 a liniei de bazai
asupra celulelor NK de cel putin 60.000 (ABC-uri) s-au corelat cu o ratd mai ridicata de control a
bolii (DCR).

Prin urmare, pacienti diagnosticati cu CLL, ALL, NHL si SLL si avand fie a) numérul de
celule NK periferice ale liniei de baza de cel putin 100 celule/ul sau 2) expresia CD16 a liniei de
baza asupra celulelor NK periferice de cel putin 60.000 ABC-uri sunt mai probabili sa beneficieze
de tratamentul cu MOR00208.

Inventia furnizeaza o metoda de identificare a unui subiect avand limfom non-Hodgkin
(NHL) care raspunde la tratamentul cu un anticorp anti-CD19, respectiva metoda cuprinzand:

a. furnizarea unei mostre de sange obtinut de la respectivul subiect inainte de tratamentul cu
respectivul anticorp anti-CD19,

b. determinarea nivelului a cel putin unui biomarker din respectiva mostra selectat din grupul
constand din:

i. numar de celule NK periferice, si

ii. nivelurile de expresie CD16 asupra celulelor NK periferice,
¢. compararea nivelului respectivului cel putin un biomarker din respectiva mostra cu un nivel
minim predeterminat,
in care nivelul respectivului cel putin un biomarker la, sau peste nivelul minim predeterminat este
indicatorul unui subiect care ar beneficia de tratamentul cu un anticorp anti-CD19.

Inventia furnizeaza de asemenea un anticorp anti-CD19 pentru utilizare in tratamentul
unui pacient avand limfom non-Hodgkin (NHL) identificat in conformitate cu metoda inventiei.
Descrierea desenelor

Figura 1 prezintd secventele de aminoacizi ale domeniilor variabile ale MOR00208 si regiunilor
CDR.

Figura 2 prezinta secventele de aminoacizi ale lanturilor grele si usoare complete ale MOR00208.
Figura 3 prezintd analiza caracteristicii de functionare receptoare (ROC) a numarului de celule
NK periferice ca predictor pentru DCR.

Figura 4 prezintd analiza ROC a nivelurilor de expresie CD16 asupra celulelor NK periferice
(ABC-uri) ca predictor pentru DCR.

Figura 5 prezintd analiza ROC a numarului de celule T periferice ca potential predictor pentru
DCR.

Figura 6 arata ca numarul de celule NK periferice si nivelurile de expresie CD16 asupra celulelor
NK periferice sunt variabile independente si necorelate.

Figura 7 prezinta graficul Forest cu DCR-uri pe subgrupe de pacienti cu caracteristici si
biomarkeri specifici liniei de baza.

Figura 8 prezintd diferenta progresului de supravietuire libera intre pacientii avand un numar de
celule NK periferice de cel putin 100 celule/ul versus pacientii avind un numar mai scazut de
celule NK.

Figura 9 prezintd diferenta progresului de supravietuire liberd intre pacientii avand cel putin
60.000 ABC-uri in expresia CD16 asupra celulelor NK periferice versus pacientii avand o expresie
CD16 mai scdzuta asupra celulelor NK.

Figura 10 prezinta diferenta progresului de supravietuire libera intre pacientii avand un numar de
celule T periferice de cel putin 500 celule/pl versus pacientii avand un numar mai scazut de celule
T.
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Descriere detaliata

Termenul ,,anticorp inseamna anticorpi monoclonali, incluzand orice izotip, cum ar fi,
IgG, IgM, IgA, IgD si IgE. Un anticorp IgG este compus din doua lanfuri grele identice si doua
lanturi usoare identice care sunt imbinate prin legaturi disulfurd. Fiecare lant greu si usor contine o
regiune constanta si o regiune variabila. Fiecare regiune variabild contine trei segmente denumite
»regiuni  determinante de  complementaritate®  (,regiuni CDR“)sau  ,regiuni
hipervariabile®, care sunt in primul rand responsabile pentru legarea unui epitop al unui antigen.
Ele sunt referite ca CDR1, CDR2, si CDR3, numerotate secvential de la N-terminal. Portiunile
cele mai puternic conservate ale regiunilor variabile din exteriorul regiunilor CDR sunt denumite
»regiuni cadru®. Un ,fragment de anticorp* inseamna un fragment Fv, scFv, dsFv, Fab, Fab'
F(ab")2, sau alt fragment, care contine cel putin un lant variabil greu sau variabil usor, fiecare
continand regiuni CDR si regiuni cadru.

»VH" se referd la regiunea variabild a unui lant greu de imunoglobulina al unui anticorp,
sau fragment de anticorp. ,,VL" se refera la regiunea variabild a lantului usor de imunoglobulina al
unui anticorp, sau fragment de anticorp.

»Regiune Fc“inseamna regiunea constantd a unui anticorp, care la oameni poate fi de
subclasa IgGl, 2, 3, 4 sau altele. Secventele regiunilor Fc umane sunt disponibile la IMGT,
Human IGH C-REGIONSs, www.imgt.org/IMGTrepertoire/Proteins
/protein/human/IGH/IGHC/Hu_IGHCallgenes.html (recuperat pe 16 mai 2011).

Termenul pacient include un om.

NHL este o malignitate eterogend avand originea din limfocite. In Statele Unite (U.S.),
incidenta este estimatd la 65.000/an cu o mortalitate de aproximativ 20.000 (American Cancer
Society, 2006; si SEER Cancer Statistics Review). Boala poate avea loc la toate varstele, debutul
uzual incepand la adultii de peste 40 ani, cu incidenta crescand cu varsta. NHL este caracterizat
printr-o proliferare clonala de limfocite care se acumuleazd in nodulii limfatici, sdnge, maduva
osoasa si splind, desi orice organ major poate fi implicat. Sistemul curent de clasificare utilizat de
patologi si clinicieni este Clasificarea Tumorala a Organizatiei Mondiale a Sanatatii (WHO), care
organizeaza NHL in neoplasme precursoare si mature ale celulei B sau celulei T. PDQ imparte in
prezent NHL ca indolent sau agresiv pentru intrarea in studiile clinice. Grupul NHL indolent este
alcatuit in primul rand din subtipuri foliculare, limfom limfocitar mic, MALT (tesut limfoid
asociat cu mucoasa), i zona marginald; indolentul cuprinde aproximativ 50% din pacientii nou
diagnosticati cu NHL a celulei B. NHL agresiv include pacientii cu diagnoze histologice de in
primul rand, celule B mari difuze (DLBL, DLBCL, sau DLCL) (40% din toti pacientii nou
diagnosticati au celule mari difuze), cu Burkitt, si celule manta. Cursul clinic al NHL este variabil
semnificativ. Un determinant major al cursului clinic este subtipul histologic. Majoritatea tipurilor
indolente de NHL sunt considerate a fi boli incurabile. Pacientii raspund initial fie la chimioterapie
sau terapia cu anticorpi §i majoritatea va recidiva. Studiile pand in prezent nu au demonstrat o
imbunatatire in supravietuire cu o interventie timpurie. La pacientii asimptomatici, este acceptabil
sa ,,sa privesti si sa astepti” pand cand pacientul devine simptomatic sau ritmul bolii pare sa se
accelereze. In timp, boala se poate transforma intr-o histologie mai agresiva. Supravietuirea medie
este de la 8 pana la 10 ani, si pacienti indolenti primesc adesea 3 sau mai multe tratamente in
timpul fazei de tratament a bolii lor. Tratamentul initial al pacientului simptomatic NHL indolent
istoric a fost chimioterapia combinata. Cei mai obisnuiti agenti utilizati includ: ciclofosfamida,
vincristind si prednison (CVP); sau ciclofosfamida, adriamicind, vincristind, prednison (CHOP).
Aproximativ 70% pana la 80% din pacienti vor raspunde la chimioterapia lor initiala, durata de
remisie durand de ordinul a 2-3 ani. In final majoritatea pacientilor recidiveaza. Descoperirea si
utilizarea clinicd a anticorpului anti-CD20, rituximab, a furnizat imbunatatiri semnificative in
raspuns si rata de supravietuire. Standardul curent de ingrijire pentru majoritatea pacientilor este
rituximab + CHOP (R-CHOP) sau rituximab + CVP (R-CVP). Interferonul este aprobat pentru
tratamentul initial de NHL in combinatie cu agenti alchilanti, dar are o utilizare limitata in U.S.
Terapia cu rituximab s-a aratat a fi eficace in céateva tipuri de NHL, si este in prezent aprobata ca
un tratament de prima linie pentru ambele NHL indolent (limfom folicular) si agresiv (limfom
difuz cu celule B mari). Totusi, existd limitari semnificative ale anticorpului anti-CD20
monoclonal (mADb), incluzand rezistenta primara (50% raspuns la pacientii indolenti recidivati),
rezistenta dobanditd (50% ratd de raspuns dupa retratament), raspuns complet rar (2% ratd de
raspuns complet la populatia recidivata), si un tipar continuat de recidiva. in final, multe celule B
nu exprimd CD20, si astfel multe tulburari ale celulei B nu sunt tratabile utilizand terapia cu
anticorp anti-CD20.

in plus fatd de NHL, exista citeva tipuri de leucemii care rezultd din dereglarea celulelor
B. Leucemia limfocitara cronica (cunoscuta de asemenea ca ,leucemie limfoida cronica™ sau
,CLL"), este un tip de leucemie la adulti cauzata de acumularea anormala de limfocite B. in CLL,
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limfocitele maligne pot parea normale si mature, dar ele nu sunt capabile sa faca fatd eficient
infectiei. CLL este cea mai comuna forma de leucemie la adulti. Probabilitatea de a dezvolta CLL
este de doud ori mai mare la barbati decat la femei. Totusi, factorul de risc cheie este varsta. Peste
75% din noile cazuri sunt diagnosticate la pacientii cu varste de peste 50 de ani. Mai mult de
10.000 cazuri sunt diagnosticate fiecare an i mortalitate este aproape de 5.000 pe an (American
Cancer Society, 2006; si SEER Cancer Statistics Review). CLL este o boald incurabild dar
progreseaza incet in cele mai multe cazuri. Multi oameni cu CLL duc o viatd normala si activa de
multi ani. Datoritd debutului sdu lent, CLL in stadiu timpuriu este in general netratatd deoarece se
crede ca acea interventie CLL timpurie nu Tmbunatateste timpul de supravietuire sau calitatea
vietii. In schimb, afectiunea este monitorizatdi in timp. Tratamentele CLL initiale variazi
depinzand de diagnosticul exact si progresul bolii. Exista mii de agenti utilizati pentru terapia
CLL. Regimurile chimioterapeutice combinate cum ar fi FCR (fludarabing, ciclofosfamida si
rituximab), si BR (ibrutinib si rituximab) sunt eficiente In ambele CLL nou diagnosticatd si
recidivata. Transplantul de maduva ososaasa alogenica (celule stem) este rar utilizat ca tratament
de prima linie pentru CLL din cauza riscului sau.

Un alt tip de leucemie este limfomul limfocitar mic (SLL) care este considerat o varianta
de CLL careia ii lipseste limfocitoza clonald necesard pentru diagnosticul CLL, dar altfel
partajeaza caracteristicile patologice si imunofenotipice (Campo si colab., 2011). Definitia SLL
necesita prezenta de limfadenopatie si/sau splenomegalie. Mai mult, numarul de limfocite B in
sangele periferic ar trebui si nu depaseascd 5 x 109/L. in SLL, diagnosticul ar trebui si fie
confirmat de evaluarea histopatologicd a unei biopsii a nodulului limfatic ori de céte ori este
posibil (Hallek si colab., 2008). Incidenta SLL este de aproximativ 25% din CLL in US (Dores si
colab., 2007).

Un alt tip de leucemie este leucemia limfoblastica acutd (ALL), cunoscuta de asemenea
ca leucemie limfocitard acuta. ALL este caracterizatd prin supraproductia si multiplicarea continua
a celulelor sanguine albe maligne si imature (cunoscute de asemenea ca limfoblaste) iIn maduva
osoasd. ,,Acut” se refera la starea nediferentiata, imature a limfocitelor in circulatie (,,blaste®), si ca
boala progreseaza rapid cu o speranta de viatd de saptamani pana la luni daci este lasata netratata.
ALL este cea mai comuna in copilarie cu un maxim de incidentd la varsta de 4-5 ani. Copiii cu
varsta de 12- 16 mor mai usor din aceasta cauza decét altii. in prezent, cel putin 80% din ALL din
copilarie sunt considerate tratabile. Sub 4.000 cazuri sunt diagnosticate fiecare an si mortalitatea
este aproape de 1.500 pe an (American Cancer Society, 2006; si SEER Cancer Statistics Review).

Utilizarea unui anticorp CD19 in limfoamele nespecifice celulei B este discutata
in WO2007076950 (US2007154473). Utilizarea unui anticorp CD19 in CLL, NHL si ALL este
descris in Scheuermann si colab., CD19 Antigen in Leukemia and Lymphoma Diagnosis and
Immunotherapy, Leukemia and Lymphoma, Vol. 18, 385-397 (1995).

Anticorpi specifici suplimentari pentru CD19 sunt descrisi
in W02005012493 (US7109304), W02010053716 (US12/266.999)(Immunomedics); WO200700
2223 (US USB8097703) (Medarex); W02008022152 (12/377.251)
si WO2008150494 (Xencor), WO2008031056 (US11/852,106) (Medimmune); WO
2007076950 (US 11/648.505) (Merck Patent GmbH); WO 2009/052431 (US12/253.895) (Seattle
Genetics); si WO02010095031 (12/710.442) (Glenmark
Pharmaceuticals), W02012010562 si W0O2012010561 (International Drug
Development), WO2011147834 (Roche Glycart), si WO 2012/156455 (Sanofi).

Termenul ,,CD19“ se referd la proteina cunoscuta ca CD19, avand urmatoarele sinonime:
B4, antigen de limfocite B CD19, antigen de suprafata al limfocitelor B B4, CVID3, antigen de
diferentiere CD19, MGC12802, si antigen de suprafata al celulei T Leu-12.

CD19 uman are secventa de aminoacizi de:
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MPPPRLLFFLLFLTPMEVRPEEPLVVKVEEGDNAVLQCLKGTSDGPTQQLTWSRESPLKPF
LKLSLGLPGLGIHMRPLAIWLFIFNVSQQMGGFYLCQPGPPSEKAWQPGWTVNVEGSGELF
RWNVSDLGGLGCGLKNRSSEGPSSPSGKLMSPKLYVWAKDRPEIWEGEPPCLPPRDSLN
QSLSQDLTMAPGSTLWLSCGVPPDSVSRGPLSWTHVHPKGPKSLLSLELKDDRPARDMW
VMETGLLLPRATAQDAGKYYCHRGNLTMSFHLEITARPVLWHWLLRTGGWKVSAVTLAYLI
FCLCSLVGILHLQRALVLRRKRKRMTDPTRRFFKVTPPPGSGPQNQYGNVLSLPTPTSGLG
RAQRWAAGLGGTAPSYGNPSSDVQADGALGSRSPPGVGPEEEEGEGYEEPDSEEDSEFY
ENDSNLGQDQLSQDGSGYENPEDEPLGPEDEDSFSNAESYENEDEELTQPVARTMDFLSP
HGSAWDPSREATSLGSQSYEDMRGILYAAPQLRSIRGQPGPNHEEDADSYENMDNPDGP

DPAWGGGGRMGTWSTR. (SEQ ID NO: 7)

»,MORO00208" este un anticorp anti-CD19. Secventa de aminoacizi a domeniilor variabile
este prevazutd in Figura 1. Secventa de aminoacizi a regiunii Fc a lanturilor grele si usoare ale
MORO00208 este furnizata in Figura 2. ,,MOR00208* si ,,XmAb 5574 sunt utilizate ca sinonime
pentru a descrie anticorpul prezentat in Figurile 1 si 2. Anticorpul MOR00208 este descris
in cererea de brevet US cu numarul serial 12/377.251.

Cererea de brevet US cu numarul serial 12/377.251 descrie anticorpul denumit 4G7
H1.52 Hibrid S239D/1332E/4G7 L1.155 (denumit mai tarziu MOR00208) dupa cum urmeaza:
>4G7 H1.52 Hibrid S239D/I1332E

EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGYTFTSYVMHWVRQAPGKGLEWIGYINPYN

DGTKYNEKFQGRVTISSDKSISTAYMELSSLRSEDTAMYYCARGTYYYGTRVFDYWGQGTL
VTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAV
LQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELL
GGPDVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
FNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPEEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSRE
EMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 8)

> 4G7 L1.155
DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLQNVNGNTYLYWFQQKPGQSPQLLIYRMSNLN

SGVPDRFSGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPITFGAGTKLEIKRTVAAPSVFIF
PPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSST
LTLSK ADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO: 9)

O compozitie farmaceutica include un agent activ, de exemplu un anticorp pentru
utilizare terapeuticd la oameni. O compozitie farmaceuticd poate include suplimentar purtatori
acceptabili farmaceutic sau excipienti.

L2Administrat sau ,,administrare” se refera la livrarea unei compozitii farmaceutice
printr-o forma injectabild, cum ar fi, de exemplu, pe cale intravenoasd, intramusculara,
intradermala sau subcutanata sau pe cale mucozala, de exemplu, ca pulverizator nazal sau aerosol
pentru inhalare sau ca o solutie ingerabila, capsule sau tablete.

Anticorpul care este administrat in conformitate cu prezenta divulgare este administrat
pacientului intr-o cantitate eficienta terapeutic. O ,,cantitate eficienta terapeutic” se referd la o
cantitate suficientd pentru a furniza unele Imbunatatiri ale manifestarilor clinice ale unei boli sau
tulburari date. Ca un exemplu, pacientii din studiul exemplificat au primit dozarea de MOR00208
la 12mg/kg o datd saptamanal, si in intretinere o data la fiecare doua saptamani sau lunar.

Cantitatea care este eficientd pentru un anumit scop terapeutic va depinde de severitatea
bolii sau leziunii precum si de greutatea si starea generald a subiectului. Se va intelege ca
determinarea unui dozaj adecvat poate fi obtinuta, utilizdnd experimentarea de rutind, prin
constructia unei matrice de valori si testarea diferitelor puncte din matrice, care toate sunt in
abilitdtile obisnuite ale unui medic instruit sau specialist clinician.

Linia de baza inseamnd inainte de administrarea terapiei dorite. De exemplu, inainte de
administrarea anticorpului anti-CD19 dorit.
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Un receptor care efectueaza analiza caracteristica (ROC) a fost utilizat pentru a analiza
predictivitatea, sensibilitatea, specifitatea si pentru a determina minimele pentru potentiali
biomarkeri, cum ar fi numarul de celule NK, nivelurile de expresie CD16 asupra celulelor NK, si
numarul de celule T. Existd urmatoarele metode suplimentare pentru estimarea unui minim optim:
»Max.Precizie” - minimul care maximizeaza precizia; b) ,,Max.DOR* - minimul care maximizeaza
raportul sanselor de diagnostic; ¢) ,,Eroare.ratd” - minimul care minimizeaza rata de eroare; d)
»Max.Precizie.area” - minimul care maximizeaza aria de precizie; €) ,,Max.Sens+Spec* - minimul
care maximizeaza suma dintre sensibilitate si specificitate; f) ,,Max.Youden“ - minimul care
maximizeazd indicele Youden; g) ,Se=Sp“ - minimul la care sensibilitatea este egald cu
specificitatea; h) ,,Min.ROC.Dist* - minimul care minimizeaza distanta intre curbd si coltul din
stainga sus al graficului; i) ,Max.Eficienta” - minimul care maximizeaza eficienta; si j)
»MIN.MCT" - minimul care minimizeaza eroarea de clasificare in termeni de cost. Vezi Lopez-
Raton, M., Rodriguez-Alvarez, M.X, Cadarso-Suarez, C. si Gude-Sampedro, F. (2014). Optimal
Cutpoints: An R Package for Selecting Optimal Cutpoints in Diagnosis Tests. Journal of Statistical
Software 61(8), 1-36.

Anticorpii specifici la CD19 au fost de asemenea testati preclinic in combinatie cu alte
medicamente. De exemplu, MOR00208 a fost testat in combinatie cu iperite de azot, analogi
purini, analogi de talidomida, inhibitori de fosfoinozitida 3-kinaza, inhibitori BCL-2 si inhibitori
de tirozin kinaza bruton (BTK).

O ,,iperita de azot™ este un agent nespecific de alchilare ADN utilizat ca chimioterapie.
Agentii alchilanti se adauga o grupare alchil (CnH2n+1) la baze de acid nucleic, de exemplu,
adaugand o grupare alchil la o bazd guanind de ADN la atomul de azot cu numarul 7 al inelului
imidazol. Etapele de alchilare conduc la formarea de reticulari intercatenare (ICL-uri). Aceste
ICL-uri sunt puternic citotoxice, deoarece ele blocheaza procesele metabolice fundamentale cum
ar fi replicarea si transcriptia. Iperitele de azot includ ciclofosfamida, clorambucil, uramustina,
ifosfamida, melfalan si bendamustina.

Bendamustina este comercializatd sub numele Ribomustin®,si Treanda®, si este de
asemenea cunoscutd ca SDX-105, de Mundipharma International Corporation Limited (Licensee
of Astellas Pharma GmbH) si Cephalon pentru tratamentul leucemiilor limfocitare cronice (CLL),
limfomului non-Hodgkin indolent cu celule B (NHL), si altor limfoame. Bendamustina are
urmadtoarea structura:

Un analog purin este un antimetabolit, care imita structura metabolicd a purinei,
interferand prin urmare cu sinteza de acizi nucleici. Fludarabina, de exemplu, poate fi incorporata
in ARN si ADN prin substituirea nucleotidelor de purind, adenind i guanind. Analogii purinei
inhiba cresterea celulelor care prolifereaza rapid ale unui individ, de exemplu celulele canceroase,
celulele de maduva osoasa sau celulele prezente in tractul gastrointestinal. Analodii purinei includ
mercaptopurind, azatioprind, tioguanind si fludarabina. Fludarabina sau fosfatul de fludarabina
(Fludara®) este un medicament chimioterapeutic utilizat in tratamentul leucemiei limfocitare
cronice si limfoamelor indolente non-Hodgkin. Fludarabina este un analog de purina. Fludarabina
inhiba sinteza ADN prin interferarea cu reductaza ribonucleotidelor si polimeraza ADN si este
specific fazei S (deoarece aceste enzime sunt puternic active in timpul replicarii ADN).
Fludarabina are urmatoarea structura:
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Un ,analog de talidomida“ include, dar nu este limitat la, talidomida 1Insusi,
lenalidomida (CC-5013, Revlimid™), pomalidomida (CC4047, Actimid™) si compusii divulgati
in W02002068414 si W0O2005016326. Termenul se refera la un compus chimic sintetic utilizand
structura talidomidei ca esafodaj (de exemplu, gruparile laterale au fost adaugate sau astfel de
grupari au fost sterse din structura parinte). Aanalogul diferd in structura de talidomida si compusii
sdi metaboliti cum ar fi printr-o diferentd in lungimea unei catene alchil, a unui fragment
molecular, prin una sau mai multe grupari functionale, sau o modificare in ionizare. Termenul
,analog de talidomida“ include de asemenea metaboliti de talidomida. Analogii de talidomida
includ amestecul racemic de enantiomeri S si R al unui respectiv compus si enantiomerul S sau
enantiomerul R individual. Amestecul racemic este preferat.

Analogii de talidomida includ compusii cu urmatoarele structuri:

(A) Lenalidomida

0]

N O
NH

NH, ©

Un ,,inhibitor de fosfoinozitida 3-kinaza“ este o clasi de medicamente medicale care
functioneaza prin inhibarea uneia sau mai multora dintre enzimele de fosfoinozitida 3-kinaza, care
sunt o parte din calea PI3K/AKT/mTOR, o cale de semnalizare importanta pentru multe functii
celulare cum ar fi controlul cresterii, metabolismul si inceperea translatiei.

Existd un numar de diferite clase si izoforme de PI3K. Clasa 1 de PI3K-uri are o
subunitate cataliticd cunoscutd ca p110, cu patru tipuri (izoforme) - p110 alfa, p110 beta, p110
gama si pl10 delta. Inhibitorii curent studiati inhiba una sau mai multe izoforme de clasd I de
PI3K-uri.

Inhibitorii de fosfoinozitida 3-kinaza includ cel putin idelalisib, duvelisib si copanlisib.
Idelalisib este comercializat de Gilead Sciences, Inc. (nume comerial Zydelig, denumit de
asemenea GS-1101 sau CAL-101). Idelalisib este in prezent etichetat pentru tratamentul leucemiei
limfocitare cronice recidivate (CLL), In combinatie cu rituximab, la pacientii pentru care rituximab
singur ar fi considerat o terapie adecvata din cauza altor comorbiditati; limfomului folicular cu
celule B non-Hodgkin (FL) recidivat la pacientii care au a primit cel putin doud terapii sistemice
anterioare; limfomului limfocitar mic recidivat (SLL) la pacientii care au primit cel putin doua
terapii sistemice anterioare. Substanta actioneazad ca inhibitor de fosfoinozitida 3-kinazd; mai
specific, ea blocheazd P1109§, izoforma delta a enzimei de fosfoinozitida 3-kinaza.

Formula idelalisib este:
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Un ,inhibitor de tirozin kinaza Bruton (BTK)“este o clasd de medicamente care
functioneaza prin inhibarea enzimei tirozina-protein kinaza BTK, care joacda un rol important in
dezvoltarea celulei B. Specific, BTK contine un domeniu PH care leaga fosfatidilinozitol (3,4,5)-
trisfosfat (PIP3). Legarea PIP3 induce Btk la fosforilat fosfolipaza C, care in schimb hidrolizeaza
PIP2, un fosfatidilinozitol, iIn doi mesageri secundari, trifosfat de inozitol (IP3) si diacilglicerol
(DAG), care apoi moduleaza activitatea proteinelor in aval in timpul semnalizarii celulei B.

Inhibitorii de tirozin kinazd Bruton (BTK) includ ibrutinib. Ibrutinib este comercializat de
Pharmacyclics, Inc si Johnson & Johnson's Janssen Pharmaceutical (nume comercial Imbruvica,
denumit de asemenea PCI-32765). Ibrutinib este in prezent etichetat pentru tratamentul pacientilor
cu limfom cu celule de manta (MCL) care au primit cel putin o terapie anterioara, leucemie
limfocitarda cronica (CLL) care au primit cel putin o terapie anterioard, leucemie limfocitara
cronica cu deletie 17p, si macroglobulinemie Waldenstrom. Formula ibrutinib este 1-[(3R)-3-[4-
amino-3-(4-fenoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il]-1-piperidinil]-2-propen-1-ona si are
urmatoarea structura:

Un ,inhibitor BCL-2“ este o clasd de medicamente care functioneazd prin inhibarea
proteinei limfomului-2 al celulei B anti-apoptotice (Bcl-2), conducdnd la moartea celulara
programata a celulelor. Inhibitorul BCL-2 include venetoclax. Venetoclax este comercializat de
Abbvie si Genentech (nume comercial VENCLEXTA™, cunoscut de asemenea ca GDC-0199,
ABT-199, si RG7601). Venetoclax este in prezent etichetat pentru tratamentul pacientilor cu
leucemie limfocitara cronica (CLL) cu deletie 17p, cum s-a detectat prin testul aprobat de FDA,
care au primit cel putin o terapie anterioard. Formula venetoclax este 4-(4-{[2-(4-clorofenil)-4,4-
dimetil-1-ciclohexen-1-il]metil}-1-piperazinil)-N-({3-nitro-4-[(tetrahidro-2H-piran-4-
ilmetil)amino]fenil}sulfonil)-2-(1H-pirolo[2,3-b]piridin-5-iloxi)benzamida §i are urmatoarea
structura:
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»Venetoclax“, ,,ABT*, si,, ABT-199" sunt utilizate aici ca sinonime.
Realizari

Un aspect este o metodd de identificarea a unui subiect avand limfom non-Hodgkin
(NHL) care este responsiv la tratamentul cu un anticorp anti-CD19, respectiva metoda cuprinzand:
a. furnizarea unei mostre obtinute de la respectivul subiect Tnainte de tratamentul cu respectivul
anticorp anti-CD19,

b. determinarea nivelului a cel putin unui biomarker in respectiva mostra selectat din grupul
constand din:

i. numarul de celule NK periferice, si

ii. nivelurile de expresie CD16 asupra celulelor NK periferice,

c. compararea nivelului respectivului cel putin un biomarker din respectiva mostra cu un nivel
minim predeterminat,

in care nivelurile respectivului cel putin un biomarker la, sau peste nivelul minim predeterminat
este indicator al unui subiect care ar beneficia de tratamentul cu un anticorp anti-CD19.

in realizari, mostra este o mostra de sange. in realizari, respectiva mostra cuprinde celule
NK periferice.

in realizari, nivelul minim predeterminat al respectivului biomarker este numarul de
celule NK periferice al liniei de baza de cel putin 50 celule/pl, cel putin 75 celule/pl, cel putin 100
celule/pl, cel putin 125 celule/pl, cel putin 150 celule/pl, cel putin 175 celule/ul, cel putin 200
celule/pl, cel putin 225 celule/pl, sau cel putin 250 celule/pl. In realizari, nivelul minim
predeterminat al respectivului biomarker este nivelul de exprimare CD16 al liniei de baza asupra
celulelor NK periferice de cel putin 45.000 ABC-uri, cel putin 60.000 ABC-uri, cel putin 75.000
ABC-uri, sau cel putin 90.000 ABC-uri.

in realiziri, minimul predeterminat al respectivului biomarker este:
a. numarul de celule NK periferice al liniei de baza de cel putin 50 celule/pl, sau
b. nivelurile de expresie CD16 ale liniei de baza asupra celulelor NK periferice de cel putin 60.000
(ABC-uri).

in realiziri, minimul predeterminat al respectivului biomarker este:
a. numarul de celule NK periferice al liniei de baza de cel putin 50 celule/pl, sau
b. nivelurile de expresie CD16 ale liniei de baza asupra celulelor NK periferice de cel putin 60.000
(ABC-uri).

In realizari, nivelul minim predeterminat al numarului de celule NK periferice al liniei de
bazi este de cel putin 50 celule/pl. In realizri, minimul predeterminat al respectivului biomarker
este nivelul de expresie CD16 al liniei de baza asupra celulelor NK periferice de cel putin 60.000
(ABC-uri).

in realiziri, minimul predeterminat al respectivului biomarker este:
a. numarul de celule NK periferice al liniei de baza de cel putin 70 celule/pl, sau
b. nivelurile de expresie CD16 ale liniei de baza asupra celulelor NK periferice de cel putin 60.000
(ABC-uri).

in realiziri, minimul predeterminat al respectivului biomarker este:
a. numarul de celule NK periferice al liniei de baza de cel putin 70 celule/pl, sau
b. nivelurile de expresie CD16 ale liniei de baza asupra celulelor NK periferice de cel putin 60.000
(ABC-uri).

In realiziri, nivelul minim predeterminat al numarului de celule NK periferice al liniei de
bazi este de cel putin 70 celule/pl. In realizari, minimul predeterminat al respectivului biomarker
este nivelul de expresie CD16 al liniei de baza asupra celulelor NK periferice de cel putin 60.000
(ABC-uri).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3465214 T2 2021.09.30
13

in realiziri, minimul predeterminat al respectivului biomarker este:
a. numarul de celule NK periferice al liniei de baza de cel putin 80 celule/pl, sau
b. nivelurile de expresie CD16 ale liniei de baza asupra celulelor NK periferice de cel putin 60.000
(ABC-uri).

in realiziri, minimul predeterminat al respectivului biomarker este:
a. numarul de celule NK periferice al liniei de baza de cel putin 80 celule/pl, sau
b. nivelurile de expresie CD16 ale liniei de baza asupra celulelor NK periferice de cel putin 60.000
(ABC-uri).

In realiziri, nivelul minim predeterminat al numarului de celule NK periferice al liniei de
bazi este de cel putin 80 celule/pl. In realizari, minimul predeterminat al respectivului biomarker
este nivelul de expresie CD16 al liniei de baza asupra celulelor NK periferice de cel putin 60.000
(ABC-uri).

in realiziri, minimul predeterminat al respectivului biomarker este:
a. numarul de celule NK periferice al liniei de baza de cel putin 90 celule/pl, sau
b. nivelurile de expresie CD16 ale liniei de baza asupra celulelor NK periferice de cel putin 60.000
(ABC-uri).

in realiziri, minimul predeterminat al respectivului biomarker este:
a. numarul de celule NK periferice al liniei de baza de cel putin 90 celule/pl, sau
b. nivelurile de expresie CD16 ale liniei de baza asupra celulelor NK periferice de cel putin 60.000
(ABC-uri).

In realiziri, nivelul minim predeterminat al numarului de celule NK periferice al liniei de
bazi este de cel putin 90 celule/pl. In realizari, minimul predeterminat al respectivului biomarker
este nivelul de expresie CD16 al liniei de baza CD16 asupra celulelor NK periferice de cel putin
60.000 (ABC-uri).

in realiziri, minimul predeterminat al respectivului biomarker este:
a. numarul de celule NK periferice al liniei de baza de cel putin 100 celule/pl, sau
b. nivelurile de expresie CD16 ale liniei de baza asupra celulelor NK periferice de cel putin 60.000
(ABC-uri).

in realiziri, minimul predeterminat al respectivului biomarker este:
a. numarul de celule NK periferice al liniei de baza de cel putin 100 celule/pl, sau
b. nivelurile de expresie CD16 ale liniei de baza asupra celulelor NK periferice de cel putin 60.000
(ABC-uri).

In realiziri, nivelul minim predeterminat al numarului de celule NK periferice al liniei de
bazi este de cel putin 100 celule/ul. in realizari, minimul predeterminat al respectivului biomarker
este nivelul de expresie CD16 al liniei de baza CD16 asupra celulelor NK periferice de cel putin
60.000 (ABC-uri).

Un aspect este o metoda de identificare a unui subiect avand limfom non-Hodgkin (NHL)
care este responsiv la tratamentul cu un anticorp anti-CD19, respectiva metoda cuprinzand:

a. furnizarea unei mostre de sange obtinute de la respectivul subiect Tnainte de tratamentul cu
respeectivul anticorp anti-CD19,

b. determinarea nivelulului a cel putin unui biomarker din mostra mentionata selectat din grupul
constand din:

i. numarul de celule NK periferice, si

ii. nivelurile de expresie CD16 asupra celulelor NK periferice,

c. compararea nivelului respectivului cel putin un biomarker din respectiva mostra cu un nivel
minim predeterminat,

in care numarul de celule NK periferice al liniei de baza este cel putin 50 celule/pl, cel putin 60
celule/pl, cel putin 70 celule/ul cel putin 80 celule/ul, cel putin 90 celule/pl sau cel putin 100
celule/ul si nivelurile de expresie CD16 ale liniei de baza asupra celulelor NK periferice este cel
putin 60.000 (ABC-uri), si in care anticorpul anti-CD19 cuprinde o regiune HCDR1 cuprinzand
secventa SYVMH (SEQ ID NO: 1), o regiune HCDR2 cuprinzand secventa NPYNDG (SEQ ID
NO: 2), o regiune HCDR3 cuprinzand secventa GTYYYGTRVFDY (SEQ ID NO: 3), o regiune
LCDRI cuprinzand secventa RSSKSLQNVNGNTYLY (SEQ ID NO: 4), o regiune LCDR2
cuprinzand secventa RMSNLNS (SEQ ID NO: 5), si o regiune LCDR3 cuprinzand secventa
MQHLEYPIT (SEQ ID NO: 6).

Un aspect este o metoda de identificare a unui subiect avand limfom non-Hodgkin (NHL)
care este responsiv la tratamentul cu un anticorp anti-CD19, respectiva metoda cuprinzand:

a. furnizarea unei mostre de sdnge obtinute de la respectivul subiect inainte de tratamentul cu
respectivul anticorp anti-CD19,

b. determinarea nivelului a cel putin unui biomarker din respectiva mostra selectat din grupul
constand din:
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i. numarul de celule NK periferice, si

ii. nivelurile de expresie CD16 asupra celulelor NK periferice,
¢. compararea nivelului respectivului cel putin un biomarker din respectiva mostra cu un nivel
minim predeterminat,
in care numarul de celule NK periferice al liniei de baza este cel putin 100 celule/ul, sau nivelurile
de expresie CD16 ale liniei de bazd asupra celulelor NK periferice este cel putin 60.000 (ABC-
uri), si in care anticorpul anti-CD19 cuprinde o regiune HCDRI cuprinzand secventa SYVMH
(SEQ ID NO: 1), o regiune HCDR2 cuprinzand secventa NPYNDG (SEQ ID NO: 2), o regiune
HCDR3 cuprinzénd secventa GTYYYGTRVFDY (SEQ ID NO: 3), o regiune LCDR1 cuprinzénd
secventa RSSKSLQNVNGNTYLY (SEQ ID NO: 4), o regiune LCDR2 cuprinzand secventa
RMSNLNS (SEQ ID NO: 5), si o regiune LCDR3 cuprinzand secventa MQHLEYPIT (SEQ ID
NO: 6).

in realiziri, minimul predeterminat al respectivului biomarker este:

a. numarul de celule NK periferice al liniei de baza de cel putin 100 celule/pl, si
b. nivelurile de exprimare CD16 ale liniei de baza asupra celulelor NK periferice de cel putin
60.000 (ABC-uri).

in realizari, nivelul minim predeterminat al respectivului biomarker este numarul de
celule NK periferice al liniei de baza de cel putin 50 celule/ul cel putin 75 celule/ul cel putin 100
celule/pl cel putin 125 celule/ul, cel putin 150 celule/pl, cel putin 175 celule/ul cel putin 200
celule/pl, cel putin 225 celule/pl, sau cel putin 250 celule/pl. In realizari, nivelul minim
predeterminat al respectivului biomarker este nivelul de expresie CD16 al liniei de baza asupra
celulelor NK periferice de cel putin 45.000 ABC-uri, cel putin 60.000 ABC-uri, cel putin 75.000
ABC-uri, sau cel putin 90.000 ABC-uri.

Este de asemenea divulgatd o metoda de tratare a unui pacient avand leucemie limfocitara
cronica (CLL), limfom non-Hodgkin (NHL), leucemie limfoblastici acuta (ALL) sau limfom
limfocitar mic (SLL) cu un anticorp anti-CD19, metoda cuprinzand:

a. obtinerea numdrului de celule NK periferice al liniei de bazd al pacientului, sau nivelul de
expresie CD16 al liniei de baza asupra celulelor NK periferice al pacientului, si

b. administrarea unei cantitati eficiente de anticorp anti-CD19 pacientului avand numarul de celule
NK periferice al liniei de bazd de cel putin 50 celule/ul, cel putin 60 celule/ul, cel putin 70
celule/pl, cel putin 80 celule/ul, cel putin 90 celule/pl sau cel putin 100 celule/pl sau nivelul de
expresie CD16 al liniei de baza asupra celulelor NK periferice de cel putin 60.000 (ABC-uri).

Este de asemenea divulgatd o metoda de tratare a unui pacient avand leucemie limfocitara
cronica (CLL), limfom non-Hodgkin (NHL), leucemie limfoblasticd acuta (ALL) sau limfom
limfocitar mic (SLL) cu un anticorp anti-CD19, metoda cuprinzand:

a. obtinerea numadrului de celule NK periferice al liniei de bazd al pacientului, sau nivelul de
expresie CD16 al liniei de baza asupra celulelor NK periferice al pacientului, si

b. administrarea unei cantitati eficiente de anticorp anti-CD19 pacientului avand numarul de celule
NK periferice al liniei de baza de cel putin 100 celule/ pl sau nivelul de expresie CD16 al liniei de
bazi asupra celulelor NK periferice de cel putin 60.000 (ABC-uri).

Metoda de tratare a unui pacient cu leucemie limfocitara cronica (CLL), limfom non-
Hodgkin (NHL), leucemie limfoblastica acutd (ALL) sau limfom limfocitar mic (SLL) cu un
anticorp anti-CD19, poate cuprinde:

a. obtinerea numarului de celule NK periferice al liniei de baza al pacientului, si

b. administrarea unei cantitati eficiente de anticorp anti-CD19 la pacientul avand un numar de
celule NK de cel putin 50 celule/pl, cel putin 60 celule/ul, cel putin 70 celule/ul, cel putin 80
celule/pl, cel putin 90 celule/pl sau cel putin 100 celule/pl.

Metoda de tratare a unui pacient cu leucemie limfocitara cronica (CLL), limfom non-
Hodgkin (NHL), leucemie limfoblastica acutd (ALL) sau limfom limfocitar mic (SLL) cu un
anticorp anti-CD19, poate cuprinde:

a. obtinerea unui numar de celule NK periferice al liniei de baza al pacientului, si

b. administrarea unei cantitati eficiente de anticorp anti-CD19 pacientului avand un numar de
celule NK de cel putin 50 celule/ul, cel putin 60 celule/ul, cel putin 70 celule/ul, cel putin 80
celule/pl, cel putin 90 celule/pl sau cel putin 100 celule/pl.

Metoda de tratare a unui pacient cu leucemie limfocitara cronica (CLL), limfom non-
Hodgkin (NHL), leucemie limfoblastica acutd (ALL) sau limfom limfocitar mic (SLL) cu un
anticorp anti-CD19, poate cuprinde:

a. obtinerea unui numar de celule NK periferice al liniei de baza al pacientului, si
b. administrarea unei cantitati eficiente de anticorp anti-CD19 pacientului avand un numar de
celule NK de cel putin 100 celule/pl.
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Metoda de tratare a unui pacient cu leucemie limfocitara cronica (CLL), limfom non-
Hodgkin (NHL), leucemie limfoblastica acutd (ALL) sau limfom limfocitar mic (SLL) cu un
anticorp anti-CD19, poate cuprinde:

a. obtinerea nivelurilor de expresie CD16 ale liniei de baza asupra celulelor NK periferice ale
pacientului, si

b. administrarea unei cantitati eficiente de anticorp anti-CD19 pacientului avand nivelurile CD16
asupra celulelor NK de cel putin 60.000 (ABC-uri).

Cum s-a notat in alta parte aici, inventia furnizeaza un anticorp anti-CD19 pentru utilizare
in tratamentul unui pacient avand limfom non-Hodgkin (NHL), in care pacientul este identificat in
conformitate cu metoda inventiei.

in realizari, anticorpul anti-CD19 este administrat pacientilor avand atat un numar de
celule NK periferice al liniei de baza de cel putin 50 celule/ul, cel putin 60 celule/pl, cel putin 70
celule/pl, cel putin 80 celule/pl, cel putin 90 celule/pl sau cel putin 100 celule/pl, cat si un nivel de
expresie CD16 al liniei de baza CD16 asupra celulelor NK periferice de cel putin 60.000 (ABC-
uri).

in realizari, anticorpul anti-CD19 este administrat pacientilor avand atat un numir de
celule NK periferice al liniei de baza de cel putin 100 celule/pl, cat si un nivel de exprimare CD16
al liniei de baza asupra celulelor NK periferice de cel putin 60.000 (ABC-uri).

In realizari, anticorpul anti-CD19 este administrat pacientilor avand un numir de celule
NK periferice al liniei de baza de cel putin 50 celule/pl, cel putin 75 celule/ul, cel putin 100
celule/pl, cel putin 125 celule/pl, cel putin 150 celule/pl, cel putin 175 celule/pl, cel putin 200
celule/pl, cel putin 225 celule/pl, sau cel putin 250 celule/ul. In realizari, anticorpul anti-CD19
este administrat pacientilor avand niveluri de espresie CD16 ale liniei de baza asupra celulelor NK
periferice de cel putin 45.000 ABC-uri, cel putin 60.000 ABC-uri, cel putin 75.000 ABC-uri, sau
cel putin 90.000 ABC-uri.

Este de asemenea divulgatd o metoda de tratare a unui pacient avand leucemie limfocitara
cronica (CLL), limfom non-Hodgkin (NHL), leucemie limfoblasticd acuta (ALL) sau limfom
limfocitar mic (SLL) cu un anticorp anti-CD19, respectiva metoda cuprinzind:

a. furnizarea unei mostre obtinute de la respectivul subiect Tnainte de tratamentul cu respectivul
anticorp anti-CD19,

b. determinarea nivelului a cel putin unui biomarker din respectiva mostra selectat din grupul
constand din:

i. numarul de celule NK periferice, si

ii. nivelurile de expresie CD16 asupra celulelor NK periferice,
¢. compararea nivelului respectivului cel putin un biomarker din respectiva mostra cu un nivel
minim predeterminat,

d. administrarea unei cantitdti eficiente de anticorp anti-CD19 pacientului avand un numar de
celule NK periferice de cel putin 100 celule/pl sau nivelul de expresie CD16 asupra celulelot NK
periferice de putin 60.000 (ABC-uri).

Este de asemenea divulgatd o metoda de tratare a unui pacient avand leucemie limfocitara
cronicd (CLL), limfom non-Hodgkin (NHL), leucemie limfoblastica acuta (ALL) sau limfom
limfocitar mic (SLL) cuprinzind administrarea unei cantitati eficiente a unui anticorp anti-CD19
pacientului daca:

a. numarul de celule NK periferice al liniei de baza al pacientului este cel putin 100 celule/pul sau
b. nivelurile de exprimare CD16 ale liniei de baza asupra celulelor NK periferice este cel putin
60.000 (ABC-uri).

Este de asemenea divulgatd o metoda de tratare a unui pacient avand leucemie limfocitara
cronicd (CLL), limfom non-Hodgkin (NHL), leucemie limfoblastica acuta (ALL) sau limfom
limfocitar mic (SLL) cuprinzand:

a. obtinerea numarului de celule NK periferice al pacientului,
b. administrarea unei cantitati eficiente a unui anticorp anti-CD19 pacientilor avand numarul de
celule NK periferice de cel putin 100 celule/pl.

Este de asemenea divulgatd o metoda de tratare a unui pacient avand leucemie limfocitara
cronica (CLL), limfom non-Hodgkin (NHL), leucemie limfoblastica acuta (ALL) sau limfom
limfocitar mic (SLL) cuprinzand:

a. obtinerea nivelurilor de expresie CD16 asupra celulelor NK periferice ale pacientului,
b. administrarea unei cantitati eficiente a unui anticorp anti-CD19 pacientilor avand niveluri de
expresie CD16 asupra celulelor NK periferice de cel putin 60.000 (ABC-uri).

Cum s-a notat in alta parte aici, inventia furnizeaza un anticorp anti-CD19 pentru utilizare
in tratamentul unui pacient avand limfom non-Hodgkin (NHL), in care pacientul este identificat in
conformitate cu metoda inventiei.
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in realizari, anticorpul anti-CD19 este administrat pacientilor avand atat numirul de
celule NK periferice al liniei de baza de cel putin 100 celule/ul, cat si un nivel de expresie CD16 al
liniei de baza asupra celulelor NK periferice de cel putin 60.000 (ABC-uri). In realizari, anticorpul
anti-CD19 este administrat pacientilor avand un numar de celule NK periferice al liniei de baza de
cel putin 50 celule/pl, cel putin 75 celule/pl, cel putin 100 celule/ul, cel putin 125 celule/pul, cel
putin 150 celule/pl, cel putin 175 celule/pl, cel putin 200 celule/pl, cel putin 225 celule/pl, sau cel
putin 250 celule/pl. in realizari, anticorpul anti-CD19 este administrat pacientilor avand niveluri
de expresie CD16 ale liniei de bazd asupra celulelor NK periferice de cel putin 45.000 ABC-uri,
cel putin 60.000 ABC-uri, cel putin 75.000 ABC-uri, sau cel putin 90,000 ABC-uri.

in realizari, numarul de celule NK periferice al liniei de bazi sau nivelurile de expresie
CD16 ale liniei de baza (ABC-uri) asupra celulelor NK periferice sunt obtinute dintr-o mostra de
sange luatd de la pacientul uman. In realizari numarul de celule NK periferice si/sau nivelurile de
expresie CD16 sunt masurat inainte de administrarea anticorpului anti-CD19.

in realizari, anticorpul specific pentru CD19 cuprinde o regiune HCDRI cuprinzand
secventa SYVMH (SEQ ID NO: 1), o regiune HCDR2 cuprinzand secventa NPYNDG (SEQ ID
NO: 2), o regiune HCDR3 cuprinzand secventa GTYYYGTRVFDY (SEQ ID NO: 3), o regiune
LCDRI cuprinzand secventa RSSKSLQNVNGNTYLY (SEQ ID NO: 4), o regiune LCDR2
cuprinzand secventa RMSNLNS (SEQ ID NO: 5), si o regiune LCDR3 cuprinzand secventa
MQHLEYPIT (SEQ ID NO: 6).

in realizari, numirul de celule Nk periferice al liniei de baza sau nivelurile de expresie
CD16 ale liniei de baza asupra celulelor NK periferice sunt obtinute dintr-o mostra de sange luata
de la pacientul uman.

In inventia revendicata, pacientul are limfom non-Hodgkin. In realizéri, limfomul non-
Hodgkin este selectat din grupul constand din limfom folicular, limfom limfocitar mic, limfom de
tesut limfoid asociat cu mucoasa, limfom de zond marginala, limfom difuz cu celule B mari,
limfom Burkitt, si limfom cu celule de manta. Intr-o realizare, limfomul non-Hodgkin este limfom
folicular. Intr-o realizare, limfomul non-Hodgkin este limfom non-Hodgkin indolent. Intr-o
realizare, limfomul non-Hodgkin este limfom limfocitar mic. Intr-o realizare, limfomul non-
Hodgkin este limfom al tesutului limfoid asociat cu mucoasa. Intr-o realizare, limfomul non-
Hodgkin este limfom al zonei marginale. Intr-o realizare, limfomul non-Hodgkin este limfom
difuz cu celule B mari. Intr-o realizare, limfomul non-Hodgkin este limfom Burkitt. Intr-o
realizare, limfomul non-Hodgkin este limfom cu celule de manta.

in realizari, tratamentul conduce la efectul terapeutic selectat din grupul constand din rata
de control a bolii (DCR) si durata mai lunga de progres de supravietuire libera.

In realizari, tratamentul cuprinde in plus administrarea unei cantititi eficiente a unei
iperite de azot. Intr-o realizare acea iperita de azot este bendamustina. In realizari, tratamentul
cuprinde in plus administrarea unei cantititi eficiente a unui analog de purini. in realiziri,
analogul de purini este fludarabina. In realizari, tratamentul cuprinde in plus administrarea unei
cantitati eficiente a unui inhibitor de tirozin kinazi Bruton (BTK). in realizari, inhibitorul de
tirozin kinaza Bruton (BTK) este ibrutinib. In realiziri, tratamentul cuprinde in plus administrarea
unei cantitati eficiente a unui inhibitor de fosfoinozitida 3-kinaza. intr-o realizare, inhibitorul de
fosfoinozitida 3-kinaza este idelalisib. In realizari, tratamentul cuprinde in plus administrarea unei
cantitati eficiente a unui analog de talidomidd. Intr-o realizare, analogul de talidomidi este
lenalidomida. in realizari, tratamentul cuprinde in plus administrarea unei cantitati eficiente a unui
inhibitor BCL-2. Intr-o realizare, inhibitorul BCL-2 este venetoclax.

Deoarece anticorpul anti-CD19 exemplificat i alti anticorpi anti-CD19 se leagé la CD19,
se crede ca rezultate similare pot fi vazute cu alti anticorpi anti-CD19. Alti anticorpi anti-CD19
sunt descrisi in cererile de brevet us cu numerle seriale
12/377.251 (Xencor), W0O2005012493, W02010053716 (Immunomedics); W02007002223 (Med
arex); W02008022152 (Xencor); W02008031056 (Medimmune); WO 2007/076950 (Merck
Patent ~ GmbH); WO  2009/052431 (Seattle ~ Genetics);  si W0O2010095031 (Glenmark
Pharmaceuticals).

In realizari, anticorpul specific pentru CDI19 cuprinde un anticorp care concureaza
incrucisat cu anticorpul cuprinzand o regiune HCDR1 cuprinzand secventa SYVMH (SEQ ID NO:
1), o regiune HCDR2 cuprinzdnd secventa NPYNDG (SEQ ID NO: 2), o regiune HCDR3
cuprinzand secventa GTYYYGTRVFEDY (SEQ ID NO: 3), o regiune LCDRI1 cuprinzand secventa
RSSKSLQNVNGNTYLY (SEQ ID NO: 4), o regiune LCDR2 cuprinzand secventa RMSNLNS
(SEQ ID NO: 5), si o regiune LCDR3 cuprinzand secventa MQHLEYPIT (SEQ ID NO: 6).

in realizari, anticorpul specific pentru CD19 cuprinde un anticorp care se leagi la acelasi
epitop ca un anticorp cuprinzand o regiune HCDRI cuprinzand secventa SYVMH (SEQ ID NO:
1), o regiune HCDR2 cuprinzdnd secventa NPYNDG (SEQ ID NO: 2), o regiune HCDR3
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cuprinzand secventa GTYYYGTRVFEDY (SEQ ID NO: 3), o regiune LCDRI1 cuprinzand secventa
RSSKSLQNVNGNTYLY (SEQ ID NO: 4), o regiune LCDR2 cuprinzand secventa RMSNLNS
(SEQ ID NO: 5), si o regiune LCDR3 cuprinzand secventa MQHLEYPIT (SEQ ID NO: 6).

in realizri, anticorpul specific pentru CD19 cuprinde o regiune HCDRI de secventi
SYVMH (SEQ ID NO: 1), o regiune HCDR2 de secventa NPYNDG (SEQ ID NO: 2), o regiune
HCDR3 de secventa GTYYYGTRVFDY (SEQ ID NO: 3), o regiune LCDRI1 de secventa
RSSKSLQNVNGNTYLY (SEQ ID NO: 4), o regiune LCDR2 de secventa RMSNLNS (SEQ ID
NO: 5), si o regiune LCDR3 de secventa MQHLEYPIT (SEQ ID NO: 6).

in realiziri, anticorpul specific pentru CD19 cuprinde un lant greu variabil de secventi
EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGYTFTSYVMHWVRQAPGKGLEWIGYINPY
NDGTKYNEKFQGRVTISSDKSISTAYMELSSLRSEDTAMYYCARGTYYYGTRVFDYWG
QGTLVTVSS (SEQ ID NO: 10) si un lant wusor variabil de secventa
DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLQNVNGNTYLYWFQQKPGQSPQLLIYR

MSNLNSGVPDRFSGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPITFGAGTKLEIK (SEQ

ID NO: 11).

Intr-o realizare anticorpul mentionat cuprinde un domeniu constant al lantului greu de
secventa

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPDVY
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFR
VVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPEEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNV

FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 12).

Intr-o realizare, anticorpul specific pentru CD19 cuprinde un domeniu constant al lantului
usor de secventa

RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDS
KD STYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC. (SEQ ID NO: 13).

Intr-o realizare, anticorpul specific pentru CD19 cuprinde un lant greu avand secventa
EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGYTFTSYVMHWVRQAPGKGLEWIGYINPYNDGTKY
NEKFQGRVTISSDKSISTAYMELSSLRSEDTAMYYCARGTYYYGTRVFDYWGQGTLVTVSS
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPDV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFR
VVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPEEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNV

FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 8)

Intr-o realizare, anticorpul specific pentru CD19 cuprinde un lant usor avand secventa
DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLQNVNGNTYLYWFQQKPGQSPQLLIYRMSNLN

SGVPDRFSGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPITFGAGTKLEIKRTVAAPSVFIF
PPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSST

LTLSK ADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO: 9)

De asemenea este divulgatd aici o compozitie farmaceutica. Compozitia poate cuprinde
un purtator acceptabil. Compozitia poate fi administratd intr-o cantitate eficienta.
Exemple
Exemplul 1: numérarea celulelor T si celulelor NK

Domeniul studiului clinic al MOR00208C201 a inclus evaluarea catorva biomarkeri
exploratori. Ca parte a acestei initiative, numararea celulelor periferice ale liniei de baza T gi NK a
fost efectuata la situsurile clinice.

Celulele T sunt un tip de limfocite (un subtip de celule albe din sange) care joaca un rol
central in imunitatea mediatd de celule. Ele pot fi distinse de alte limfocite, cum ar fi celulele B si
celulele NK, prin prezenta unui receptor de celuld T pe suprafata celulei.

Celule ucigase natural sau celulele NK sunt un tip de limfocite citotoxice critice pentru
sistemul imunitar nativ. Celulele NK furnizeaza raspunsuri rapide la celulele infectate viral,
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actionand 1n jurul a 3 zile dupa infectie, si raspund de formarea tumorii. De obicei, celulele imune
detecteaza complexul de histocompatibilitate majora (MHC) prezentat pe suprafetele celulelor
infectate, declansand eliberarea citokinelor, determinédnd lizarea sau apoptoza. Celulele NK sunt
unice, totusi, deoarece ele au abilitatea de a recunoaste celulele stresate in absenta anticorpilor si
MHC, permitand o reactie imunitara mult mai rapida.

Materiale si Metode

TriTest CD3 FITC/CD16+CD56 PE/CD45 PerCP (cu tuburi TruCOUNT), BD Stiinte
biologice, Cat: 340403 (US); 342442 (Europa). Pipete si varfuri de pipete capabile sa livreze
20uL, 50uL si 450uL, Gilson Inc. FACS Lysing Solutions, BD Biosciences, Cat: 349202.
Instrumente: citometru de flux, Vortex
Fundal de citometrie de flux:

Sange integral este colorat cu anticorpi marcati cu fluorocrom (reactivi TriTEST) care se
leaga specific la antigenii de suprafata ai leucocitelor. Celulele traverseaza raza laser si disperseaza
lumina laser. Celulele colorate devin fluorescente. Aceste dispersii si semnale de fluorescenta,
detectate de instrument, furnizeaza informatia despre dimensiunea celulei, complexitatea interna,
si intensitatea fluorescentd relativd. Reactivii TriTEST utilizeaza fluorescenta declansand,
permitdnd consemnarea filtrarii directe a fluorescentei populatiei de limfocite de celule NK si T
pentru a reduce contaminarea celulelor rosii din sdnge nelizate sau nucleate din grup.

Colorare

Pentru fiecare mostra a pacientului, un tub TruCOUNT a fost etichetat cu un numar de
identificare al mostrei. 20uL de reactiv TriTEST CD3/CD16+CD56/CD45 a fost pipetat pe fundul
tubului. 50pL de sange integral anticoagulat bine amestecat, a fost pipetat pe fundul tubului.
Sangele anticoagulat (EDTA) depozitat la temperatura camerei (20-25°C) trebuie sa fie colorat in
24 ore de la prelevaresi analizat in 6 ore de la colorare (pastrat la temperatura camerei si protejat
de lumina). Tubul a fost vortexat usor la un maestec. Tubul a fost incubat timp de 15 minute in
intuneric la temperatura camerei (20-25°C). S-au addugat 450uL de solutie de lizare 1X FACS la
tub. Tubul a fost vortexat si incubat din nou timp de 15 minute in intuneric la temperatura camerei
(20-25°C).

Utilizand tuburi TruCOUNT, un volum cunoscut de mostra este colorat direct intr-un tub
TruCOUNT. Peletul liofilizat in tub se dizolva, eliberand un numar cunoscut de perle fluorescente.
in timpul analizei, numarul absolut (celule/uL) de celule pozitive din mostra poate fi determinat
prin compararea evenimentelor celulare cu evenimentele perlelor.

Citometrie de flux

Celulele au fost vortexate bine (la viteza micd) pentru a reduce agregarea inainte de
rularea lor pe citometrul de flux.
Analizele datelor

Graficul punctual CD45 vs SSC a fost inspectat vizual. Limfocitele apar ca populatie
celulara stralucitoare, compacta, cu SSC mic pana la moderat. Monocitele (M) si granulocitele (G)
apar ca populatii distincte. Analiza a fost completatd cand populatiile celulare de monocite si
limfocite au prezentat o separare clara.

Limfocitele au fost mai intai consemnate ca populatie celulare pozitiva la CD45, cu SSC
mic. CD16/CD56 vs CD3 au fost preselectate. Celulele T (T) ar trebui sd apara ca clusteri pozitiv
CD3 compacti stralucitori. Celulele NK (NK) ar trebui sé apard ca clusteri pozitivi CD16/CD56
compacti stralucitori. Gruparea a fost completata si celulele T, si NK au fost numarate.

Numerele evenimentelor de perle au fost ficute utilizdnd un grafic CD16/CD56 vs CD3
fara nici un grup preselectat. Perlele ar trebui sa apara ca cluster dublu pozitiv PE/FITC.
Calcularea numerelor absolute

Numarul absolut (celule/ul. de singe) de celule T sau celule NK in mostrda a fost
determinat prin compararea evenimentelor celulare cu evenimentele cu perle. A fost facutd analiza
datelor fie cu software-ul MultiSET sau fie manual (utilizand CellQuest sau alt software). Pentru
numadrarea manuala, numarul (#) de evenimente pozitive obtinute celular a fost divizat cu numarul
(#) de evenimente obtinute cu perle, apoi multiplicat cu (numarul de perle total TruCOUNT
(dependent de lot) divizat cu volumul mostrei de sange integral de 50 pL). Rezultatul este numarul
absolut de celule pe microlitru.

Ecuatie:

numar de evenimente in grup

confinand populatia celulara
(T sau NK) # de perle TruCOUNT total

= " A = =
numar de evenimente grup 2 a0yl sange integral
confinand populatie de perle

= #eelule /il sange
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Exemplu:
2709 celule T 51 667 total
obinute perle in tub

- * = Z80 celule T /y| sange
10 000 perie obtinute S0l

Exemplul 2: Cuantificare CD16 pe celule NK

Ca o parte din studiul clinic al MOR00208C201, CD16 (un biomarker explorator) a fost
cuanitificat pe celulele NK periferice centralizat de catre ICON Central Laboratories
(Farmingdale, New York).

Materiale si Metode

Anticorpi: CD45 AmCyan (Clona 2D1, BD Biosciences, Cat# 339192); CD3 FITC
(Clond UCHT1, BioLegend, Cat#300406); IgG FITC de soarece (Clona MOPC-21, BioLegend,
Cat#400110); CD16 PE (Clond 3G8, BioLegend, Cat#302008); MOR00208; 1gG PE de soarece
(Clonda MOPC-21, BiolLegend, Cat#400114); CD56 PerCP-Cy5,5 (Clona HCD56, BiolLegend,
Cat#318322); si IgG PerCP-Cy5,5 de soarece (Clona MOPC-21, BioLegend, Cat#400150).

Material: expediat izolat PharmaTherm (Intelsius, Catalog # PHT014); tun de preparare
celulard mononuclear BD Vacutainer® CPT™ - Heparina sodica (16x125 mm / 8mL) (BD,
Catalog # 362753); tuburi cu fund rotund BD Falcon™ de 12x75 mm (BD, Catalog # 352052);
perle CS&T (BD Biosciences Cat # 642212); Ser fetal bovin (FBS), inactivat termic (Sigma
F4135, sau echivalent); Dulbecco's PBS fara Ca* si Mg™ (Gibco, Cat #14190, sau echivalent);
BD Falcon, filtru celular, 100 um, galben (BD Biosciences, Cat#352360); tampon FACS, 3% FBS
inactivat termic in 1X DPBS; Apa deionizatd, stoc de laborator; gheatd zdrobita (umeda); galeata
cu gheatd; folie de aluminiu; tuburi conice, 50 mL; tuburi conice, 15 mL; varfuri de pipete sterile,
de filtrare; tampon de lizare BD Pharm Lyse (BD Biosciences, Cat#555899); trusa de colorare cu
violet a celulelor moarte fixabila ViViD LIVE/DEAD®, pentru excitatie la 405 nm (Life
Technologies, Cat# L34955); perle reactive ArC Amina (Life Technologies, Cat# A10346); perle
BD QuantiBRITE (BD Biosciences, Cat# 340495); si retea de nailon de 52 um (Miami Aqua
Culture, pentru Cat: Nylon 52 pm, 32% suprafata deschisa tesutd in material).

Echipament: Centrifugd (capacitate de inghetare); agitator de laborator (Tube rocker);
amestecdtor Vortex; hotd cu curgere laminara; incubator (setat la 37°C, 5% CO>); Advia (contor
celular); citometru de flux BD FACSCANTO II; recipient Desi-Vac™, 1,5 litri (VWR,
Cat#62344-930); indicator de umiditate Sponge™ (VWR, Cat# 61161-319); si urmdritor de
umiditate pe un card (VWR, Cat#15551-012).

Tabelul 1. Panoul de testare al cuantificarii CD16 pentru PBMC (celule mononucleare din singele
periferic)

Descrierea |#tub |V450 AmCyan FITC PE PerCP-Cy5,5 APC
ionului

Tub de|l ViViD |CD45 MslgG [MsIgG |MsIgG
control |

CD16 ABC |2 ViViD |CD45 CD3 CD16 CD56

PBMC Proceduri de preparare si marcare

Sangele periferic al pacientului a fost colectat in tuburi CPT si transportat peste noapte
din situsurile clinice la laboratorul central in transporataoare izolate. Tuburile CPT au fost
centrifugate timp de 25 min la 1800 x g la temperatura camerei cu frand la ON. Dupa centrifugare,
tuburile CPT au fost imediat inversate si plasate timp de 10 min pe agitatorul de laborator la un
strat de PBMC resuspendat in plasma autologa si au rezolvat majoritatea agregatelor celulare
formate. In conditii sterile, suspensia omogenizati de PBMC/plasma a fost decantatd incet in
centrul unui filtru celular de 100 pm asezat pe partea superioara a unui tub conic steril de 50 mL.
Un volum egal de 1X DPBS a fost adaugat la suspensia de PBMC/plasma (aproximativ 4 mL) intr-
un tub conic de 15 mL. Tuburile au fost centrifugate la 300 x g timp de 10 min la 4°C si
supernatantul a fost indepartat. Tuburile au fost vortexate pentru a resuspenda peletul celular.
Peletul celular a fost spilat cu DBPS, centrifugat, supernatantul a fost indepartat si resuspendat
prin vortexare. Suspensia spalatd de PBMC a fost addugata intr-o eprubetd Eppendorf continand 1
uL de stoc de solutie ViViD; s-a incubat timp de 15 min pe gheata si s-a tinut la intuneric (acoperit
cu folie de aluminiu). PBMC-urile colorate ViViD au fost transferate intr-un tub conic nou
etichetat si apoi s-a adaugat tampon FACS rece cu gheatd. Celulele au fost centrifugate si
vortexate din nou pentru resuspendare. Tuburile Falcon de polistiren au fost etichetate pentru
fiecare mostra (Tabelul 1). Anticorpii sau anticorpii de control ai izotipului au fost adaugati la
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tuburile adecvate. Alicota PBMC-urilor colorate ViViD a fost adaugata la fiecare tub (Tabelul 1).
Tuburile au fost vortexate si incubate. S-a adaugat tamponul FACS si celulele au fost centrifugate
si vortexate din nou pentru resuspendare. S-a adaugat tampon de lizare BD Pharm Lyse, si celulele
au fost vortexate, centrifugate si aspirate pentru a indeparta supernatantul si vortexate din nou
pentru resuspendare. Tamponul FACS a fost adaugat din nou si celulele au fost centrifugat si
vortexate din nou pentru resuspendare. Mostrele au fost apoi obtinute pe citometrul FACSCanto 11
si ABC-urile (anticorpi legati pe celuld) au fost estimate din MFI standardizat cum s-a descris
in Lyer S, si colab., Expression of CD69 on activated T cells using R-phycoerythrin labeled beads,
Citometry, 1996; #AC78 (Suppl,8):113 si Lyer S., si colab., QuantiBRITE: A New Standard for
Fluorescence Quantification, Becton Dickinson Immunocitometry Systems, San Jose, CA. 1997.
White Paper.
Exemplul 3: studiu NHL

Studiul anticorpului anti-CD19 optimizat Fc (MOR00208) pentru a trata limfomul non-
Hodgkin (NHL) ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01685008 nu mai recruteaza.
Criteriile de includere au fost dupa cum urmeazi:

1. Pacienti barbati sau femei cu varsta > 18 ani.

2. Diagnostic confirmat histologic in conformitate cu clasificarea REAL/WHO, a urmatoarelor
limfoame ale celulei B: a.FL, b.MCL, ¢.DLBCL, d.alte NHL indolente (de ex., MZL/MALT).

3. NHL-ul pacientului trebuie sa fi progresat dupa cel putin 1 regim anterior continand rituximab.
4. Un situs al bolii masurabil prin imagistica prin rezonantd magneticd (MRI) sau scanare prin
tomografie computerizata (CT) definit ca cel putin o leziune care méasoara cel putin 1,5 x 1,5 cm,
cu exceptia: doar pentru pacientii cu MCL, pot fi inscrisi pacientii cu boald nemasurabild dar cu
situsuri evaluabile (mdduva osoasa, splind, sange periferic, tract gastrointestinal).

5. Pacientii care anterior au primit un transplant autolog de celuld stem trebuie sa aiba cel putin 4
saptamani dupa transplant inainte de studiul de administrare a medicamentului si trebuie sa nu fi
prezentat o recuperare hematologica totala.

6. Intreruperea tratamentului anterior cu anticorp monoclonal (cu exceptia rituximab) sau a
administrarii de radioimunoterapie cu cel putin 60 zile inainte de administrarea medicamentului de
studiu.

7. Oprirea administrarii de rituximab cu cel putin 14 zile inainte de vizita de analiza si confirmarea
ca nu a avut nici un raspuns sau progres al bolii dupa tratamentul cu rituximab.

8. Pacienti cu DLBCL care au avut o scanare tomograficdi cu emisie de pozitroni
[18F]fluorodeoxiglucoza (FDG-PET) la linia de baza (criteriu de raspuns Cheson).

9. Speranta de viata > 3 luni.

10. Starea de performantda ECOG < 3.

11. Criteriile de laborator la analizi: a) numarul absolut de neutrofile (ANC) > 1,0 (1000/mm?) b)
numarul de trombocite > 75 x 109/L fara transfuzii anterioare in 10 zile ale primului studiu de
administrare a medicamentului. ¢) hemoglobina > 8,0 g/dL (poate a fost transfuzata). d) creatinina
serica < 2,0 x limita superioara de normal (ULN). e) bilirubina totald < 2,0 x ULN. f) transaminaza
de alanina (ALT) si aminotransferaza de aspartat (AST) <2,5 x ULN.

12. Daca o femeie se afld la varsta fertild, trebuie confirmat un test negativ de sarcina inainte de
inscriere §i utilizarea unei contraceptii cu bariera dubld, a contraceptivelor orale plus
contraceptivele cu bariera, sau trebuie confirmat ca nu suferd de histeroctomie si/sau ooforectomie,
ligare tubulara supuse total documentate clinic.

13. Daca este barbat, o metoda de contraceptie de bariera efectiva trebuie sa fie utilizata in timpul
studiului si timp de 3 luni dupa ultima doza daca pacientul este activ sexual cu o femeie aflata la
varsat fertila.

14. Capabil sa fie conform cu toate procedurile 1inrudite cu studiul, sa utilizeze medicatia, si
evaluarile.

15. Capabil si inteleaga si sd dea consimtdmantul informat scris si sa fie conform cu protocolul de
studiu.

Criteriile de excludere au fost dupa cum urmeaza:

1. Tratament anterior cu chimioterapie citotoxicd, imunoterapie, radioterapic sau altd terapie
specifica limfomului in termen de 14 zile Tnainte de vizita de analiza sau pacientul nu s-a recuperat
din efectele secundare ale terapiei anterioare specifice limfomului.

2. Tratament cu un agent investigational sistemic in termen de 28 zile inainte de vizita de analiza.
3. Tratamentul anterior cu un anticorp anti-CD19 sau fragmente.

4. Transplant anterior de celula stem alogenica.
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5. Hipersensibilitate cunoscutd sau suspectatd la continutul excipientilor din formularea
medicamentoasa a studiului.

6. Boala cardiovasculara semnificativa clinic sau insuficientd cardiacd, cardiomiopatie, aritmie
preexistentd semnificativa clinic, infarct miocardic acut n 3 luni de la inscriere, angina pectorala

5 in 3 luni de la inscriere.
7. Dovada clinica sau de laborator de hepatita B sau hepatita C active.
8. Istoric de infectie HIV.
9. Orice infectie sistemica activa (virala, fungald, sau bacteriand) necesitdnd terapie activa cu
antibiotic parenteral in decurs de 4 saptdmani de administrare a medicamentului de studiu.
10 10. Tratamentul curent cu agenti imunosupresivi altii decat corticosteroizii prescrisi (nu mai mult
de 10-mg echivalent de prednison).
11. Interventie chirurgicald majord sau terapie cu radiatie in decurs de 4 sdptdmani inainte de
prima administrare a medicamentului de studiu.
12. Boli sistemice (cardiovasculare, renale, hepatice, etc) care ar impiedica tratamentul studiului in
15  opinia investigatorului.
13. Istoricul sau dovada clinica a unei boli a sistemului nervos central (CNS), meningeal, sau
epidural, incluzand metastaza creierului.
14. Tratament activ/chimioterapie pentru o altd malignitate primara in decursul ultimilor 5 ani.
15. Sarcind sau alaptare la femei si femei la varsta fertila care nu folosesc o metoda acceptabila de
20 control al nasterii.
16. Istoric de neconformitate la regimurile medicale sau pacienti care sunt considerati potential
nedemni de incredere si necooperanti.
Pacientii au fost tratati cu MOR00208 dupa cum urmeaza. Pacientii au fost tratati cu doua
cicluri de 28 zile, unde MOR00208 a fost dat la o doza de 12 mg/kg in zilele 1, 8, 15, si 22. La
25  sfarsitul celor doua cicluri, pacienti avand boald stabila sau mai buna au fost tratati cu un al treilea
ciclu de 28 zile aplicand acelasi regim de dozare si program ca in primele doua cicluri. La sfarsitul
celui de al treilea ciclu, pacientii avand raspuns partial sau mai bun au trecut la intretinere. La
intretinere, MOR00208 a fost dat la o doza de 12 mg/kg la fiecare 14 sau 28 zile pana la progresul
bolii.
30 La finalul studiului, caracteristicile pacientului au fost dupa cum urmeaza:
Tabelul 2:
Caracteristici ale liniei de baza
Caracteristica DLBCL iNHL MCL Total
n=35 n=45 n=12 n=92
Varsta, ani Medie 71 66 64,5 66,5
Sex Masculin 24 (69) 21 (47) [11(92) |56 (61)
ECOG PS 0 20 (57) 33(73) [7(58) 60 (65)
1 12 (34) 11(24) 14 (33) 27 (29)
2 3(9) 1(2) 1(8) 5 (5)
Refractar la rituximab Da 24 (69) 22 (49) |6 (50) 52 (57)
Nu 11 (31) 23(51) |6 (50) 40 (43)
Ultima doza de rituximab <6 mos 14 (40) 6 (13) 1(8) 21 (23)
Transplant anterior de celuld stem Da 2 (6) 7 (16) 1(8) 10 (11)
DoR la ultima terapie anterioara >12 luni 3(9) 18 (40) |4 (33) 25 (27)
<12 luni 26 (74) 25(56) |7 (58) 58 (63)
Necunoscut 6 (17) 2 (4) 1(8) 9 (10)
Numair de celule NK al liniei de baza >100 celule/ul |19 (54) 23 (51) [8(67) 51 (55)
<100 celule/ul |11 (31) 8 (18) 1(8) 20 (22)
Necunoscut 5(14) 14 (31) |3 (25) 21 (23)
Expresia CD16 a liniei de bazd asupra|> 60000 ABC-|15 (43) 33(73) (542 53 (58)
celulelor NK uri
< 60000 ABC-|11 (31) 5(11) 4 (33) 20 (22)
uri
Necunoscut 9 (26) 7 (16) 3 (25) 19 (21)
Nuumarul de celule T al liniei de baza > 500 celule/ul |20 (57) 26 (58) [8 (67) 54 (59)
<500 celule/ul [10 (29) 6 (13) 1(8) 17 (18)
Necunoscut 5(14) 13(29) [3(25) 21 (23)
FcyRllla Afinitate 5(14) 4(9) 1(8) 10 (11)
ridicata
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Caracteristici ale liniei de baza
Caracteristica DLBCL iNHL MCL Total
n=35 n=45 n=12 n=92
Afinitate 27 (77) 28 (62) 9 (57) 64 (70)
scazutd
Necunoscut 3(9) 13(29) |2(17) 18 (20)
FcyRlla Afinitate 11 (31) 10 (22) 3 (25) 24 (26)
ridicata
Afinitate 21 (60) 22 (49) 7 (58) 50 (54)
scazutd
Necunoscut 3(9) 13(29) |2(17) 18 (18)

DLBCL, limfom difuz cu celule B mari; ECOG PS, stare de performanta conform Eastern
Cooperative Oncology Group; iNHL, limfom non-Hodgkin indolent (include limfom folicular si
alte iINHL); MCL, limfom cu celule de manta; mos, luni. (%)

5 Alte iNHL inseamnd un grup eterogen de tipuri de NHL nespecificate suplimentar
indolente, neagresive, de exemplu limfom al celulei marginale, limfom al zonei marginale, si
limfom al tesutului limfoid asociat cu mucoasa (MALT).

Obiectivele finale cheie primare §i secundare au fost dupd cum urmeaza:
* Primar:
10 e rata globala de raspuns (ORR) = CR+PR
* Secundar:
e  ratade control a bolii (DCR) = CR+PR+SD
e  progresul de supravietuire libera (PFS)
Tabelul 3:
Réspuns
Cel mai bun rispuns global,* n (%) DLBCL n=35 [iNHL'n=45 MCL n=12 |Total n=92
Raspuns complet, CR 2 (6) 5 (11) 0 7(8)
Raspuns partial, PR 7 (20) 8 (18) 0 15 (16)
Boala stabild, SD 5(14) 20 (44) 6 (50) 31 (34)
Boala progresiva 11 (31) 7 (16) 5 (42) 23 (25)
Neevaluabil* 10 (29) 5(11) 1(8) 16 (17)
DCR (CR+PR+SD) 14 (40) 33 (73) 6 (50) 53 (58)
ORR (CR+PR/toti pacientii) 9 (26) 13 (29) 0 22 (24)
ORR (CR+PR/pacientii evaluabili®) 9 (36) 13 (33) 0 22 (29)

Datele sunt n (%). *Evaluat de investigator. Include limfom folicular si alte NHL-uri indolente. $Evaluarea
raspunsului post-linia de baza neefectuatd/date indisponibile. §n=25, 40, 11 si respectiv 76. DCR, rata de control
a bolii; DLBCL, limfom difuz cu celule B mari; iNHL, limfom non-Hodgkin indolent; MCL, limfom cu celule
de manta, ORR, rata globala de raspuns.

15
Criteriile de raspuns in acest studiu sunt cele cum s-au definit in Tabelul 4. Toate din
acestea sunt pe baza criteriilor de raspuns ale International Working Grup (2007).
Tabelul 4: Criterii de raspuns
Rispuns |Definitie Mase nodale Splina, ficat Miduva osoasi
CR Disparitia tuturor|a) avid FDG sau PET pozitiv|Nepalpabil, nodulii au|Infiltratul eliminat la
dovezilor de boala |inainte de terapie; a fost|disparut repetarea biopsiei; daca
permisa masa de orice a fost nedeterminat de
dimensiune dacd PET a fost morfologie,
negativ imunohisto-chimia  ar
b) Avid variabil FDG sau trebui sa fie negativa
PET negativ; regresie la
dimensiune normala pe CT
PR Regresie a bolii|j> 50% scadere in SPD de[> 50% scéddere in SPD a|lrelevanta daca a fost
masurabild si nici|pand la 6 cea mai mare masanodulilor (pentru nodulul|pozitivd  inainte de
un nou situs dominantd; nici o crestere in|singur cu cel mai marejterapie; tipul de celuld
dimensiune pe CT diametru  transversal);lar  trebui sa  fie
a) avid FDG sau PET pozitivjnici o  crestere  in|specificat
inainte de terapie; unul sau|dimensiunea ficatului sau
mai multe PET pozitive la|splinei
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Rispuns |Definitie Mase nodale Splina, ficat Miduva osoasi

situsurile implicate anterior

b) Avid variabil FDG sau
PET negativ; regresia pe CT

SD

Esuat in obtinereala) avid FDG sau PET pozitiv
de CR/PRsau PD |inainte de terapie; PET
pozitiv la situsurile anterioare
ale bolii si nici un nou situs
pe CT sau PET

b) Avid variabil FDG sau
PET  negativ; nici o
modificare in dimensiunea
leziunii anterioare pe CT

Boala

Orice noud leziune|Aparitia unei noi leziuni > 1,5> 50% crestere fatd de|{lmplicare noua
parit ! p

recidivatd [sau crestere cu >lcm pe orice axd, > 50%|limita inferioara in SPD-|recurenta

sau PD 50% a situsurilor|crestere in SPD de mai mult|ul oricarei leziuni

implicate anteriorjde un nodul, sau > 50%|anterioare
fata ~de limitalcrestere in diametrul cel mai
inferioara lung al unui nodul identificat
anterior > lcm pe axa scurtd

sau

Leziuni PET pozitive daca
limfomul este avid FDG sau
PET pozitiv inainte de terapie

Abrevieri: CR, remisie completd; FDG, [*®F]fluorodeoxiglucozi; PET, tomografie cu emisie de pozitroni; CT,
tomografie computerizata; PR, remisie partiald; SPD, suma produsului diametrelor; SD, boala stabila; PD, boala
progresiva
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DCR (CR+PR+SD) a fost considerat cel mai relevant obiectiv de eficacitate al analizei
caracteristicilor pacientului si biomarkerilor din acest studiu deoarece majoritatea pacientilor cu
SD au avut o reducere a leziunii tintd marcate dar conform proiectarii studiului nu au fost tratati
dupa ciclul 3. Corespunzator, pacientii avand SD au fost inclusi in analiza.

Cel putin urmatoarele caracteristici ale pacientilor au fost evaluate pentru a determina
daca a existat o corelatie intre caracteristica si DCR observat al pacientilor tratati cu anticorp anti-
CD19: a) varsta, b) sexul, ¢) daca pacienti au primit o doza de rituximab in ultimele 6 luni, d) daca
pacientii au fost refractari la rituximab, ¢) daca pacientii au FCgammaRllla ridicatd sau alele de
afinitate scazutd, f) dacad pacientii au FCgammaRIla ridicata sau alele de afinitate scazuta, g) daca
pacientii au avut o durata a raspunsului la tratamentul anterior mai mare de 12 luni, h) numarul de
celule T periferice al liniei de baza (celule/pl), i) numarul de celule NK periferice al liniei de baza
(celule / pl) si j) expresia CD16 a liniei de baza asupra celulelor NK periferice (anticorpi legatie pe
celule-ABC-uri).

Exemplul 1 si Exemplul 2 de mai sus au fost utilizate pentru a evalua numarul de celule
NK periferice al liniei de bazad, numarul de celule T si expresia CD16 a liniei de bazd asupra
celulelor NK periferice. Datele sunt prezentate in Tabelul 2.

O analiza a caracteristicilor de functionare ale receptorului (ROC) a fost utilizata pentru a
analiza predictivitatea, specifitatea i sensibilitatea §i pentru a determina minimele pentru
potentialii biomarkeri ai numarului de celule NK, numarului de celule T si expresiei CD16 (ABC-
uri) pe celulele NK periferice. Un grafic ROC afiseaza performanta unei metode de clasificare
binard cu iesire ordinald continud sau discretd. Prezintd sensibilitatea (proportia de observatii
pozitive clasificate corect) si specificitatea (proportia de observatii negatice clasificate corect)
deoarece pragul de iesire este deplasat de-a lungul intervalului de toate valorile posibile.
Vezi Swets JA: The Relative Operating Characteristics in Psychology. Science 1973, 182: 990-
1000, si Pepe MS: The statistical evaluation of medical tests for classification and prediction.
Oxford: Oxford University Press; 2003. In contextul ROC, aria de sub curba (AUC) masoard
performanta unui clasificator §i este aplicata frecvent pentru comparatia metodelor. O AUC mai
ridicata inseamna o clasificare mai bund. AUC pentru numarul de celule NK/T periferice si pentru
expresia CD16 asupra celulelor NK este 0,66, 0,53 si respectiv 0,61 (Figurile 3, 4 si 5).

In general determinarea minimului depinde de obiectivul catre care este directionata
respectiva metoda. Diferite criterii cum ar fi precizia maxima, raportul sanselor de diagnostic
maxim, rata de eroare minima, sensibilitatea maxima si/sau specificitatea maxima ar conduce la a
diferite determindri ale minimului. in plus, un echilibru intre mai multe astfel de criterii, de
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exemplu sensibilitate si specificitate ar conduce de asemenea la o determinare specificd a
minimului.

Prin urmare existd citeva metode sau criterii pentru selectarea minimului optim,
rapoartelor de probabilitate a diagnosticului sau prevalentei. Din cauza asimetriei curbei expresie
CD16-ROC (vezi Figura 4) majoritatea metodelor conduc la un minim de 60.000 ABC (punctele
cu distanta cea mai mare intre curba ROC si linia bisectoare) in timp ce, simetria curbei ROC a
numarului de celule NK (vezi Figura 3) explica de ce diferite valori pentru cel mai bun minim ar
putea fi obtinute cand se aplica diferite metode. In acest studiu particular, pentru ambii biomarkeri
o pondere mai mare a fost asignatd sensibilitatii si, prin urmare, 100 celule NK/ul si un nivel de
expresie CD16 de 60.000 ABC-uri, respectiv, au fost alese ca minime pentru a analiza DCR si PFS
in subgrupuri. Pentru numarul de celule T periferice, AUC este 0,53 si curba ROC este aproape de
bisectoare la orice valoare de specificitate si sensibilitate, prin urmare chiar selectarea a diferite
minime de 500 celule/pul nu a avut impact asupra rezultatelor negative ale analizei subgrupurilor
DCR si PFS.

Determinarea minimului poate fi echilibratd fie in favoarea sensibilitatii sau fie a
minimului optim, metoda ar fi diferita si se va avea in vedere un minim mai scazut pentru numarul
de celule NK. Intr-astfel de caz este determinat un minim de cel putin 50 celule NK/ul. Alternativ,
este determinat un minim de cel putin 60 celule NK/ul, cel putin 70 celule NK/ul, cel putin 80
celule NK/ul, cel putin 90 celule NK/pul sau cel putin 100 celule NK/pl.

Pentru maximizarea specificitatii metodei divulgate, minimul pentru numarul de celule
NK este crescut si este determinate intre cel putin 100 celule NK/ul pana la cel putin 150 celule
NK/ul. Prin urmare pentru maximizarea specificitdtii, este selectat un minim de cel putin 100
celule NK/pl, cel putin 110 celule NK/ul, cel putin 120 celule NK/ul, cel putin 130 celule NK/ul,
cel putin 140 celule NK/ul sau cel putin 150 celule NK/pl.

Valorile minime determinate in acest studiu particular (100 celule NK/ul si un nivel de
expresie CD16 de 60.000 ABC-uri) au fost utilizate pentru urmétoarele analize statistica.

Graficele Forest au fost utilizate pentru a analiza toate caracteristicile si biomarkerii
pacientului pentru a determina corelatia caracteristicii individuale cu DCR. Rezultatele sunt
prezentate in Figura 7. Pe baza analizei graficului Forest a diferitelor caracteristici ale pacientului
si corelatia acestora cu DCR, la pacientii cu DLBCL si iNHL urmatoarele caracteristici au
prezentat diferente semnificative statistic: 1) numarul de celule NK periferice al liniei de baza de
cel putin 100 celule/pul si expresia CD16 a liniei de baza asupra celulelor NK periferice de cel
putin 60.000 ABC-uri (? valoare p neajustatid = 0,029/0,003) (Figura 7).

Pentru a asigura ca expresia CD16 si numarul de celule NK au fost caracteristici
independente, care nu s-au influentat una pe cealaltd, a fost ficutd o analiza de corelatie
parametricd i neparametrica. Datele de expresie CD16 si numar de celule NK au fost disponibile
pentru 51 pacienti. R Pearson a fost 0,019 cu o valoare p bidirectionala = 0,9 si r Spearman a fost
0,036 cu 0 valoare p bidirectionald = 0,8. Rezultatele sunt reprezentate grafic in Figura 6. in
concluzie, expresia CD16 si numarul de celule NK la pragurile determinate nu sunt corelate, prin
urmare, ele sunt considerate predictori complet independenti de probabilitate a unui pacient de a
beneficia de tratamentul cu MORO00208.

Urmatoarele caracteristici nu au fost gasita ca fiind predictive de DCR: a) varsta, b) sexul,
¢) dacd pacienti au primit o doza de rituximab in ultimele 6 luni, d) daca pacientii au fost refractari
la rituximab, e) dacd pacienti au FCgammaRllla ridicatd sau alele de afinitate scazuta, f) daca
pacienti au FCgammaRIIa ridicata sau alele de afinitate scazutd, g) daca pacienti au avut o duratd a
raspunsului la tratament mai mare de 12 luni, sau h) numarul de celule T periferice al liniei de
baza. Vezi Figura 7.

Ambele 1) numaérul de celule NK periferice al liniei de baza si 2) expresia CD16 a liniei
de baza asupra celulelor NK periferice au prezentat o corelatie clard cu raspunsul pacientului la
terapia cu MORO00208. Specific, pacientii avand un numar de celule NK periferice al liniei de baza
de cel putin 100 celule/pl s-au corelat cu o ratd mai ridicata de control a bolii (DCR). DCR include
pacientii cu raspuns complet (CR) + raspuns partial (PR) + boala stabild (SD). In plus, pacientii
avand o expresie CD16 a liniei de baza asupra celulelor NK periferice de cel putin 60.000 ABC-uri
S-au corelat cu ratd mai ridicata de control a bolii (DCR).

Progresul de supravietuire liberda (PFS) este lungimea in timp din timpul si de dupa
tratamentul unei boli, in care un pacient trdieste cu boala dar nu se inrautateste. Acesta este un
obiectiv important suplimentar al unui studiu clinic, si un indicator al eficacitatii la pacienti. PFS a
fost comparat in urmatoarele caracteristici ale pacientului: a) numarul de celule NK periferice al
liniei de baza de cel putin 100 celule/ul sau mai mic, b) expresia CD16 a liniei de baza asupra
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celulelor NK periferice de cel putin 60.000 ABC-uri sau mai mic, si ¢) numarul de celule T
periferice al liniei de baza de cel putin 500 celule/ul sau mai mic. Rezultatele sunt prezentate in
Figurile 8-10. The PFS comparand pacientii avand numarul de celule NK de cel putin 100
celule/pl in comparatie cu pacienti avand numere de celule NK mai scazute a prezentat o diferenta
semnificativa statistic cu o ORE de 0,1561 (valoare p de rang log neajustata = 0,0003). Acest lucru
confirma in plus predictivitatea numarului de celule NK in rdspunsul pacientilor tratati cu
MORO00208 al acelor pacienti avand CLL, NHL, ALL sau SLL.
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(57) Revendicari:

1. O metoda de identificare a unui subiect avand limfom non-Hodgkin (NHL) care este
responsiv la tratamentul cu un anticorp anti-CD19, respectiva metoda cuprinzand:
a. furnizarea unei mostre de sdnge obtinute de la respectivul subiect inainte de tratamentul
cu respectivul anticorp anti-CD19,
b. determinarea nivelului a cel putin unui biomarker din respectiva mostra selectat din
grupul constand din:
i. numarul de celule NK periferice, si
ii. nivelurile de expresie CD16 asupra celulelor NK periferice,
¢. compararea nivelului respectivului cel putin un biomarker din respectiva mostra cu un
nivel minim predeterminat,
in care nivelurile respectivului cel putin un biomarker la, sau peste nivelul minim
predeterminat este indicator al unui subiect care ar beneficia de tratamentul cu un anticorp anti-
CD19.

2. Metoda in conformitate cu revendicarea 1, in care minimul predeterminat al respectivului
biomarker este:

a. un numar de celule NK periferice al liniei de baza de cel putin 50 celule/pl, sau

b. nivelurile de expresie CD16 ale liniei de baza asupra celulelor NK periferice de cel putin
60.000 ABC-uri.

3. Metoda in conformitate cu revendicarea 1 sau 2, in care minimul predeterminat al
respectivului biomarker este:
a. un numar de celule NK periferice al liniei de baza de cel putin 60 celule/pl.

4. Metoda in conformitate cu oricare dintre revendicarile precedente, in care minimul
predeterminat al respectivului biomarker este:

a. un numar de celule NK periferice al liniei de baza de cel putin 70 celule/pl.

5. Metoda in conformitate cu oricare dintre revendicarile precedente, in care minimul
predeterminat al respectivului biomarker este:

a. un numar de celule NK periferice al liniei de baza de cel putin 80 celule/pl.

6. Metoda in conformitate cu oricare dintre revendicarile precedente, in care minimul
predeterminat al respectivului biomarker este:
a. un numar de celule NK periferice al liniei de baza de cel putin 100 celule/pl.

7. Metoda in conformitate cu oricare dintre revendicarile precedente, in care minimul
predeterminat al respectivului biomarker este:

a. nivelurile de expresie CD16 ale liniei de baza asupra celulelor NK periferice de cel putin
60.000 ABC-uri.

8. Metoda in conformitate cu oricare dintre revendicarile precedente, in care anticorpul
anti-CD19 cuprinde o regiune HCDRI1 cuprinzand secventa SYVMH (SEQ ID NO: 1), o regiune
HCDR2 cuprinzand secventa NPYNDG (SEQ ID NO: 2), o regiune HCDR3 cuprinzand secventa
GTYYYGTRVFDY (SEQ ID NO: 3), o regiune LCDR1 cuprinzand secventa
RSSKSLQNVNGNTYLY (SEQ ID NO: 4), o regiune LCDR2 cuprinzand secventa RMSNLNS
(SEQ ID NO: 5), si o regiune LCDR3 cuprinzand secventa MQHLEYPIT (SEQ ID NO: 6).
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9. Metoda in conformitate cu oricare dintre revendicarile precedente, in care anticorpul
anti-CD19 cuprinde un lant greu variabil de secventa

EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGYTFTSYVMHWVRQAPGKGLEWIGYIN
PYNDGTKYNEKFQGRVTISSDKSISTAYMELSSLRSEDTAMYYCARGTYYYGT
RVFDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 10) si un lant usor variabil de secventa
DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLQNVNGNTYLYWFQQKPGQSPQLLI

YRMSNLNSGVPDRFSGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPITFGAG
TKLEIK (SEQ ID NO: 11).

10. Metoda in conformitate cu oricare dintre revendicarile precedente, in care anticorpul
anti-CD19 cuprinde un lant greu avand secventa

EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGYTFTSYVMHWVRQAPGKGLEWIGYIN
PYNDGTKYNEKFQGRVTISSDKSISTAYMELSSLRSEDTAMYYCARGTYYYGT
RVFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEP
VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP
SNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPDVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPEEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSL
TCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRW
QQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 8) si un lant usor avand secventa

DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLQNVNGNTYLYWFQQKPGQSPQLLI

YRMSNLNSGVPDRFSGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPITFGAG
TKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQ
SGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKS
FNRGEC (SEQ ID NO: 9).

11. Metoda in conformitate cu oricare dintre revendicarile precedente, in care limfomul
non-Hodgkin este selectat din grupul constand din limfom folicular, limfom limfocitar mic,
limfom al tesutului limfoid asociat cu mucoasa, limfom al zonei marginale, limfom difuz cu celule
B mari, limfom cu celule marginale, limfom Burkitt gi limfom cu celule de manta.

12. Un anticorp anti-CD19 pentru utilizare in tratamentul unui pacient avand limfom non-
Hodgkin (NHL), in care pacientul este identificat in conformitate cu o metoda din oricare dintre
revendicdrile anterioare.

13. Metoda in conformitate cu oricare dintre revendicarile 1-11 sau anticorpul anti-CD19
pentru utilizare conform revendicérii 12, in care limfomul non-Hodgkin este limfom difuz cu
celule B mari.

14. Metoda in conformitate cu oricare dintre revendicarile 1-11 sau anticorpul anti-CD19
pentru utilizare conform revendicarii 12, in care limfomul non-Hodgkin este limfom folicular.

15. Metoda in conformitate cu oricare dintre revendicarile 1-11 sau anticorpul anti-CD19
pentru utilizare conform revendicérii 12, in care limfomul non-Hodgkin este limfom cu celule
marginale.

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

Secventa de aminoacizi a domeniului greu variabil al MOR00208 este (CDR-urile
sunt bolduite si subliniate):

EVOLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGYTFTSYVMHWVRQAPGKGLEWIGYI
NPYNDGTKYNEKFQGRVTISSDKSISTAYMELSSLRSEDTAMYYCARGTYYY
GTRVFDYWG QGTLVTVSS (SEQ ID NO: 10)

Secventa de aminoacizi a domeniului usor variabil al MOR00208 este (CDR-urile
sunt bolduite si subliniate):

DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLANVMNGNTYLYWFQOQKPGQSPQL
LIYRMSNLNSGVPDRFSGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPITFG
AGTKLEIK (SEQ ID NO: 11)

Secventa de aminoacizi a HCDR1 a MOR00208 este: SYVMH (SEQ ID NO: 1)

Secventa de aminoacizi a HCDR2 a MOR00208 este: NPYNDG (SEQ ID NO: 2)

Secventa de aminoacizi a HCDR3 a MOR00208 este: GTYYYGTRVFDY (SEQ ID
NO: 3)

Secventa de aminoacizi a LCDR1 a MOR00208 este: RSSKSLANVNGNTYLY (SEQ
ID NO: 4)

Secventa de aminoacizi a LCDR2 a MOR00208 este: RMSNLNS (SEQ ID NO: 5)

Secventa de aminoacizi a LCDR3 a MOR00208 este: MQHLEYPIT (SEQ ID NO: 6)

Figura 2

Secventa de aminoacizi a lantului greu al MOR00208 este:

EVOLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGYTFTSYVMHWVYROQAPGKGLEWIGYINPYN
DGTKYNEKFOQGRVTISSDKSISTAYMELSSLRSEDTAMYYCARGTYYYGTRVFDYWGQGTL
VTVESASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLYKDYFPEPYVTVSWNSGALTSGVHTFPAY
LOSSGLYSLSSVVTVPSSELGTATYICNVNHKPSNTKYDKKVYEPKSCOKTHTCPPCPAPELL
GGPDVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
FNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPEEKTISKTKGQOPREPQVYTLPPSRE
EMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLESPGK (SEQ 1D NO: 8)

Secventa de aminoacizi a lantului usor al MOR00208 este:

DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLANVNGNTY LYWFQQKPGQSPQLLIYRMSNLN
SGVPDRFSGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPITFGAGTKLEIKRTVAAPSVFIF
PPSDECQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALOSGNSQESYTEQDSKDSTYSLSST
LTLSK ADYEKHKVYACEVTHOQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO: 8)
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Figura 3

Determinarea minimului numarului de celule NK periferice prin analiza ROC
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Specificitate

Analiza caracteristicii de functionare a receptorului (ROC) a numarului de celule NK periferice
{celule/pl) ca un predictor pentru rata de control a bolii (CR, PR, DS vs PD, ET) la pacientii cu
DLBCL si iNHL. Sunt afisate diferite minime functie de valorile de specificitate si sensibilitate.
AUC = 0,66. CR-remisie completd, PR-remisie partiald, SD-boala stabild, PD-boala progresiva,
ET-terminare timpurie, ABC-antigeni legati la celula.

Figura 4

Determinarea minimului pentru expresia CD16 (ABC) prin analiza ROC
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Specificitate

Analiza caracteristicii de functionare a receptorului (ROC) a numarului de celule NK periferice
(celule/pl) ca un predictor pentru rata de control a bolii (CR, PR, DS vs PD, ET) la pacientii cu
DLBCL siiNHL. Sunt afisate diferite minime functie de valorile de specificitate si sensibilitate.
AUC = 0,61. CR-remisie completa, PR-remisie partiala, SD-boala stabila, PD-boala progresiva,
ET-terminare timpurie, ABC-antigeni legati la celula.
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Figura §

Determinarea minimului numarului de celule T periferice prin analizd ROC
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Specificitate

Analiza caracteristicii de functionare a receptorului (ROC) a numarului de celule NK periferice
(celuleiyl) ca un predictor pentru rata de control a bolii (CR, PR, DS vs PD, ET) la pacientii cu
DLBCL siiNHL. Sunt afisate diferite minime functie de valorile de specificitate si sensibilitate.
AUC = 0,53. CR-remisie completd, PR-remisie partiald, SD-boald stabild, PD-boald progresiva,
ET-terminare timpurie, ABC-antigeni legati la celula.

Figura 6
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ABC-antigeni legati pe celuld. Analizd de corelatie: r Pearson = 0,019 cu doud valori p terminal
=0,9; r Spearman neparametric = 0,036 cu doua valori p terminale = 0,8; n = 51.
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Figura 7. Grafic Forest cu analizd de subgrupa ratei de control a bolii
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Figura 8 Analiza subgrupelor de progres de supravietuire liberd (PFS)
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Pacientii fara evaluare radiologica a tumorii pest linie de baza au fost cenzurati
la linia de baza. PFS, progresul de supravietuire libera. Valoare p de rang log
neajustata = 0,0003.

Figura 9 Analiza subgrupelor de progres de supravietuire libera (PFS)
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Pacientii fara evaluare radiologica a tumorii post linie de baza au fost cenzurati
la linia de baza. PFS, progresul de supravietuire libera. Valoare p de rang log
neajustata = 0,1145
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Figura 10 Analiza subgrupelor de progres de supravietuire libera (PFS)
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Pacientii fara evaluare radiologica a tumorii post linie de baza au fost cenzurati
la linia de baza. PFS, progaresul de supravietuire libera. Valoare p de rang log
neajustata = 0,8436.
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