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Domeniul inventiei
Prezenta dezvaluire se refera la o terapie combinata care cuprinde un anticorp anti-
CD19 sau un fragment de anticorp al acestuia si celule T gamma delta (celule T yd) pentru

utilizarea Tn tratamentul leucemiei sau limfomului.

Contextul inventiei

CD19 este o dlicoproteina transmembranara de 95 kDa din superfamilia
imunoglobulinelor, care contine doua domenii extracelulare asemanatoare imunoglobulinei
si 0 coada citoplasmatica extinsa. Proteina este un receptor de suprafata de pan—limfocita B
Si este exprimata ubicuitar din primele stadii ale dezvoltarii pre-celulei B mai departe pana
cand este reglata in jos in timpul diferentierii terminale in celule plasmatice. Este specifica
liniei limfocitelor B si nu este exprimata pe celulele stem hematopoietice si alte celule imune,
cu exceptia unor celule dendritice foliculare. CD19 functioneaza ca un reglator pozitiv al
semnalizarii receptorului celulei B (BCR) si este important pentru activarea si proliferarea
celulelor B si in dezvoltarea raspunsurilor imune umorale. Actioneaza ca o molecula co-
stimulatoare in conjunctie cu CD21 si CD81 si este esentiala pentru raspunsurile celulelor B
la antigenele dependente de celulele T. Coada citoplasmatica a CD19 este asociata fizic cu
o familie de tirozin kinaze care declanseaza caile de semnalizare din aval prin intermediul
familiei src de protein tirozin kinaze. CD19 este o tinta atractiva pentru cancerele de origine
limfoida, deoarece este puternic exprimat in aproape toate leucemiile limfocitare cronice
(CLL) si limfoamele non-Hodgkin (NHL), precum si in multe alte diferite tipuri de leucemii,
inclusiv leucemia limfocitara acuta (ALL) si leucemia cu celule paroase (HCL).

Tafasitamabul (denumiri anterioare: MOR00208 si XmAb)®5574) este un anticorp
monoclonal umanizat care tinteste antigenul CD19, o proteina transmembranara implicata in
semnalizarea receptorului celulei B. Tafasitamabul a fost modificat prin inginerie in regiunea
Fc a IgG pentru a spori citotoxicitatea mediata celular dependenta de anticorp (ADCC),
imbunatatind astfel un mecanism cheie pentru uciderea celulelor tumorale si oferind potential
neimbunatatiti. Tafasitamabul a fost sau este studiat curent in mai multe studii clinice, cum
ar fiin CLL, ALL si NHL. Tn unele dintre aceste studii, Tafasitamabul este utilizat in combinatie
cu ldelalisib, Lenalidomide sau Venetoclax.

in pofida descoperirilor si dezvoltarilor recente ale mai multor agenti anticancerigeni,
din cauza prognosticului slab pentru multe tipuri de cancer, inclusiv tumorile care exprima
CD19, este inca nevoie de o metoda sau un agent terapeutic imbunatatite pentru tratarea

acestor tipuri de cancere. In consecinta, prezentii inventatori au confirmat c& administrarea
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combinata a celulelor T yd si a unui anticorp sau fragment de anticorp specific pentru CD19
are efecte superioare asupra tratamentului limfoamelor maligne avéand ca origine celulele B
si au realizat prezenta inventie.

Xu si colab. descriu o noua platforma de anticorpi-TCR (AbTCR) care combina
recunoasterea antigenului bazata pe Fab cu semnalizarea gamma/delta-TCR pentru a facilita
citotoxicitatea celulelor T cu o eliberare scazuta de citokine (Cell Discovery, vol. 4, nr. 1, 20
noiembrie 2018).

Rezumatul inventiei

Prezenta inventie furnizeaza un anticorp anti-CD19 pentru utilizarea in tratamentul
unui cancer hematologic, in care anticorpul anti-CD19 cuprinde un lant greu cu
EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGYTFTSYVMHWVRQAPGKGLEWIGYINPYN
DGTKYNEKFQGRVTISSDKSISTAYMELSSLRSEDTAMYYCARGTYYYGTRVFDYWGQGT
L
VTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
\Y
LQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEL
L
GGPDVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREE
Q
FNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPEEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSR
E
EMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SECV. ID NR.: 11) si un lant usor cu
DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLQNVNGNTYLYWFQQKPGQSPQLLIYRMSNLN
S
GVPDRFSGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPITFGAGTKLEIKRTVAAPSVFIFP
PSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSST
L TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SECV. ID NR.: 12), si in care
anticorpul anti-CD19 mentionat este administrat in combinatie cu celule T yd.

Prezenta inventie furnizeaza, de asemenea, celule T yd pentru utilizarea in
tratamentul unui cancer hematologic, in care respectivele celule T yd mentionate sunt
administrate in combinatie cu un anticorp anti-CD19 si in care anticorpul anti-CD19 cuprinde

un lant greu cu
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EVOQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGYTFTSYVMHWVRQAPGKGLEWIGYINPYN
DGTKYNEKFQGRVTISSDKSISTAYMELSSLRSEDTAMYYCARGTYYYGTRVFDYWGQGT
L
VTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
Vv
LQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEL
L
GGPDVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREE
Q
FNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPEEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSR
E
EMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SECV ID NR: 11) si un lant usor cu

DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLQANVNGNTYLYWFQQKPGQSPQLLIYRMSNLNS

GVPDRFSGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPITFGAGTKLEIKRTVAAPSVFIFP
PSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SECV ID NR:12)

in acest document, termenii "varianta de realizare" si "variante de realizare" trebuie
interpretati ca varianta(e) de realizare a(ale) inventiei numai in masura in care se incadreaza
in domeniul de aplicare al revendicarilor anexate. Referintele la metode de tratament al
corpului uman sau animal prin interventie chirurgicald sau terapie sau la metode de
administrare din acest document trebuie interpretate ca referinte la un anticorp anti-CD19
si/sau celule T yd pentru utilizarea in aceste metode.

Prezenta dezvaluire oferd o noud combinatie pentru utilizarea in tratamentul
cancerului, cuprinzand un anticorp sau un fragment de anticorp specific pentru CD19 si
celulele T yo.

De la momentul descoperirii lor in anii 1980, a fost recunoscut intre timp ca celulele T
yd sunt actori importanti in infectii si, de asemenea, in afectiuni maligne cum ar fi cancerul.
Celulele T yd activate au capacitati citotoxice puternice si ample de recunoastere a tumorii,
independent de prezenta moleculelor complexului major de histocompatibilitate (MHC) pe
celulele lor tinta. in plus, s-a aratat ca celulele T yd sunt mediatori puternici ai citotoxicitatii

mediate de celule dependente de anticorpi (ADCC). In prezent, s-a aratat ca efectul
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antitumoral al celulelor T yd poate fi intarit substantial de anticorpii anti-CD20 (Tokuyama Si
colab. 2008; Hoeres si colab. 2018). Mai mult, anticorpul anti-CD20 amplificat cu Fc,
Obinutuzumab, prezinta o capacitate crescuta de ucidere a celulelor tumorale in comparatie
cu anticorpii non-amplificati cu Fc, cum ar fi Rituximab, atunci cand este combinat cu celule
T yo.

Cu toate acestea, activitatea de distrugere a celulelor tumorale a anticorpilor specifici
pentru alte antigene de suprafata decat CD20 in prezenta celulelor T y® nu a fost inca
evaluata. Prin urmare, obiectul prezentei dezvaluiri este acela de a oferi o terapie combinata
alternativa care cuprinde un anticorp si celule T yd.

Pentru a realiza obiectul de mai sus, prezenta dezvaluire ofera o combinatie pentru
utilizarea in tratamentul cancerului, care cuprinde un anticorp sau fragment de anticorp
specific pentru CD19 si celulele T yd.

n prezenta dezvaluire, inventatorii au combinat celulele T yd cu anticorpii care vizeaza
CD19, Tafasitamab (ameliorat cu Fc) si Xmab5603 (neameliorat cu Fc), si au evaluat
activitatea lor antitumorala in probe de CLL, MCL si B-ALL derivate de la pacient, precum si
in diverse linii celulare de limfom si leucemie in teste ADCC. In total, s-a observat o rata
crescuta de liza celulara atunci cand celulele T yd au fost combinate cu anticorpul anti-CD19
ameliorat cu Fc, Tafasitamab, in comparatie cu Xmab5603 neameliorat cu Fc sau cu un
anticorp IgG1 ca martor negativ.

in rezumat, este aratat ca, celulele T yd reprezintd o populatie de celule potential
efectoare Tn terapia tumorala bazata pe anticorpi, asa cum s-a demonstrat in acest studiu in
cazul anticorpului Tafasitamab, care vizeaza CD19 ameliorat cu Fc. Tafasitamabul a
prezentat o activitate antitumorala puternica mediata de celulele T yd impotriva mai multor
linii celulare de limfom si leucemie, precum si impotriva celulelor CLL, MCL si BALL derivate
de la pacienti primari si ar putea reprezenta o abordare promitatoare pentru terapia limfomului
si leucemiei.

Celulele T yd pot fi derivate de la orice celula T yd autologa sau alogena adecvata sau
din populatia acestora. In unele variante de realizare, celulele T y3 adecvate pentru utilizarea
ca sursa pentru celulele T yd descrise in prezent includ celule V&1, celule V&2, celule Va3,
celule V35 si celule Vd8. De exemplu, sunt furnizate aici metode pentru separarea Si
extinderea celulelor V&1 de la un tesut non-hematopoietic, cum ar fi pielea sau intestinul. De
exemplu, celulele V&1 pot fi izolate din biopsii de piele umana, asa cum este descris in
US2018/0312808.

in alte variante de realizare, celulele T yd adecvate pot fi derivate din sange (de

exemplu, sénge periferic). Metodele de izolare si extindere a celulelor V31 din sénge le includ
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pe cele descrise, de exemplu, in Brevetul U.S. Nr. 9.499.788 si Publicatia Internationala de
Brevet Nr. W0O2016/198480. De asemenea, celulele T Vy9Vd2 pot fi izolate din sange
periferic si cultivate ulterior ex vivo. Cultivarea celulelor T Vy9Vd2 poate fi optimizata in
prezenta de IL-2 si de acid zoledronic (ZOL). Metodele de izolare si extindere a celulelor T
Vy9Vad2 din séange le includ cele descrise, de exemplu, in Hoeres si colab. 2018.

in unele variante de realizare, celulele T y& adecvate pot fi derivate din tesut tumoral
(de exemplu, celule T yd care se infiltreaza in tumora). Alternativ, celulele T yd adecvate care
pot fi modificate prin inginerie pentru a exprima un construct de tintire heterologa pot fi
derivate din tesut non-hematopoietic conform metodelor descrise mai jos. Aceste celule pot
fi cultivate in prezenta unuia sau mai multor factori (de exemplu, agonisti de TCR, agonisti
co-receptori si/sau citokine, de exemplu, IL-4, IL-15 si/sau IFN-g) in pungi de bioreactor
permeabile la gaz timp de pana la 21 de zile sau mai mult. Variatii ale acestei metode si alte
metode de obtinere a celulelor T V&1 sunt adecvate ca parte a prezentei inventii. De exemplu,
celulele T V®1 derivate din sange pot fi obtinute alternativ folosind unele metode descrise,
de exemplu, in Publicatiile Internationale de Brevet W0O2017/197347 si W02016/081518
(Publ. US Nr. 2016/0175338).

Prezenta dezvaluire oferd o combinatie farmaceutica, care cuprinde un anticorp sau
un fragment de anticorp specific pentru CD19 si celule T gamma delta (celule T yd) pentru
utilizarea in tratamentul cancerului.

Intr-un aspect, prezenta dezvaluire ofera o combinatie farmaceutica, care cuprinde un
anticorp sau fragment de anticorp specific pentru CD19 si celulele T si gamma delta (celule
T yd) pentru utilizarea in tratamentul cancerului, in care anticorpul cuprinde o regiune
variabila a lantului greu care cuprinde o regiune HCDR1 care cuprinde secventa SYVMH
(SECV ID NR: 1), o regiune HCDR2 care cuprinde secventa NPYNDG (SECV ID NR: 2), si
o regiune HCDR3 care cuprinde secventa GTYYYGTRVFDY (SECV ID NR: 3) si o regiune
variabild a lantului usor care cuprinde secventa LCDR1 care cuprinde secventa
RSSKSLQNVNGNTYLY (SECV ID NR: 4), o regiune LCDR2 care cuprinde secventa
RMSNLNS (SECV ID NR: 5), si o regiune LCDR3 care cuprinde secventa MQHLEYPIT
(SECV ID NR: 6) pentru utilizarea in tratamentul cancerului.

intr-un aspect, prezenta dezvaluire ofera o combinatie farmaceutica, care cuprinde un
anticorp sau fragment de anticorp specific pentru CD19 si celulele T gamma delta (celule T
y®) pentru utilizarea in tratamentul cancerului, in care anticorpul cuprinde o regiune variabila
a lantului greu care cuprinde o regiune HCDR1 a SYVMH (SECV ID NR: 1), o regiune HCDR2
a NPYNDG (SECV ID NR: 2), si o regiune HCDR3 a GTYYYGTRVFDY (SECV ID NR: 3) si
0 regiune variabila a lantului usor care cuprinde o regiune LCDR1 a RSSKSLQNVNGNTYLY
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(SECV ID NR: 4), o regiune LCDR2 a RMSNLNS (SECV ID NR: 5), si o regiune LCDR3 a
MQHLEYPIT (SECV ID NR: 6) pentru utilizarea in tratamentul cancerului.
Intr-un alt aspect al prezentei dezvaluiri, anticorpul sau fragmentul de anticorp specific

pentru CD19 cuprinde o regiune variabila a lantului greu cu

EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGYTFTSYVMHWVRQAPGKGLEWIGYINPYNDGTKY

NEKFQGRVTISSDKSISTAYMELSSLRSEDTAMYYCARGTYYYGTRVFDYWGQGTLVTVSS
(SECV ID NR: 7)

si 0 regiune variabila a lantului usor cu

DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLQNVNGNTYLYWFQQKPGQSPQLLIYRMSNLNS
GVPDRFSGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPITFGAGTKLEIK (SECV ID NR:8).

intr-un alt aspect, anticorpul sau fragmentul de anticorp specific pentru CD19 are
functie efectoare. Intr-un alt aspect, anticorpul sau fragmentul de anticorp specific pentru
CD19 are o functie efectoare imbunatétita. intr-o varianta de realizare, functia efectoare este
ADCC. Intr-o varianta de realizare, anticorpul specific pentru CD19 are o activitate ADCC
imbunatétita. Intr-o altad variantd de realizare, anticorpul specific pentru CD19 cuprinde un
domeniu Fc care cuprinde o substitutie de aminoacid la pozitia S239 si/sau 1332, in care
numerotarea este conform indexului EU, ca in Kabat.

Intr-un alt aspect al prezentei dezvaluiri, anticorpul sau fragmentul de anticorp specific

pentru CD19 cuprinde o regiune constanta a lantului greu cu

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPDV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFR
VVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPEEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNV

FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SECV ID NR: 9).

intr-un alt aspect al prezentei dezvaluiri, anticorpul specific pentru CD19 cuprinde o

regiune constanta a lantului usor cu

RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SECV ID NR: 10).
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intr-un alt aspect al prezentei dezvaluiri, anticorpul specific pentru CD19 cuprinde o
regiune constanta a lantului greu cu
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
G
LYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPD
\%
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTF
R
VVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPEEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKN
Q
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN
V FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SECV ID NR: 9) si o regiune constanta a lantului

usor cu

RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SECV ID NR: 10).

Conform inventiei, anticorpul specific pentru CD19 cuprinde o regiune a lantului greu
cu
EVOQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGYTFTSYVMHWVRQAPGKGLEWIGYINPYNDGTK
Y
NEKFQGRVTISSDKSISTAYMELSSLRSEDTAMYYCARGTYYYGTRVFDYWGQGTLVTVS
S
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
G
LYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPD
\
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTF
R
VVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPEEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKN
Q
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN
V FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SECV ID NR: 11) si o regiune constanta a lantului

usor cu
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DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLQNVNGNTYLYWFQQKPGQSPQLLIYRMSNLNS
GVPDRFSGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPITFGAGTKLEIKRTVAAPSVFIFP
PSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SECV ID NR: 12).

Intr-un aspect, prezenta dezvaluire ofera o combinatie farmaceutica, care cuprinde un
anticorp specific pentru CD19 si celulele T gamma delta (celule T yd) pentru utilizarea in
tratamentul cancerului, in care celulele T yd cuprind o populatie imbogatita de celule T yd.
Intr-o variantd de realizare, populatia de celule T yd imbogatita cuprinde celule T yd
nemodificate prin inginerie sau modificate prin inginerie si/sau amestecuri ale acestora. intr-
0 altd varianta de realizare, prezenta dezvaluire ofera o combinatie farmaceutica, care
cuprinde un anticorp specific pentru CD19 si o populatie de celule T yd imbogatita pentru
utilizarea in tratamentul cancerului.

Intr-un alt aspect, prezenta dezvéluire ofera o combinatie farmaceutica, care cuprinde
un anticorp specific pentru CD19 si celulele T gamma delta (celule T yd) pentru utilizarea in
tratamentul cancerului, in care celulele T yd cuprind celule T y® nemodificate prin inginerie
sau modificate prin inginerie si/sau amestecuri ale acestora. Intr-o alta varianta de realizare,
celulele T y3 sunt o populatie de celule T y& nemodificate prin inginerie. Intr-o altd variant
realizare, celulele T yd sunt o populatie de celule T yd modificate prin inginerie.

Intr-un aspect, prezenta dezvaluire ofera o combinatie farmaceutica, care cuprinde un
anticorp specific pentru CD19 si celulele T gamma delta (celule T yd) pentru utilizarea in
tratamentul cancerului, in care celulele T yd sunt izolate din séngele periferic, tesutul tumoral
sau tesutul non-hematopoietic. intr-o variantd de realizare, celulele T yd sunt izolate din
sange periferic. intr-o alta varianta de realizare, celulele T y& sunt o populatie de celule T y&
izolate din sange periferic. Intr-o altd varianta de realizare, celulele T yd sunt o populatie de
celule T Vy9V&2 izolate din sange periferic. Intr-o altd varianta de realizare, celulele T y& sunt
o populatie de celule T Vy9Vd2 izolate din sange periferic, in care celulele T Vy9Vd2 au fost
cultivate ex vivo in prezenta de IL-1 si de acid zoledronic (ZOL).

Intr-un aspect, prezenta dezvéluire ofera o combinatie farmaceutica, care cuprinde un
anticorp specific pentru CD19 si celulele T gamma delta (celule T yd) pentru utilizarea in
tratamentul cancerului in care cancerul este un cancer hematologic. Intr-o varianta realizare,
cancerul hematologic este leucemia limfocitara cronica (CLL), limfomul non-Hodgkin (NHL),
limfomul limfocitar mic (SLL) sau leucemia limfoblastica acuta (ALL). intr-o alta variant& de

realizare, cancerul hematologic este limfomul non-Hodgkin (NHL). intr-o altd varianta de
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realizare, limfomul non-Hodgkin este selectat din grupul constand din limfom folicular, limfom
limfocitar mic, tesut limfoid asociat mucoasei, limfom de zona marginala, limfom difuz cu
celule B mari, limfom Burkitt si limfom cu celule manta.

Intr-un aspect, prezenta dezvéluire oferd o combinatie farmaceutica, care cuprinde un
anticorp specific pentru CD19 si celule T gamma delta (celule T yd) pentru utilizarea in
tratamentul cancerului, in care anticorpul specific pentru CD19 si celulele T yd sunt
administrate intr-un mod separat.

Intr-un aspect, prezenta dezvéluire oferd o combinatie farmaceutica, care cuprinde un
anticorp specific pentru CD19 si celulele T gamma delta (celule T yd) pentru utilizarea in
tratamentul cancerului, in care anticorpul specific pentru CD19 si celulele T yd sunt
administrate intr-un mod simultan.

Intr-un aspect, prezenta dezvaluire ofera un kit pentru utilizarea in tratamentul
cancerului, care cuprinde un anticorp specific pentru CD19 si celulele T gamma delta (celule
T yd).

Scurta descriere a desenelor

Figura 1: Teste ADCC reprezentative pentru MORO00208 la cresterea rapoartelor celula
efectoare-tinta (E:T). Rezultatele pentru uciderea specifica a celulelor, exprimate ca % de
celule tintd moarte mediatéa de MOR00208 (negru) sau de martorul negativ IgG1 (alb) si de
celulele T yd de la donatori sanatosi, sunt prezentate pentru trei linii de celule tinta, Mino,
Daudi si Jeko. Au fost testate patru rapoarte E:T diferite intre 0,7:1 si 20:1.

Figura 2: Teste ADCC reprezentative pentru MORO00208 la cresterea rapoartelor celula
efectoare-tintd (E:T). Rezultatele pentru uciderea celulelor specifice, exprimate ca % de
celule tintd moarte mediata de MOR00208 (negru) sau de martorul de 1gG1 (alb) si de
celulele T yd de la donatori sanatosi, sunt prezentate pentru trei linii de celule tinta U2932 si
REH. Au fost testate patru rapoarte E:T diferite intre 0,7:1 si 20:1.

Figura 3: Teste ADCC reprezentative ale MORO00208 |a cresterea rapoartelor de celule
efectoare-tinta (E:T) utilizdnd celule tumorale primare de la doi pacienti cu CLL si un
pacient cu B-ALL ca celule tinta. Rezultatele pentru uciderea celulelor specifice, exprimate
ca % de celule tinta moarte mediate de MOR00208 (negru) sau de martorul de IgG1 (alb) si
de celulele T yd de la donatori sanatosi, sunt prezentate pentru trei experimente utilizand
celule tumorale primare ca celule tinta. Au fost testate patru rapoarte diferite de E:T intre
0,7:1si 20:1.
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Figura 4: Teste ADCC reprezentative ale MORO00208 |a cresterea rapoartelor de celule
efectoare-tinta (E:T) utilizédnd celule tumorale primare de la doi pacienti cu MCL drept
celule tinta. Rezultatele pentru uciderea specifica a celulelor, exprimate ca % de celule tinta
moarte mediate de MOR00208 (negru) sau de martorul de IgG1 (alb) si de celulele T yd de
la donatori sanatosi, sunt prezentate pentru trei experimente utilizand celule tumorale primare

drept celule tinta. Au fost testate patru rapoarte diferite de E:T intre 0,7:1 si 20:1.

Definitii

Termenul "CD19" se refera la proteina cunoscuta ca CD19, avand urmatoarele
sinonime: B4, antigenul CD19 al limfocitelor B, antigenul de suprafatd B4 al limfocitelor B,
CVID3, antigenul de diferentiere CD19, MGC12802 si antigenul de suprafatd Leu-12al
celulelor T.

CD19 uman are secventa de aminoacizi:

MPPPRLLFFLLFLTPMEVRPEEPLVVKVEEGDNAVLQCLKGTSDGPTQQLTWSRESPLKPF
LKLSLGLPGLGIHMRPLAIWLFIFNVSQQMGGFYLCQPGPPSEKAWQPGWTVNVEGSGELF
RWNVSDLGGLGCGLKNRSSEGPSSPSGKLMSPKLYVWAKDRPEIWEGEPPCLPPRDSLN

QSLSQDLTMAPGSTLWLSCGVPPDSVSRGPLSWTHVHPKGPKSLLSLELKDDRPARDMW

VMETGLLLPRATAQDAGKYYCHRGNLTMSFHLEITARPVLWHWLLRTGGWKVSAVTLAYLI

FCLCSLVGILHLQRALVLRRKRKRMTDPTRRFFKVTPPPGSGPQNQYGNVLSLPTPTSGLG

RAQRWAAGLGGTAPSYGNPSSDVQADGALGSRSPPGVGPEEEEGEGYEEPDSEEDSEFY
ENDSNLGQDQLSQDGSGYENPEDEPLGPEDEDSFSNAESYENEDEELTQPVARTMDFLSP
HGSAWDPSREATSLGSQSYEDMRGILYAAPQLRSIRGQPGPNHEEDADSYENMDNPDGP

DPAWGGGGRMGTWSTR (SECV ID NR: 13).

"MORO00208" si "XmAb 5574" si " tafasitamab" sunt utilizate ca sinonime pentru
anticorpul anti-CD19 conform Tabelului 1. Tabelul 1 furnizeaza secventele de aminoacizi ale
MORO00208/ tafasitamb. Anticorpul MOR00208 este descris in publicatia de brevet US nr.
2010-027272). publicatia de brevet US nr. 2010-027272) descrie anticorpul denumit 4G7
H1.52 Hybrid S239D/I1332E/4G7 L1.155 (denumit ulterior MORO00208 si tafasitamab).

Termenul "anticorp” cum se utilizeaza aici, se refera la o proteina care cuprinde cel
putin doua lanturi grele (H) si doua lanturi usoare (L) interconectate prin legaturi de disulfura,
care interactioneaza cu un antigen. Fiecare lant greu este format dintr-o regiune variabila a
lantului greu (abreviata aici VH) si o regiune constanta a lantului greu. Regiunea constanta a

lantului greu este formata din trei domenii, CH1, CH2 si CH3. Fiecare lant usor este format
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dintr-o regiune variabila a lantului usor (abreviata aici VL) si o regiune constanta a lantului
usor. Regiunea constanta a lantului usor este formata dintr-un domeniu, CL. Regiunile VH si
VL pot fi subdivizate in continuare in regiuni de hipervariabilitate, denumite regiuni de
determinare a complementaritatii (CDR), intercalate cu regiuni mai conservate, denumite
regiuni cadru (FR). Fiecare VH si VL este compus din trei CDR-uri si patru FR-uri aranjate
de la capatul amino terminal la capatul carboxi terminal in urmatoarea ordine: FR1, CDR1,
FR2, CDR2, FR3, CDRS3, si FR4. Regiunile variabile ale lanturilor greu si usor contin un
domeniu de legare care interactioneaza cu un antigen. Termenul "anticorp" include, de
exemplu, anticorpi monoclonali, anticorpi umani, anticorpi umanizati, anticorpi camelizati si
anticorpi himerici. Anticorpii pot fi de orice izotip (de exemplu, 1gG, IgE, IgM, IgD, IgA si IgY),
clasa (de exemplu, 19gG1, 19G2, IgG3, 19G4, IgAl si IgA2) sau subclasa. Atat lanturile usor,
cat si cel greu sunt impartite in regiuni de omologie structurala si functionala.

Expresia "fragment de anticorp”, Asa cum se utilizeaza aici, se refera la una sau
mai multe portiuni ale unui anticorp care isi pastreaza capacitatea de a interactiona specific
(de exemplu, prin legare, impiedicare sterica, stabilizare a distributiei spatiale) cu un antigen.
Exemple de fragmente de legare includ, dar nu se limiteaza la, un fragment Fab, un fragment
monovalent care consta din domeniile VL, VH, CL si CH1; un fragment F(ab)2, un fragment
bivalent care consta din doua fragmente Fab legate printr-o punte de disulfura la regiunea
balama; un fragment Fd care consta din domeniile VH si CH1; un fragment Fv care consta
din domeniile VL si VH ale unui singur brat al unui anticorp; un fragment dAb (Ward si colab.,
(1989) Nature 341:544-546), care consta dintr-un domeniu VH; si o regiune izolata de
determinare a complementaritatii (CDR). In plus, desi cele doua domenii ale fragmentului Fv,
VL si VH, sunt codificate de gene separate, acestea pot fi unite, folosind metode
recombinante, printr-un linker sintetic care permite ca acestea sa fie facute ca un singur lant
proteic in care regiunile VL si VH se imperecheaza pentru a forma molecule monovalente
(cunoscute sub numele de Fv cu un singur lant (scFv); vezi de exemplu, Bird si colab., (1988)
Science 242:423-426; si Huston si colab., (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. 85:5879-5883). Astfel
de anticorpi cu un singur lant sunt, de asemenea, destinati sa fie inclusi in termenul "fragment
de anticorp". Aceste fragmente de anticorpi sunt obtinute folosind tehnici conventionale
cunoscute de cei de specialitate in domeniu, si fragmentele sunt supuse unui screening in
ceea ce priveste utilitatea in acelasi mod ca si anticorpii intacti. Fragmentele de anticorpi pot
fi, de asemenea, incorporate in anticorpi cu un singur domeniu, maxicorpi, minicorpi,
intracorpi, diacorpi, triacorpi, tetracorpi, v-NAR si bis-scFv (vezi, de exemplu, Hollinger and
Hudson, (2005) Nature Biotechnology 23:1126-1136). Fragmentele de anticorpi pot fi grefate

in schele bazate pe polipeptide precum Fibronectina de tip Il (Fn3) (vezi U.S. Pat. No.
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6,703,199, care descrie monocorpi polipeptidici de fibronectind). Fragmentele de anticorpi
pot fi incorporate in molecule cu un singur lant care cuprind o pereche de segmente Fv in
tandem (VH-CH1-VH-CHZ1) care, impreuna cu polipeptidele complementare ale lantului usor,
formeaza o pereche de situsuri de legare a antigenului (Zapata si colab., (1995) Protein Eng.
8:1057-1062; si Brev U.S. Nr. 5.641.870).

"Administrat" sau "administrare" include, dar nu se limiteaza la, livrarea unui
medicament printr-o forma injectabila, cum ar fi, de exemplu, o cale intravenoasa,
intramusculara, intradermica sau subcutanata sau o cale mucoasa, de exemplu, sub forma
de spray nazal sau aerosol pentru inhalare sau sub forma de solutie, capsula sau tableta
ingerabile. De preferinta, administrarea este printr-o forma injectabila.

Termenul "functie efectoare" se refera la acele activitati biologice atribuibile regiunii
Fc a unui anticorp, care variaza in functie de izotipul anticorpului. Exemple nelimitative de
functii efectoare ale anticorpilor includ legarea Clq si citotoxicitatea dependenta de
complement (CDC); legarea receptorului Fc si citotoxicitatea mediata celular dependenta de
anticorp (ADCC) si/sau fagocitoza celulara dependenta de anticorp (ADCP); reglarea in jos
a receptorilor de suprafata celulara (de exemplu, receptorul celulei B); si activarea celulei B.

"Citotoxicitate mediata de celule dependenta de anticorp" sau "ADCC" se refera
la o form& de citotoxicitate in care anticorpii legati la receptorii Fc (FcR-uri) prezenti pe
anumite celule citotoxice (de exemplu, celule NK, neutrofile si macrofage) le permit acestor
celule efectoare citotoxice sa se lege specific de o celula tinta purtatoare de antigen si ulterior
sa omoare celula tinta cu citotoxine. Celulele primare pentru medierea ADCC, celulele NK,
exprima numai FcyRIIl, in timp ce monocitele exprima FcyRI, FcyRIl, si FcyRIIl.

"Citotoxicitate dependenta de complement" sau "CDC" se refera la liza unei celule
tinta in prezenta complementului. Activarea caii clasice a complementului este initiata prin
legarea primei componente a sistemului complementului (C1q) la anticorpii (din subclasa
corespunzatoare) din prezenta dezvaluire, care sunt legati de antigenul lor inrudit.

"Fagocitoza celulara dependenta de anticorp” sau "ADCP" se refera la un
mecanism de eliminare a celulelor tintd acoperite cu anticorpi prin internalizarea de catre
celulele fagocitare, cum ar fi macrofagele sau celulele dendritice.

Termenul "cancer hematologic" include tumori transmise prin sange si boli sau
tulburari care implica cresterea si/sau proliferarea anormala a celulelor in tesuturile de origine
hematopoietica, cum ar fi limfoame, leucemii si mieloame.

Limfomul non-Hodgkin ("NHL") este o malignitate eterogena care fsi are originea in
limfocite. In Statele Unite (SUA), incidenta este estimata la 65.000/an, cu o mortalitate de

aproximativ 20.000 (American Cancer Society, 2006; si SEER Cancer Statistics Review).
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Boala poate aparea la toate varstele, debutul uzual incepe la adultii peste 40 de ani, incidenta
crescand odata cu varsta. NHL se caracterizeaza printr-o proliferare clonala a limfocitelor
care se acumuleaza in ganglionii limfatici, sange, maduva osoasa si splina, desi orice organ
major poate fi implicat. Sistemul de clasificare curent utilizat de patologi si clinicieni este cel
al World Health Organization (WHO) Classification of Tumours, care organizeaza NHL in
neoplasme cu celule B sau T precursoare si mature. PDQ imparte curent NHL-ul in indolent
sau agresiv pentru includerea in studii clinice. Grupul NHL indolent este compus in principal
din subtipuri foliculare, limfom limfocitar mic, MALT (tesut limfoid asociat mucoasei) si zona
marginala; Indolentul cuprinde aproximativ 50% dintre pacientii cu NHL cu celule B nou
diagnosticati. NHL-ul agresiv include pacienti cu diagnostice histologice de limfom cu celule
B mari difuz in principal (DLBL, "DLBCL", sau DLCL) (40% dintre toti pacientii nou
diagnosticati au cancer difuz cu celule mari), boalad Burkitt si boala cu celule de manta
("MCL"). Evolutia clinica a NHL are o variabilitate ridicata. Un factor determinant major al
evolutiei clinice este subtipul histologic. Majoritatea tipurilor de NHL indolent sunt considerate
a fi boli incurabile. Pacientii raspund initial fie la chimioterapie, fie la terapia cu anticorpi, Si
majoritatea vor recidiva. Studile de pana acum nu au demonstrat o imbunatatire a
supravietuirii odata cu o interventie timpurie. La pacientii asimptomatici, este acceptabil sa
"observam si sa asteptam" pana cand pacientul devine simptomatic sau ritmul bolii pare sa
se accelereze. In timp, boala se poate transforma intr-o histologie mai agresiva.
Supravietuirea mediana este de 8 la 10 ani, si pacientii indolenti primesc adesea 3 sau mai
multe tratamente in timpul fazei de tratament a bolii lor. Tratamentul initial al pacientului cu
NHL indolent simptomatic a fost, istoric, chimioterapia combinata. Agentii cei mai frecvent
utilizati includ: ciclofosfamida, vincristina si prednisona (CVP); sau ciclofosfamida,
adriamicina, vincristina, prednisona (CHOP). Aproximativ 70% la 80% dintre pacienti vor
raspunde la chimioterapia initiald, durata remisiunilor fiind de ordinul a 2-3 ani. in cele din
urma, majoritatea pacientilor recidiveaza. Descoperirea si utilizarea clinica a anticorpului anti-
CD20, rituximab, au adus imbunatatiri semnificative in ceea ce priveste raspunsul si rata de
supravietuire. Standardul curent de ingrijire pentru majoritatea pacientilor este rituximab +
CHOP (R-CHOP) sau rituximab + CVP (R-CVP). Terapia cu rituximab s-a dovedit a fi
eficientd in mai multe tipuri de NHL si este in prezent aprobata ca tratament de prima linie
atat pentru NHL indolent (limfom folicular), cat si pentru NHL agresiv (limfom difuz cu celule
B mari). Cu toate acestea, exista limitari semnificative ale anticorpului monoclonal (mAb) anti-
CD20, inclusiv rezistenta primara (raspuns de 50% la pacientii indolenti recidivati), rezistenta
dobandita (rata de raspuns de 50% la re-tratament), raspunsul complet rar (rata de raspuns

complet de 2% la populatia recidivatd) si un model continuu de recidiva. in cele din urma,



e 2022 0968

multe celule B nu exprima CD20 si, prin urmare, multe tulburari ale celulelor B nu pot fi tratate
folosind terapia cu anticorp anti-CD20.

in plus fatd de NHL, existd mai multe tipuri de leucemii care rezultd din disreglarea
celulelor B. Leucemia limfocitara cronica (cunoscuta si sub numele de "leucemie limfoida
cronica" sau "CLL"), este un tip de leucemie la adulti cauzata de o acumulare anormala de
limfocite B. in CLL, limfocitele maligne pot pdrea normale si mature, dar nu sunt capabile s&
faca fata eficient infectiei. CLL este cea mai frecventa forma de leucemie la adulti. Barbatii
au o probabilitate de doua ori mai mare de a dezvolta CLL decat femeile. Cu toate acestea,
factorul cheie de risc este varsta. Peste 75% din cazurile noi sunt diagnosticate la pacientii
cu varsta peste 50 de ani. Peste 10.000 de cazuri sunt diagnosticate in fiecare an, si
mortalitatea este de aproape 5.000 pe an (American Cancer Society, 2006; si SEER Cancer
Statistics Review). CLL este o boala incurabila, dar progreseaza lent in majoritatea cazurilor.
Multe persoane cu CLL duc o viatd normala si activa timp de multi ani. Din cauza debutului
sau lent, CLL in stadiu incipient nu este, in general, tratata, deoarece se crede ca interventia
timpurie pentru CLL nu imbunétateste timpul de supravietuire sau calitatea vietii. In schimb,
afectiunea este monitorizata in timp. Tratamentele initiale pentru CLL variaza in functie de
diagnosticul exact si de progresia bolii. Existd zeci de agenti utilizati pentru terapia CLL.
Regimurile de chimioterapie combinata, cum ar fi FCR (fludarabina, ciclofosfamida si
rituximab) si BR (ibrutinib si rituximab) sunt eficiente atat in cazul CLL nou diagnosticata, cat
si in cazul celor recidivate. Transplantul alogen de maduva osoasa (celule stem) este rareori
utilizat ca tratament de prima linie pentru CLL din cauza riscului acestuia.

Un alt tip de leucemie este limfomul limfocitar mic ("SLL") care este considerata o
varianta de CLL careia ii lipseste limfocitoza clonala necesara pentru diagnosticul de CLL,
dar care in rest prezinta caracteristici patologice si imunofenotipice comune (Campo si colab.,
2011). Definitia SLL necesita prezenta limfadenopatiei si/sau a splenomegaliei. Mai mult,
numarul de limfocite B din sangele periferic nu trebuie sa depaseasca 5 x 109/L. in SLL,
diagnosticul trebuie confirmat prin evaluarea histopatologica a unei biopsii ganglionare
limfatice ori de cate ori este posibil (Hallek si colab., 2008). Incidenta SLL este de aproximativ
25% din cazurile de CLL in SUA (Dores si colab., 2007).

Un alt tip de leucemie este leucemia limfoblastica acuta (ALL), cunoscuta si sub
numele de leucemie limfocitara acutd. ALL se caracterizeazd prin supraproductia si
multiplicarea continua a celulelor albe maligne si imature (cunoscute si sub numele de
limfoblaste) in maduva osoasa. "Acutd" se refera la starea nediferentiatd, imatura a
limfocitelor circulante ("blaste") si la faptul ca boala progreseaza rapid, cu o speranta de viata

de saptamani pana la luni daca nu este tratata. ALL este cel mai frecvent in copilarie, cu o
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incidentd maxima la varsta de 4-5 ani. Copiii cu varste cuprinse intre 12-16 ani mor mai usor
din cauza acesteia decat altii. In prezent, cel putin 80% din cazurile de ALL din copilarie sunt
considerate vindecabile. Sub 4.000 de cazuri sunt diagnosticate in fiecare an, si mortalitatea
este de aproape 1.500 pe an (American Cancer Society, 2006; si SEER Cancer Statistics
Review).

"Subiect" sau "pacient" asa cum este utilizat Tn acest context se refera la orice
mamifer, inclusiv rozatoare, cum ar fi soarece sau sobolan, si primate, cum ar fi maimuta
cynomolgus (Macaca fascicularis), maimuta rhesus (Macaca mulatta) sau oameni (Homo
sapiens). De preferinta, subiectul sau pacientul este o primata, cel mai preferabil un pacient
uman, chiar mai preferabil un pacient uman adult.

Termenii "modificat prin inginerie" sau "modificat" Asa cum se utilizeaza aici,
includ manipularea acizilor nucleici sau a polipeptidelor prin mijloace sintetice (de exemplu,
prin tehnici recombinante, sinteza in vitro a peptidelor, prin cuplarea enzimatica sau chimica
a peptidelor sau o anumitd combinatie a acestor tehnici). De preferinta, anticorpii sau
fragmentele de anticorpi conform prezentei dezvaluiri sunt modificate prin inginerie sau
modificate pentru a imbunatati una sau mai multe proprietati, cum ar fi legarea antigenului,
stabilitatea, timpul de injumatatire, functia efectoare, imunogenitatea, siguranta si altele
asemenea. De preferinta, anticorpii sau fragmentele de anticorpi conform prezentei dezvaluiri
sunt modificate prin inginerie sau modificate pentru a imbunatati functia efectoare, cum ar fi
ADCC.

"Regiune Fc" se utilizeaza pentru a defini regiunea C-terminala a unui lant greu de
imunoglobulind. Regiunea Fc a unei imunoglobuline cuprinde in general doua domenii
constante, un domeniu CH2 si un domeniu CH3. Cu exceptia cazului in care este specificat
altfel in acest document, numerotarea resturilor de aminoacizi din regiunea Fc se face
conform sistemului de numerotare EU, denumit si index EU, asa cum este descris in Kabat
si colab., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service,
National Institutes of Health, Bethesda, MD, 1991.

Anticorpul care este administrat conform prezentei dezvaluiri i este administrat
pacientului intr-o cantitate eficienta terapeutic. O "cantitate eficienta terapeutic” se refera
la o cantitate suficienta pentru a oferi o oarecare ameliorare a manifestarilor clinice ale unei
boli sau tulburari date. Cantitatea care este eficienta pentru un anumit scop terapeutic va
depinde de severitatea bolii sau a leziunii, precum si de greutatea si starea generala a
subiectului. Se va intelege ca determinarea unei dozari adecvate poate fi realizata, folosind

experimente de rutinad, prin construirea unei matrice de valori si testarea diferitelor puncte din
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matrice, toate acestea fiind in sfera de competenta obisnuita a unui cercetator medic sau
clinician instruit.
Termenii "combinatie” sau "combinatie farmaceutica" se refera la administrarea

II’I‘

unei terapii in plus fata de o alta terapie. Ca atare, "in combinatie cu" include administrarea
simultanad (de exemplu, concurenta) si consecutiva in orice ordine. Cu titlu de exemplu
nelimitativ, o prima terapie (de exemplu, un agent, cum ar fi un anticorp anti-CD19) poate fi
administrata inainte (de exemplu, 1 minut, 15 minute, 30 minute, 45 minute, 1 ora, 2 ore, 3
ore, 4 ore, 5 ore, 6 ore, 7 ore, 8 ore, 12 ore, 24 ore, 48 ore, 72 ore, 96 ore, 1 saptamana, 2
saptamani, 3 saptamani, 4 saptamani, 5 saptamani, 6 saptamani, 8 saptamani, 8 saptamani,
9 saptamani, 10 saptamani, 11 saptamani, sau 12 saptamani), concomitent sau dupa (de
exemplu, 1 minut, 15 minute, 30 minute, 45 minute, 1 ora, 2 ore, 3 ore, 4 ore, 5 ore, 6 ore, 7
ore, 8 ore, 12 ore, 24 ore, 48 ore, 72 ore, 96 ore, 1 saptamana, 2 saptamani, 3 saptamani, 4
saptamani, 5 saptamani, 6 saptamani, 7 saptamani, 8 saptamani, 9 saptamani, 10
saptamani, 11 saptamani, or 12 saptamani sau mai mult) administrarea unei a doua terapii
(de exemplu, un agent farmaceutic, cum ar fi celule T y& ) unui pacient.

Termenul "celule T y3 (celule T gamma delta)" asa cum se utilizeaza aici, se refera

la un subset de celule T care exprima un receptor distinct al celulelor T (TCR), ydTCR, pe

suprafata lor, compus dintr-un lant y si un lant 6. Termenul "celule T y&" include in mod
specific toate subseturile de celule T vy, inclusiv, fara limitare, celulele T vd1, vd2, vd3 si
Vy9Vd2, precum si celulele T yd naive, cu memorie efectoare, cu memorie centrald si
diferentiate terminal. Ca un alt exemplu, termenul "celule T y&" include celulele T vd4, vd5,
vd7, si vd8.

Asa cum se utilizeaza aici, termenul "limfocita T" sau "celula T" se refera la o celula
imuna care exprima CD3 (CD3+) si un receptor al celulelor T (TCR+). Celulele T joaca un rol
central in imunitatea mediata celular.

Asa cum se utilizeaza aici, termenul "TCR" sau "receptor al celulelor T" se refera
la o proteina de semnalizare heterologa dimerica de pe suprafata celulara, care formeaza un
receptor alfa-beta sau gamma-delta. aBTCR recunosc un antigen prezentat de o molecula
MHC, in timp ce ydTCR recunosc un antigen independent de prezentarea MHC.

Asa cum se utilizeaza aici, termenul "populatie de celule" se refera la un numar de
celule. O populatie de celule poate fi, de exemplu, o populatie de celule mixta derivata dintr-
o proba de sange periferic, o proba de sange din cordonul ombilical, o tumora, un precursor
de celula stem, o biopsie tumorala, un tesut, o limfa sau din situsuri epiteliale ale unui subiect
care intra in contact direct cu mediul extern sau derivata din celule stem precursoare.

Alternativ, populatia de celule mixta poate fi derivata din culturi in vitro de celule de mamifere,
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stabilite dintr-o proba de sange periferic, o proba de sange din cordonul ombilical, o tumora,
un precursor de celule stem, o biopsie tumorala, un tesut, o limfa sau din situsuri epiteliale
ale unui subiect care intra in contact direct cu mediul extern sau derivata din celule
precursoare stem.

"’I‘

O populatie sau preparat de celule "imbogatit" se refera la o populatie de celule
derivata de la o populatie de celule mixta initiala care contine un procent mai mare dintr-un
anumit tip de celula decat procentul acelui tip de celula din populatia initiala. De exemplu, o
populatie de celule mixta initiala poate fi imbogatita in ceea ce priveste o populatie specifica
de celule T y3. in toate variantele de realizare, populatia de celule T yd imbogatita contine
un procent mai mic de populatii de celule T of.

Prin "extins" asa cum se utilizeaza aici se intelege ca numarul de celule dorite sau
tinta (de exemplu, celule T 81, 82 si/sau celule T Vy9Vd2) din preparatul imbogatit este mai

mare decat numarul din populatia de celule initiala sau de pornire.
Descrierea detaliata a inventiei

Anticorpi anti-CD19

Utilizarea unui anticorp CD19 in limfoamele cu celule B nespecifice este discutata in
W0O2007076950 (US2007154473). Utilizarea unui anticorp CD19 in CLL, NHL si ALL este
descrisa in Scheuermann si colab., CD19 Antigen in Leukemia and Lymphoma Diagnosis
and Immunotherapy, Leukemia and Lymphoma, Vol. 18, 385-397 (1995).

Anticorpi suplimentari specifici pentru CD19 sunt descrisi in W02005012493
(US7109304), W02010053716 (US12/266.999) (Immunomedics); W02007002223 (US
US8097703) (Medarex); W0O2008022152 (12/377,251) si WO2008150494 (Xencor),
W02008031056 (US11/852,106) (Medimmune); WO 2007076950 (US 11/648.505) (Merck
Patent GmbH); WO 2009/052431 (US12/253.895) (Seattle Genetics); si WO2010095031
(12/710,442) (Glenmark Pharmaceuticals), W02012010562 si W02012010561
(International Drug Development), WO2011147834 (Roche Glycart), si W02012156455
(Sanofi).

O compozitie farmaceutica include un agent activ, de exemplu un anticorp pentru
utilizarea terapeutica la oameni. O compozitie farmaceutica poate include in plus purtatori
sau excipienti acceptabili farmaceutic.

Doza de anticorp sau fragment de anticorp continuta intr-o compozitie farmaceutica
conform prezentei dezvaluiri, administratd unui pacient, poate varia in functie de varsta si

marimea pacientului, simptome, afectiuni, cale de administrare si altele asemenea. Doza este
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calculata tipic in functie de greutatea corporald sau suprafata corporala, véarsta sau per
individ. Tn functie de severitatea afectiunii, frecventa si durata tratamentului pot fi ajustate.
Dozele eficiente si schemele de administrare a compozitiilor farmaceutice care cuprind
anticorpi sau fragmente de anticorpi specifice pentru CD19 pot fi determinate empiric; de
exemplu, progresul pacientului poate fi monitorizat prin evaluare periodica, si doza poate fi
ajustata in consecinta. Mai mult, scalarea interspecifica a dozelor poate fi efectuata prin
folosirea unor metode bine cunoscute in domeniu (de exemplu, Mordenti si colab., 1991,
Pharmaceut. Res. 8:1351).

Compozitia farmaceutica poate include forme de dozare pentru injectii intravenoase,
subcutanate, intracutanate si intramusculare etc. Aceste preparate injectabile pot fi preparate
prin metode cunoscute. De exemplu, preparatele injectabile pot fi preparate, de exemplu, prin
dizolvarea, suspendarea sau emulsionarea anticorpului sau a sarii acestuia descrise mai sus
intr-un mediu apos steril sau un mediu uleios utilizat in mod conventional pentru injectii.
Compozitii farmaceutice exemplare care cuprind un anticorp sau un fragment de anticorp
specific pentru CD19 si care pot fi utilizate in contextul prezentei dezvaluiri, sunt dezvaluite,
de exemplu, in W02008/022152 sau W02018/002031.

in anumite cai de administrare, de exemplu, administrarea intravenoasa, se prefera
administrarea medicamentului in functie de greutatea corporala a pacientului. In alte cai de
administrare, de exemplu, administrarea subcutanata, se prefera administrarea
medicamentului intr-o doza fixa, stabilita. Persoana de specialitate este constienta de acea
doza pentru o cale de administrare care este echivalenta cu o alta doza pentru o alta cale de
administrare. Farmacodinamica unui medicament specific este luata in considerare, tipic,
intr-o decizie justificatd de a administra un medicament intr-o forma ceruta si intr-o doza
eficienta ceruta.

Anticorpul care este administrat conform prezentei dezvaluiri este administrat unui
pacient intr-o cantitate eficienta terapeutic. O "cantitate eficienta terapeutic" se refera la o
cantitate suficientd pentru a vindeca, ameliora sau opri partial manifestarile clinice ale unei
anumite boli sau tulburari, adicd NHL, si complicatile acesteia. In anumite variante de
realizare, anticorpii conform prezentei dezvaluiri sunt administrati la 9 mg/kg. in variante de
realizare alternative, anticorpii conform prezentei dezvaluiri sunt administrati la 12 mg/kg. in
alte variante de realizare, anticorpii conform prezentei dezvaluiri sunt administrati la 15 mg/kg
sau mai mult.

Anticorpul conform prezentei dezvaluiri poate fi administrat in momente diferite de
timp, si ciclul de tratament poate avea o lungime diferita. Anticorpii pot fi administrati zilnic, o
data la doua zile, de trei ori pe saptamana, saptamanal sau la doua saptamani. Anticorpii pot
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fi, de asemenea, administrati timp de cel putin patru saptaméani, timp de cel putin cinci
saptamani, timp de cel putin sase saptamani, timp de cel putin sapte saptamani, timp de cel
putin opt saptamani, timp de cel putin noua saptamani, timp de cel putin zece saptamani,
timp de cel putin unsprezece saptamani sau timp de cel putin douésprezece saptdmani. in
anumite variante de realizare ale prezentei dezvaluiri, anticorpul este administrat cel putin o

data pe saptamana, timp de cel putin opt saptamani.

Izolarea si expansiunea celulelor T yd din sange

n unele variante de realizare, celulele T y& din prezenta dezvaluire sunt derivate din
sangele unui subiect (de exemplu, séngele periferic). De exemplu, celulele T yd pot fi derivate
din celule V32 derivate din sange sau celule V31 derivate din sange. intr-un alt exemplu,
celulele T yd pot fi derivate din celule T Vy9V&2 derivate din sange. Celulele T Vy9V62 pot fi
izolate din sangele periferic si cultivate in continuare ex vivo. Cultivarea celulelor T Vy9Vd2
poate fi optimizata in prezenta de IL-2 si de acid zoledronic (ZOL). Metodele de izolare si
expansiune a celulelor T Vy9V62 din sange le includ pe cele descrise, de exemplu, in Hoeres
si colab. 2018 sau urmatoarea procedura:
Expansiunea ex vivo a celulelor T Vy9Vé2 derivate din sange periferic:
Sangele periferic este recoltat de la donatori. Celulele mononucleare din sangele periferale
(PBMC) sunt izolate imediat prin centrifugare in gradient de densitate folosind Lymphoprep™
(Axis Shield, Norvegia) conform instructiunilor producéatorului. PBMC-urile trebuie
resuspendate la 1 x 108/mL in CTS™ OpTmizer™ T Cell Expansion SFM (Life Technologies,
Australia) suplimentat cu OpTmizer™ Supliment de expansiune a celulelor T (dilutie 1:38)
(Life Technologies, Australia), FBS inactivat termic 10% (HI-FBS), penicilina 100 Ul/mL,
streptomicina 100 ug/mL, L-glutamina 2 mmol (Life Technologies, Australia), HEPES 25 mM,
B-mercaptoetanol 0,1% (Sigma-Aldrich, SUA), interleukina 2 umana recombinanta (rhiL-2)
100 Ul/mL (BD Pharmingen, SUA) si activate cu 5 pM ZOL si insamantate in placi cu 6
godeuri. Densitatea culturilor de celule trebuie mentinuta la 1-2 x 108 celule/mL si completate
cu mediu proaspat contindnd numai 100 IU/mL rhiL-2 (fara ZOL) la fiecare 2-3 zile. Dupa 7-
8 zile de cultura, celulele au fost colectate si imbogatite asa cum este descris mai jos.
imbogatirea celulelor T Vy9V&2:
Celulele T Vy9Vd2 cu expansiune ex vivo sunt imbogatite folosind MACS cu selectie negativa
cu kitul de izolare a celulelor T TCR y/6+ (uman) (Miltenyi Biotec, Germania). Viabilitatea
celulelor si numarul total de celule dupa imbogatire sunt evaluate folosind excluderea cu
albastru de tripan. Procentul de celule T Vy9Vd2 este determinat prin citometrie in flux
folosind anti-CD3 conjugat cu PeCy5 (clona UCHT1) (eBioscience, San Diego, CA, SUA) si
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anti-Vy9 TCR conjugat cu FITC de la BD Biosciences (San Jose, CA, SUA). Procentul de
celule T Vy9Vod2 este identificat prin activarea populatiei de limfocite folosind imprastiere
inainte/imprastierea laterala, apoi pe celulele Vy9+ CD3+ dublu pozitive.

n unele variante de realizare, celulele mononucleare din sangele periferic (PBMC-uri)
pot fi obtinute de la un subiect conform oricarei metode adecvate cunoscute in domeniu.
PBMC-urile pot fi cultivate in prezenta aminobisfosfonatilor (de exemplu, acid zoledronic), a
fosfoantigenelor sintetice (de exemplu, pirofosfat de bromhidrina; BrHPP), 2M3B1PP sau 2-
metil-3-butenil-1-pirofosfat in prezenta de IL-2 timp de una pana la doua saptamani pentru a
genera o populatie Tmbogatita de celule Vd2. Alternativ, anti-TCR yd imobilizat (de exemplu,
pan TCR yd) poate induce expansiunea preferentiala a celulelor V&2 dintr-o populatie de
PBMC-uri in prezenta de IL-2, de exemplu, timp de aproximativ 14 zile. in unele variante de
realizare, expansiunea preferentiald a celulelor V&2 din PBMC-uri poate fi realizatd prin
cultivarea anticorpilor anti-CD3 imobilizati (de exemplu, OKT3) in prezenta de IL-2 si IL-4. in
unele variante de realizare, cultura mentionata anterior este mentinuta timp de aproximativ
sapte zile inainte de subcultura in anti-CD3, IL-2 si IL-4 solubile. Alternativ, se pot utiliza
celule prezentatoare de antigen artificiale pentru a promova expansiunea preferentiala a
celulelor T y®, cum ar fi celulele V62. De exemplu, celulele T yd derivate din PBMC, cultivate
in prezenta de aAPC, IL-2 si/sau IL-21 iradiate, se pot extinde pentru a genera o populatie
de celule T yd, inclusiv o proportie mare de celule V&2, o proportie moderata de celule Vo1
si unele celule dublu negative. In unele variante de realizare ale metodelor mentionate
anterior, PBMC-urile pot fi pre-imbogatite sau post-imbogatite (de exemplu, prin selectie
pozitiva cu agenti specifici de TCRyd sau selectie negativa a agentilor specifici de TCRa).
Astfel de metode si alte metode adecvate pentru expansiunea celulelor T yd, cum ar fi
celulele V&2, sunt descrise in detaliu de Deniger si colab., Frontiers in Immunology 2014, 5,
636: 1 -10. Moreover, Almeida si colab. ( Clinical Cancer Research 2016, 22, 23; 5795-5805),
care ofera metode adecvate de obtinere a unei populatii de celule T Vd1 care pot fi modificate
prin inginerie pentru a exprima un construct de directionare heterologa descris aici. De
exemplu, in unele variante de realizare, PBMC-urile sunt pre-imbogatite folosind sortarea cu

margele magnetice, ceea ce poate produce peste 90% celule T yo.

Separarea si expansiunea celulelor T yd rezidente in tesutul non-hematopoietic din
tesutul non-hematopoietic

Celulele T y0 rezidente in tesutul non-hematopoietic obtinute asa cum este descris
aici prezinta capacitati bune de penetrare si retentie tumorala. Metode mai detaliate pentru

izolarea si expansiunea celulelor T yd rezidente in tesutul non-hematopoietic pot fi gasite, de
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exemplu, in Cererea GB Nr. 1707048.3 (W02018/202808) si in Publicatia Internationala de
Brevet nr. WO 2017/072367 (Publ. US Nr. 2018/0312808).

Celulele T yd rezidente in tesutul non-hematopoietic (de exemplu, celulele T yd
derivate din piele si/sau celulele T non-Vd2, de exemplu, celulele T V&1 si/sau celulele T DN)
pot fi izolate din orice tesut non-hematopoietic uman sau de animal non-uman care poate fi
prelevat de la un pacient pentru a obtine celule adecvate pentru conceperea prin inginerie
conform metodelor prezentei inventii. In unele variante de realizare, tesutul non-
hematopoietic din care sunt derivate si expandate celulele T yd este pielea (de exemplu,
pielea umana), care poate fi obtinuta prin metode cunoscute in domeniu. in unele variante
de realizare, pielea este obtinuta prin biopsie cu punch. Alternativ, metodele de izolare si
expansiune a celulelor T yd furnizate aici pot fi aplicate tractului gastrointestinal (de exemplu,
colonului), glandei mamare, plaméanului, prostatei, ficatului, splinei si pancreasului. Celulele
T yd pot fi, de asemenea, rezidente in tesuturile canceroase umane, de exemplu, tumori ale
sanului sau prostatei. In unele variante de realizare, celulele T yd pot proveni din tesuturi
canceroase umane (de exemplu, tesuturi tumorale solide). in alte variante de realizare,
celulele T yd pot proveni din tesut non-hematopoietic, altul decat tesutul canceros uman (de
exemplu, un tesut fard un numar substantial de celule tumorale). De exemplu, celulele T yd
pot proveni dintr-o regiune a pielii (de exemplu, piele sanatoasa) separata de un tesut
canceros din apropiere sau adiacent.

Celulele T yd care sunt dominante in sange sunt in principal celule T V&2, in timp ce
celulele T yd care sunt dominante in tesuturile non-hematopoietice sunt in principal celule T
Vo1, astfel incat celulele T V&1 includ aproximativ 70-80% din populatia de celule T yd
rezidente in tesutul non-hematopoietic. Cu toate acestea, unele celule T V32 se gasesc si in
tesuturile non-hematopoietice, de exemplu in intestin, unde pot include aproximativ 10-20%
din celulele T yd. Unele celule T yd rezidente in tesuturile non-hematopoietice nu exprima
nici TCR V&1, nici V32 si le-am denumit celule T yd dublu negative (DN). Este probabil ca
aceste celule T yd DN sa exprime in cea mai mare parte V3, cu o minoritate de celule T
exprimand V&5. Prin urmare, celulele T yd care se sunt rezidente in mod obisnuit in tesuturile
non-hematopoietice si care sunt extinse prin metoda conform inventiei sunt de preferinta
celule T non-Vd2, de exemplu celule T V&1, cu includerea unei cantitati mai mici de celule T
yO DN.

in general, celulele T y& rezidente in tesutul non-hematopoietic sunt capabile sa se
extinda spontan la indepartarea contactului fizic cu celulele stromale (de exemplu, fibroblaste
cutanate). Astfel, metodele de cultura bazate pe schele descrise mai sus pot fi utilizate pentru

a induce o astfel de separare, rezultand o derepresie a celulelor T yd pentru a declansa
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expansiunea. In consecintd, in unele variante de realizare, nu este prezenta nicio activare
substantiala a caii TCR in timpul etapei de expansiune (de exemplu, nu sunt inclusi in cultura
activatori exogeni ai caii TCR). In plus, inventia oferd metode de extindere a celulelor T yd
rezidente in tesutul non-hematopoietic, in care metodele nu implica contactul cu celule

hranitoare, celule tumorale si/sau celule prezentatoare de antigen.

Metode de tratament

Compozitile farmaceutice care contin o populatie de celule T yd Tmbogatita,
nemodificate prin inginerie, o populatie de celule T yd imbogatita, modificate prin inginerie
si/sau amestecuri ale acestora, asa cum sunt descrise aici, pot fi administrate pentru
tratamente profilactice si/sau terapeutice. in aplicatiile terapeutice, compozitile pot fi
administrate unui subiect care sufera deja de o boala sau afectiune, intr-o cantitate suficienta
pentru a vindeca sau cel putin a opri partial simptomele bolii sau afectiunii. O populatie de
celule T yd imbogatita, care nu sunt modificate prin inginerie, o populatie de celule T yd
imbogatita, modificate prin inginerie si/sau amestecuri ale acestora pot fi, de asemenea,
administrate pentru a reduce probabilitatea de a dezvolta, contracta sau agrava o afectiune.
Cantitatile eficiente dintr-o populatie de celule T y® imbogatita, care nu sunt modificate prin
inginerie, o populatie de celule T yd imbogatita, modificate prin inginerie si/sau amestecuri
ale acestora, pentru utilizarea terapeutica, pot varia in functie de severitatea si evolutia bolii
sau afectiunii, terapia anterioara, starea de sanatate a subiectului, greutatea si/sau raspunsul
la medicamente si/sau de rationamentul medicului curant.

O populatie de celule T yd imbogatita, nemodificate prin inginerie, o populatie de celule
T yd imbogatita, modificate prin inginerie si/sau amestecuri ale acestora, conform dezvaluirii,
poate fi utilizatd pentru a trata un subiect care necesita tratament pentru o afectiune.

O metoda de tratare a unei afectiuni la un subiect cu o populatie de celule T yd
imbogatita si un anticorp sau fragment de anticorp specific pentru CD19 conform prezentei
dezvaluiri poate cuprinde administrarea la subiect a unei cantitati eficiente terapeutic dintr-o
populatie de celule T yd imbogatita, care nu sunt modificate prin inginerie, o populatie de
celule T yd imbogatita, modificate prin inginerie si/sau amestecuri ale acestora. O populatie
de celule T yd imbogatita si/sau amestecuri ale acestora, conform dezvaluirii, poate fi
administrata in diferite regimuri (de exemplu, in functie de moment, concentratie, dozaj,
intervalul dintre tratamente si/sau formulare). Un subiect poate fi, de asemenea,
preconditionat, de exemplu, cu chimioterapie, radiatii sau o combinatie a ambelor, inainte de
a primi o populatie de celule T yd imbogatita si/sau amestecuri ale acestora, conform

dezvaluirii. Ca parte a unui tratament, o populatie de celule T yd imbogatita, care nu sunt
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modificate prin inginerie, o populatie de celule T yd imbogatita, modificate prin inginerie si/sau
amestecuri ale acestora pot fi administrate unui subiect ca un prim regim, si subiectul poate
fi monitorizat pentru a se determina daca tratamentul conform primului regim atinge un anumit
nivel de eficacitate terapeutica.

O populatie imbogatita cu celule T yd, adica care nu sunt modificate prin inginerie sau
sunt modificate prin inginerie, si/sau amestecuri ale acestora, conform dezvaluirii, pot fi
utilizate pentru a trata diverse afectiuni. In unele cazuri, o populatie de celule T yd imbogatita,
nemodificata prin inginerie, o populatie de celule T yd imbogatita, modificata prin inginerie
si/sau amestecuri ale acestora, conform dezvaluirii, pot fi utilizate pentru a trata un cancer,

inclusiv tumori solide si cancer hematologic.

Metode de administrare

Una sau mai multe populatii de celule T yd imbogéatite, nemodificate prin inginerie,
populatii de celule T yd imbogatite, modificate prin inginerie si/sau amestecuri ale acestora,
conform inventiei, pot fi administrate unui subiect in orice ordine sau simultan. Daca sunt
simultane, populatia multipla de celule T yd imbogatita, nemodificata prin inginerie, populatia
de celule T yd imbogatita, modificata prin inginerie si/sau amestecuri ale acestora, conform
inventiei, pot fi furnizate intr-o singura forma unificata, cum ar fi o injectie intravenoasa, sau
in multiple forme, de exemplu, ca perfuzii intravenoase multiple, s.c., injectii sau pilule.
Populatia de celule T yd imbogatita, nemodificata prin inginerie, populatia de celule T yd
imbogatitad, modificata prin inginerie si/sau amestecuri ale acestora, conform inventiei, pot fi
impachetate impreuna sau separat, intr-un singur pachet sau intr-o pluralitate de pachete.
Una sau toate populatiile de celule T yd imbogatite, nemodificata prin inginerie, populatia de
celule T yd imbogatite, modificatd prin inginerie si/sau amestecuri ale acestora, conform
inventiei, pot fi date in doze multiple. Daca nu este simultan, intervalul de timp dintre dozele
multiple poate varia pana la aproximativ o saptamana, o luna, doua luni, trei luni, patru luni,
cinci luni, sase luni sau aproximativ un an. In unele cazuri, o populatie de celule T yd
imbogatitad, nemodificata prin inginerie, o populatie de celule T yd imbogatita, modificata prin
inginerie si/sau amestecuri ale acestora, conform inventiei, se pot extinde in corpul unui
subiect, in vivo, dupa administrarea la un subiect. Populatia de celule T yd imbogatite,
nemodificata prin inginerie, populatia de celule T yd imbogatite, modificata prin inginerie
si/sau amestecuri ale acestora pot fi congelate pentru a furniza celule pentru tratamente
multiple cu acelasi preparat de celule. Populatia de celule T yd imbogatite, nemodificata prin
inginerie, populatia de celule T yd imbogatite, modificata prin inginerie si/sau amestecuri ale

acestora, conform dezvaluirii, si compozitiile farmaceutice care le cuprind, pot fi impachetate
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ca un kit. Un kit poate include instructiuni (de exemplu, instructiuni scrise) privind utilizarea
populatiei de celule T yd imbogatite, nemodificata prin inginerie, a populatiei de celule T yd
imbogatite, modificatd prin inginerie si/sau a amestecurilor acestora, precum si a
compozitiilor care le cuprind.

n unele cazuri, o metodé de tratare a unui cancer cuprinde administrarea la un subiect
a unei cantitati eficiente terapeutic dintr-o populatie de celule T yd imbogatita, care nu sunt
modificate prin inginerie, o populatie de celule T yd imbogatita, modificate prin inginerie si/sau
amestecuri ale acestora, in care administrarea trateaza cancerul. In unele variante de
realizare, cantitatea eficienta terapeutic din populatia de celule T yd imbogatite, care nu sunt
modificate prin inginerie, populatia de celule T yd imbogatite, modificate prin inginerie si/sau
amestecuri ale acestora este administrata timp de cel putin aproximativ 10 secunde, 30 de
secunde, 1 minut, 10 minute, 30 de minute, 1 ora, 2 ore, 3 ore, 4 ore, 5 ore, O ore, 12 ore, 24
de ore, 2 zile, 3 zile, 4 zile, 5 zile, 6 zile, 1 saptamana, 2 saptamani, 3 saptamani, 1 luna, 2
luni, 3 luni, 4 luni, 5 luni, 6 luni sau 1 an. In unele variante de realizare, cantitatea eficienta
terapeutic din populatia de celule T yd imbogatite, care nu sunt modificate prin inginerie,
populatia de celule T yd imbogatite, modificate prin inginerie si/sau amestecuri ale acestora
este administrata timp de cel putin o saptdmana. in unele variante de realizare, cantitatea
eficienta terapeutic din populatia de celule T yd imbogatite, care nu sunt modificate prin
inginerie, populatia de celule T yd imbogatite, modificate prin inginerie si/sau amestecuri ale

acestora este administrata timp de cel putin doua saptamani.

Variante de realizare

Prezenta dezvaluire furnizeaza o combinatie farmaceutica, care cuprinde un anticorp
sau un fragment de anticorp specific pentru CD19 si celulele T gamma delta (celule T yd)
pentru utilizarea in tratamentul cancerului.

intr-un aspect, prezenta dezvaluire furnizeazd o combinatie farmaceutica, care
cuprinde un anticorp specific pentru CD19 si celulele T gamma delta (celule T yd) pentru
utilizarea in tratamentul cancerului, in care celulele T yd cuprind o populatie de celule T yd
imbogatita. Intr-o varianta de realizare, populatia de celule T yd imbogatita cuprinde celule T
yd care nu sunt modificate prin inginerie sau modificate prin inginerie si/sau amestecuri ale
acestora. Intr-o altd variantd de realizare, prezenta dezvaluire furnizeaza o combinatie
farmaceutica, care cuprinde un anticorp specific pentru CD19 si o populatie de celule T yd
imbogatita pentru utilizarea in tratamentul cancerului.

intr-un alt aspect, prezenta dezvaluire furnizeaza o combinatie farmaceutica, care

cuprinde un anticorp specific pentru CD19 si celulele T gamma delta (celule T yd) pentru
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utilizarea in tratamentul cancerului, in care celulele T yd cuprind celule T yd care nu sunt
modificate prin inginerie sau modificate prin inginerie si/sau amestecuri ale acestora. intr-o
alta varianta realizare, celulele T yd sunt o populatie de celule T yd care nu sunt modificate
prin inginerie. Intr-o altd varianta realizare, celulele T y& sunt o populatie de celule T y&
modificate prin inginerie.

Intr-un aspect, prezenta dezvaluire furnizeazd o combinatie farmaceutica, care
cuprinde un anticorp specific pentru CD19 si celulele T gamma delta (celule T yd) pentru
utilizarea in tratamentul cancerului, in care celulele T yd sunt izolate din sangele periferic,
tesutul tumoral sau tesutul non-hematopoietic. intr-o varianta de realizare, celulele T yd sunt
izolate din sange periferic. Intr-o alta varianta de realizare, celulele T yd sunt o populatie de
celule T yd izolate din sénge periferic.

intr-un aspect, prezenta dezvaluire furnizeazd o combinatie farmaceutica, care
cuprinde un anticorp specific pentru CD19 si celule T gamma delta (celule T yd) pentru
utilizarea in tratamentul cancerului in care cancerul este un cancer hematologic. intr-o
varianta realizare, cancerul hematologic este leucemia limfocitara cronica (CLL), limfomul
non-Hodgkin (NHL), limfomul limfocitar mic (SLL) sau leucemia limfoblastica acuta (ALL).
intr-o alté varianta realizare, cancerul hematologic este limfomul non-Hodgkin (NHL). Intr-o
alta varianta realizare, limfomul non-Hodgkin este selectat din grupul care consta din limfom
folicular, limfom limfocitar mic, tesut limfoid asociat mucoasei, limfom de zona marginala,
limfom difuz cu celule B mari, limfom Burkitt si limfom cu celule de manta.

in anumite variante de realizare, prezenta dezvaluire furnizeazid o combinatie
farmaceutica, care cuprinde un anticorp specific pentru CD19 si celule T gamma delta (celule
T yd) pentru utilizarea in tratamentul cancerului, in care anticorpul specific pentru CD19
mentionat este administrat la 9 mg/kg. in variante de realizare alternative, anticorpul specific
pentru CD19 este administrat la 12 mg/kg. In alte variante de realizare, la 15 mg/kg sau mai
mult.

in anumite variante de realizare, anticorpul specific pentru CD19 are o activitate
citotoxica. In unele variante de realizare, anticorpul specific pentru CD19 cuprinde o regiune
constantd avand activitate de inducere a ADCC. In unele variante de realizare, anticorpul
specific pentru CD19 induce ADCC.

in anumite variante de realizare, prezenta dezviluire furnizeazid o combinatie
farmaceutica, care cuprinde un anticorp specific pentru CD19 si celule T gamma delta (celule
T yd) pentru utilizarea in tratamentul cancerului, in care componentele combinatiei, anticorpul
sau fragmentul de anticorp specific pentru CD19 si celulele T yd sunt administrate separat.

intr-o variantd de realizare, celulele T yd sunt administrate fnainte de administrarea
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anticorpului specific pentru CD19. intr-o varianta de realizare, anticorpul specific pentru CD19
este administrat fnainte de administrarea celulelor T y3. In unele variante de realizare,
componentele combinatiei sunt administrate intr-un moment in care ambele componente
(medicamente) sunt active la pacient in acelasi timp. "Sinergism" implica faptul ca ambele
medicamente sunt active la pacient in acelasi timp. In unele variante de realizare,
componentele combinatiei sunt administrate impreuna, simultan, separat sau ulterior, fie fizic,
fie in timp. in unele variantele de realizare, componentele combinatiei sunt administrate
simultan.

in anumite variante de realizare, prezenta dezvaluire furnizeazd o combinatie
farmaceutica, care cuprinde un anticorp specific pentru CD19 si celulele T si yd pentru
utilizarea in tratamentul cancerului, in care anticorpul anti-CD19 este administrat saptamanal,
la doua saptamani sau lunar.

In anumite variante de realizare, prezenta dezvaluire furnizeazd o combinatie
farmaceutica, care cuprinde un anticorp specific pentru CD19 si celulele T yd pentru utilizarea
in tratamentul cancerului, in care anticorpul specific pentru CD19 mentionat este administrat
intr-o concentratie de 12 mg/kg.

In anumite variante de realizare, prezenta dezvaluire furnizeazd o combinatie
farmaceutica, care cuprinde un anticorp specific pentru CD19 si celulele T yd pentru utilizarea
in tratamentul cancerului, in care anticorpul specific pentru CD19 mentionat este administrat
saptamanal, la doua saptamani sau lunar dupa o prima administrare in Ziua 1 si in care
inhibitorul de BCL-2 este administrat pentru prima datd in Ziua 8. Intr-o altd varianti de
realizare, anticorpul anti-CD19 sau fragmentul de anticorp al acestuia, dupa o prima
administrare in Ziua 1, este administrat saptamanal timp de primele 3 luni si la doua
saptamani timp de cel putin urmatoarele 3 luni.

Intr-un aspect, prezenta dezvaluire furnizeaza un anticorp anti-CD19 sau un fragment
de anticorp al acestuia pentru utilizarea in tratamentul pacientilor cu cancer hematologic, in
care pacientul cu cancer hematologic mentionat are limfom non-Hodgkin si in care anticorpul
anti-CD19 sau fragmentul de anticorp al acestuia mentionat este administrat in combinatie
cu celule T yo.

Intr-un aspect, prezenta dezvaluire furnizeaza un anticorp anti-CD19 sau un fragment
de anticorp al acestuia pentru utilizarea in tratamentul pacientilor cu cancer hematologic, in
care pacientul cu cancer hematologic mentionat are limfom non-Hodgkin si in care anticorpul
anti-CD19 sau fragmentul de anticorp al acestuia mentionat este administrat in combinatie
cu celule T y3. Intr-o varianta de realizare, pacientul cu cancer hematologic are limfom non-

Hodgkin, in care limfomul non-Hodgkin este selectat din grupul care consta din limfom
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folicular, limfom limfocitar mic, tesut limfoid asociat mucoasei, limfom de zona marginala,
limfom difuz cu celule B mari, limfom Burkitt si limfom cu celule de manta.

Intr-o variantd de realizare, anticorpul anti-CD19 al acesteia, destinat utilizarii in
tratamentul pacientilor cu cancer hematologic in combinatie cu celule T yd, cuprinde o
regiune HCDR1 regiune care cuprinde secventa SYVMH (SECV ID NR: 1), o regiune HCDR2
care cuprinde secventa NPYNDG (SECV ID NR: 2), o regiune HCDR3 care cuprinde
secventa GTYYYGTRVFDY (SECV ID NR: 3), o regiune LCDR1 care cuprinde secventa
RSSKSLQNVNGNTYLY (SECV ID NR: 4), o regiune LCDR2 care cuprinde secventa
RMSNLNS (SECV ID NR: 5), si o regiune LCDR3 care cuprinde secventa MQHLEYPIT
(SECV ID NR: 6).

Intr-o altd varianta de realizare, anticorpul anti-CD19 al acesteia, destinat utilizarii in
tratamentul pacientilor cu cancer hematologic in combinatie cu celule T yd, cuprinde un lant

greu variabil cu secventa

EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGYTFTSYVMHWVRQAPGKGLEWIGYINPYN
DGTKYNEKFQGRVTISSDKSISTAYMELSSLRSEDTAMYYCARGTYYYGTRVFDYW
GQGTLVTVSS (SECV ID NR: 7).

si un lant usor variabil cu secventa

DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLQNVNGNTYLYWFQQKPGQSPQLLIYRM
SNLNSGVPDRFSGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPITFGAGTKLEIK
(SECV ID NR: 8).

in unele cazuri, anticorpul anti-CD19 sau fragmentul de anticorp al acestuia este un
anticorp sau fragment de anticorp uman, umanizat sau himeric. in unele cazuri, anticorpul
anti-CD19 sau fragmentul de anticorp al acestuia este de izotip 1gG. Tn unele cazuri,
anticorpul sau fragmentul de anticorp este IgG1, IgG2 sau IgG1/IgG2 himeric. intr-o alta
varianta de realizare a prezentei dezvaluiri, izotipul anticorpului anti-CD19 este modificat prin
inginerie pentru a spori citotoxicitatea mediata celular dependenta de anticorp. intr-o alta
varianta realizare, regiunea constanta a lantului greu a anticorpului anti-CD19 cuprinde
aminoacizii 239D si 332E, in care numerotarea Fc este conform indicelui EU, ca in Kabat. in
unele cazuri, anticorpul este 1I9G1, 19G2 sau IgG1/IgG2, si regiunea constanta a lantului greu
himerica a anticorpului anti-CD19 cuprinde aminoacizii 239D si 332E, in care numerotarea

Fc este conform indicelui EU, ca in Kabat.
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intr-o altd variantd de realizare, anticorpul anti-CD19 pentru utilizare in tratamentul
pacientilor cu cancer hematologic in combinatie cu celule T yd cuprinde un lant greu avand

secventa

EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGYTFTSYVMHWVRQAPGKGLEWIGYINPYN
DGTKYNEKFQGRVTISSDKSISTAYMELSSLRSEDTAMYYCARGTYYYGTRVFDYW
GQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC
DKTHTCPPCPAPELLGGPDVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP
EEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP
ENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLS
LSPGK (SECV ID NR: 11).

si un lant usor avand secventa

DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLQNVNGNTYLYWFQQKPGQSPQLLIYRM
SNLNSGVPDRFSGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPITFGAGTKLEIKRT
VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKYDNALQSGNSQESVTE

QDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
(SECV ID NR: 12).

in unele cazuri, anticorpul anti-CD19 sau fragmentul de anticorp al acestuia pentru
utilizarea in tratamentul pacientilor cu cancer hematologic in combinatie cu celule T yd

cuprinde un lant greu variabil cu secventa

EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGYTFTSYVMHVWVRQAPGKGLEWIGYINPYN
DGTKYNEKFQGRVTISSDKSISTAYMELSSLRSEDTAMYYCARGTYYYGTRVFDYW
GQGTLVTVSS (SECV ID NR: 7)

si un lant usor variabil cu secventa

DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLQNVNGNTYLYWFQQKPGQSPQLLIYRM
SNLNSGVPDRFSGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPITFGAGTKLEIK
(SECV ID NR: 8)
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sau un lant greu variabil si un lant usor variabil care are cel putin 80%, cel putin 90%, cel
putin 95%, cel putin 96%, cel putin 97%, cel putin 98% sau cel putin 99% identitate cu lantul
greu variabil cu SECV ID NR: 7 si cu lantul usor variabil cu SECV ID NR: 8.

in unele cazuri, anticorpul anti-CD19 sau fragmentul de anticorp al acestuia pentru
utilizarea in tratamentul pacientilor cu cancer hematologic in combinatie cu celule T yd

cuprinde un lant greu variabil cu secventa

EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGYTFTSYVMHWVRQAPGKGLEWIGYINPYN
DGTKYNEKFQGRVTISSDKSISTAYMELSSLRSEDTAMYYCARGTYYYGTRVFDYW
GQGTLVTVSS (SECV ID NR: 7)

si un lant usor variabil cu secventa

DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLQNVNGNTYLYWFQQKPGQSPQLLIYRM

SNLNSGVPDRFSGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPITFGAGTKLEIK
(SECV ID NR: 8)

sau un lant greu variabil si un lant usor variabil care are cel putin 80%, cel putin 90%, cel
putin 95%, cel putin 96%, cel putin 97%, cel putin 98% sau cel putin 99% identitate cu lantul
greu variabil cu SECV ID NR: 7 si cu lantul usor variabil cu SECV ID NR: 8, in care anticorpul
anti-CD19 cuprinde o regiune HCDR1 care cuprinde secventa SYVMH (SECV ID NR: 1), o
regiune HCDR2 care cuprinde secventa NPYNDG (SECV ID NR: 2), o regiune HCDR3 care
cuprinde secventa GTYYYGTRVFDY (SECV ID NR: 3), o regiune LCDR1 care cuprinde
secventa RSSKSLOQNVNGNTYLY (SECV ID NR: 4), o regiune LCDR2 care cuprinde
secventa RMSNLNS (SECV ID NR: 5), si o regiune LCDR3 care cuprinde secventa
MQHLEYPIT (SECV ID NR: 6). intr-o altd varianta de realizare, regiunea lantului greu al
anticorpului anti-CD19 cuprinde aminoacizii 239D si 332E, in care numerotarea Fc este
conform indicelui EU, ca in Kabat.

in unele cazuri, anticorpul anti-CD19 sau fragmentul de anticorp al acestuia pentru
utilizarea in tratamentul pacientilor cu cancer hematologic in combinatie cu celule T yd

cuprinde un lant greu avand secventa
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EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGYTFTSYVMHWVRQAPGKGLEWIGYINPYN

DGTKYNEKFQGRVTISSDKSISTAYMELSSLRSEDTAMYYCARGTYYYGTRVFDYW
GQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC
DKTHTCPPCPAPELLGGPDVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFN

WYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP
EEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP
ENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLS
LSPGK (SECV ID NR: 11)

si un lant usor avand secventa

DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLQNVNGNTYLYWFQQKPGQSPQLLIYRM
SNLNSGVPDRFSGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPITFGAGTKLEIKRT
VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTE

QDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
(SECV ID NR: 12)

sau un lant greu si un lant usor care are cel putin 80%, cel putin 90%, cel putin 95%, cel putin
96%, cel putin 97%, cel putin 98% sau cel putin 99% identitate cu lantul greu cu SECV ID
NR: 7 si cu lantul usor cu SECV ID NR: 8.

in unele cazuri, anticorpul anti-CD19 sau fragmentul de anticorp al acestuia pentru
utilizarea in tratamentul pacientilor cu cancer hematologic in combinatie cu celule T yd

cuprinde un lant greu avand secventa

EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGYTFTSYVMHWVRQAPGKGLEWIGYINPYN
DGTKYNEKFQGRVTISSDKSISTAYMELSSLRSEDTAMYYCARGTYYYGTRVFDYW
GQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC
DKTHTCPPCPAPELLGGPDVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP
EEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP
ENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLS
LSPGK (SECV ID NR: 11)

si un lant usor avand secventa
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DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLQANVNGNTYLYWFQQKPGQSPQLLIYRM
SNLNSGVPDRFSGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPITFGAGTKLEIKRT
VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTE

QDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
(SECV ID NR: 12)

sau un lant greu si un lant usor care are cel putin 80%, cel putin 90%, cel putin 95%, cel putin
96%, cel putin 97%, cel putin 98% sau cel putin 99% identitate cu lantul greu cu SECV ID
NR: 7 si cu lantul usor cu SECV ID NR: 8 si in care anticorpul anti-CD19 cuprinde o regiune
HCDRL1 care cuprinde secventa SYVMH (SECV ID NR: 1), o regiune HCDR2 care cuprinde
secventa NPYNDG (SECV ID NR: 2), o regiune HCDR3 care cuprinde secventa
GTYYYGTRVFDY (SECV ID NR: 3), o regiune LCDR1 care cuprinde secventa
RSSKSLOQNVNGNTYLY (SECV ID NR: 4), o regiune LCDR2 care cuprinde secventa
RMSNLNS (SECV ID NR: 5), si o regiune LCDR3 care cuprinde secventa MQHLEYPIT
(SECV ID NR: 6). Intr-0 alta varianta de realizare, regiunea lantului greu al anticorpului anti-
CD19 cuprinde aminoacizii 239D si 332E, in care numerotarea Fc este conform indicelui EU,
ca in Kabat.

intr-o varianta de realizare, prezenta dezvaluire furnizeaza un anticorp anti-CD19 in
care anticorpul anti-CD19 mentionat este administrat intr-o concentratie de 12 mg/kg.

Intr-o altd variantd de realizare, anticorpul anti-CD19 este administrat séaptamanal, la
fiecare doud saptadmani sau lunar. intr-o altd varianta realizare, anticorpul anti-CD19 este
administrat saptadmanal pentru primele 3 luni si la fiecare doua saptamani cel putin pentru
urmatoarele 3 luni. Intr-o altd varianta de realizare, anticorpul anti-CD19 este administrat
saptamanal pentru primele 3 luni. Intr-o altd varianta de realizare, anticorpul anti-CD19 este
administrat saptadmanal pentru primele 3 luni si la fiecare doua saptamani cel putin pentru
urmatoarele 3 luni. incé intr-o alté varianta de realizare, anticorpul anti-CD19 este administrat
saptamanal pentru primele 3 luni, la fiecare doua saptamani pentru urmatoarele 3 luni si lunar
ulterior. intr-o alti realizare, anticorpul anti-CD19 este administrat sdptamanal timp de
primele 3 luni, la fiecare doua saptamani pentru urmatoarele 3 luni si lunar dupa aceea.

Prezenta dezvaluire furnizeaza un anticorp sau fragment de anticorp specific pentru
CD19 pentru utilizarea in tratamentul cancerului, in care anticorpul sau fragmentul de
anticorp specific pentru CD19 mentionat este administrat in combinatie cu celule T y&. intr-o
varianta de realizare, celulele T yd sunt izolate din sange periferic, tesutul tumoral sau tesutul
non-hematopoietic. Intr-o varianta de realizare, celulele T y& sunt izolate din sange periferic.

Intr-o alta varianta de realizare, celulele T y& sunt o populatie de celule T yd izolate din sange
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periferic. intr-o altd varianta de realizare, celulele T y& sunt o populatie de celule T yd izolate
din sange periferic si cultivate in prezenta IL-2 si ZOL. Intr-un alt exemplu, celulele T yd sunt
o populatie de celule T Vy9Vd2 derivate din sénge.

Prezenta dezvaluire furnizeaza un anticorp sau fragment de anticorp specific pentru
CD19 pentru utilizarea in tratamentul cancerului, in care anticorpul sau fragmentul de
anticorp specific pentru CD19 mentionat este administrat in combinatie cu celule T yd, etapa
de administrare fiind efectuata prin administrarea anticorpului specific pentru CD19 si a
celulelor T yd in combinatie, intr-un mod simultan, Tn ordine sau in ordine inversa.

Prezenta dezvaluire furnizeaza o combinatie farmaceutica, care cuprinde un anticorp
sau un fragment de anticorp specific pentru CD19 si celulele T gamma delta (celule T yd)
pentru utilizarea in tratamentul cancerului, in care celulele T y® sunt administrate intr-o
cantitate eficientd terapeutic. Tn unele variante de realizare, o cantitate eficientd terapeutic
de limfocite (de exemplu, celule T yd) obtinuta prin oricare dintre metodele descrise mai sus
poate fi administrata intr-o cantitate eficienta terapeutic la un subiect (de exemplu, pentru
tratamentul cancerului, cum ar fi cancerul hematologic). in unele cazuri, cantitatea eficients
terapeutic de limfocite (de exemplu, celule T yd) este mai putin de 10 x 102 celule per doza
(de exemplu, mai putin de 9 x 1012 celule per doza, mai putin de 8 x 102 celule per doza, mai
putin de 7 x 102 celule per doza, mai putin de 6 x 10*? celule per doza, mai putin de 5 x 10*2
celule per doza, mai putin de 4 x 10'? celule per doza, mai putin de 3 x 10*? celule per doza,
mai putin de 2 x 102 celule per doza, mai putin de 1 x 102 celule per doza, mai putin de 9 x
10! celule per doza, mai putin de 8 x 10! celule per doz&, mai putin de 7 x 10! celule per
doza, mai putin de 6 x 10! celule per doza, mai putin de 5 x 10! celule per doza, mai putin
de 4 x 10! celule per doza, mai putin de 3 x 101! celule per doza, mai putin de 2 x 10** celule
per dozd, mai putin de 1 x 10! celule per doza, mai putin de 9 x 10%° celule per doza, mai
putin de 7,5 x 100 celule per doza, mai putin de 5 x 10%° celule per doza, mai putin de 2,5 x
10%° celule per doza, mai putin de 1 x 10'° celule per doza, mai putin de 7,5 x 10° celule per
doza, mai putin de 5 x 10° celule per doza, mai putin de 2,5 x 10° celule per doza, mai putin
de 1 x 10° celule per doza, mai putin de 7,5 x 108 celule per doza, mai putin de 5 x 108 celule
per doza, mai putin de 2,5 x 108 celule per doza, mai putin de 1 x 108 celule per doza, mai
putin de 7,5 x 107 celule per doza, mai putin de 5 x 107 celule per doza, mai putin de 2,5 x
107 celule per doza, mai putin de 1 x 107 celule per doza, mai putin de 7,5 x 10° celule per
doza, mai putin de 5 x 10° celule per doza, mai putin de 2,5 x 10° celule per doza, mai putin
de 1 x 10° celule per doza, mai putin de 7,5 x 10° celule per doza, mai putin de 5 x 10° celule

per doza, mai putin de 2,5 x 10° celule per doza, or mai putin de 1 x 10° celule per doza).
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in unele variante de realizare, cantitatea eficientd terapeutic de celule T yd (de
exemplu, celule T yd derivate din piele, celule T yd derivate din sédnge) este mai putin de 10
x 102 celule pe parcursul tratamentului (de exemplu, mai putin de 9 x 102 celule, mai putin
de 8 x 10*2 celule, mai putin de 7 x 10*2 celule, mai putin de 6 x 102 celule, mai putin de 5 x
102 celule, mai putin de 4 x 10*2 celule, mai putin de 3 x 10*2 celule, mai putin de 2 x 102
celule, mai putin de 1 x 102 celule, mai putin de 9 x 10*! celule, mai putin de 8 x 10! celule,
mai putin de 7 x 10! celule, mai putin de 6 x 10! celule, mai putin de 5 x 10! celule, mai
putin de 4 x 10! celule, mai putin de 3 x 10! celule, mai putin de 2 x 10*! celule, mai putin
de 1 x 10*! celule, mai putin de 9 x 1019 celule, mai putin de 7,5 x 10%° celule, mai putin de 5
x 100 celule, mai putin de 2,5 x 10%° celule, mai putin de 1 x 10%° celule, mai putin de 7,5 x
10° celule, mai putin de 5 x 10° celule, mai putin de 2,5 x 10° celule, mai putin de 1 x 10°
celule, mai putin de 7,5 x 108 celule, mai putin de 5 x 108 celule, mai putin de 2,5 x 108 celule,
mai putin de 1 x 108 celule, mai putin de 7,5 x 107 celule, mai putin de 5 x 107 celule, mai
putin de 2,5 x 107 celule, mai putin de 1 x 107 celule, mai putin de 7,5 x 10° celule, mai putin
de 5 x 108 celule, mai putin de 2,5 x 1 0° celule, mai putin de 1 x 108 celule, mai putin de 7,5
x 10° celule, mai putin de 5 x 10° celule, mai putin de 2,5 x 10° celule, sau mai putin de 1 x
10° celule pe parcursul tratamentului).

in unele variante de realizare, o doza de celule T y8 asa cum este descris3 aici include
aproximativ 1 x 108, 1,1 x 108, 2 x 10, 3,6 x 108, 5 x 10°, 1 x 107, 1,8 x 107, 2 x 107, 5 x 107,
1 x 108, 2 x 108, sau 5 x 108 celule/kg. In unele variante de realizare, o doza de celule T vy
asa cum este descrisa aici include cel putin 1 x 10°, 1,1 x 10°, 2 x 109, 3,6 x 10°, 5 x 108, 1 x
107, 1,8 x 107, 2 x 107, 5 x 107, 1 x 108, 2 x 108, sau 5 x 108 celule/kg. In unele variante de
realizare, o doza de celule T yd asa cum este descrisa aici include pana la 1 x 106, 1,1 x 109,
2 x 106, 3,6 x 10°, 5 x 108, 1 x 107, 1,8 x 107, 2 x 107, 5 x 107, 1 x 108, 2 x 108, sau 5 x 108

celule/kg.

Combinatii

Prezenta dezvaluire furnizeaza un anticorp anti-CD19 sau un fragment de anticorp al
acestuia in combinatie cu celule T yd pentru utilizarea in tratamentul cancerului hematologic,
in care anticorpul anti-CD19 sau fragmentul de anticorp al acestuia mentionat si celulele T
y& sunt administrate in combinatie cu unul sau mai multi agenti farmaceutici. intr-o variant&
de realizare a prezentei dezvaluiri, anticorpul anti-CD19 si celulele T yd sunt administrate in
combinatie cu un agent farmaceutic. Intr-o altd varianta de realizare a prezentei dezvaluiri,
anticorpul anti-CD19 si celulele T yd sunt administrate Tn combinatie cu unul sau mai multi

agenti farmaceutici suplimentari sau cu un agent farmaceutic suplimentar. intr-un aspect,
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agentul farmaceutic mentionat este un agent farmaceutic suplimentar. intr-o varianta de
realizare a prezentei dezvaluiri, agentul farmaceutic mentionat este un agent biologic sau
chimioterapeutic. intr-o altd variantd de realizare a prezentei dezvaluiri, agentul farmaceutic
mentionat este un anticorp sau un fragment de anticorp terapeutic, un mustar de azot, un
analog de purina, un analog de talidomida, un inhibitor de fosfoinozitid 3-kinaza, un inhibitor
de BCL-2 sau un inhibitor de tirozin kinaz& Bruton (BTK). intr-o alté varianta de realizare,
agentul farmaceutic mentionat este rituximab, R-CHOP, ciclofosfamida, clorambucil,
uramusting, ifosfamida, melfalan, bendamustinda, mercaptopurina, azatioprina, tioguanina,
fludarabina, talidomida, lenalidomida, pomalidomida, idelalisib, duvelisib, copanlisib, ibrutinib
sau venetoclax.

Intr-o alt& varianta de realizare, prezenta dezvéluire furnizeaza un anticorp anti-CD19
si celule T yd pentru utilizarea in tratamentul cancerului hematologic, in care anticorpul anti-
CD19 sau fragmentul de anticorp al acestuia mentionat si celulele T yd sunt administrate in
combinatie cu rituximab, R-CHOP, ciclofosfamida, clorambucil, uramustina, ifosfamida,
melfalan, bendamustina, mercaptopurina, azatioprina, tioguanina, fludarabina, talidomida,

lenalidomida, pomalidomida, idelalisib, duvelisib, copanlisib, ibrutinib sau venetoclax.

Secvente de anticorpi

Tabelul 1:
SECV ID NR: Aminoacizi

HCDR1 SECVIDNR: 1 SYVMH

HCDR2 SECV ID NR: 2 NPYNDG

HCDR3 SECV ID NR: 3 GTYYYGTRVFDY

LCDR1 SECV ID NR: 4 RSSKSLQNVNGNTYLY

LCDR2 SECV ID NR: 5 RMSNLNS

LCDR3 SECV ID NR: 6 MQHLEYPIT

VH SECV ID NR: 7
EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGYTFTSY
VMHVWRQAPGKGLEWIGYINPYNDGTKYNEK
FQGRVTISSDKSISTAYMELSSLRSEDTAMYYGC
ARGTYYYGTRVFDYWG QGTLVTVSS
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SECV ID NR: Aminoacizi

VL SECV ID NR: 8

DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLAQNV
NGNTYLYWFQQKPGQSPQLLIYRMSNLNSGYV
PDRFSGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMGQ
HLEYPITFGAGTKLEIK

Domeniu constant al|SECV ID NR: 9

lantului greu ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY

’ FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYS
LSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDK
KVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPDVFLFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNW
YVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVV
HODWLNGKEYKCKVSNKALPAPEEKTISKTKG
QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNH
YTQKSLSLSPGK

Domeniu constant al|SECV ID NR: 10

lantului usor RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFY

’ ’ PREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKD
STYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLS
SPVTKSFNRGEC

Lant greu intreg SECV ID NR: 11

EVAQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGYTFTSY
VYMHWVRQAPGKGLEWIGYINPYNDGTKYNEK
FQGRVTISSDKSISTAYMELSSLRSEDTAMYYC
ARGTYYYGTRVYFDYWGQGTLVTVSSASTKGP
SVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPYT
VSWNSGALTSGVYHTFPAVLQSSGLYSLSSVVYT
VPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPELLGGPDVFLFPPKPKDTL
MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGV
EVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDW
LNGKEYKCKVSNKALPAPEEKTISKTKGQPRE
PQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDI
AVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQK
SLSLSPGK

Lant usor intreg SECV ID NR: 12

DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLQNY

NGNTYLYWFQQKPGQSPQLLIYRMSNLNSGV
PDRFSGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQ
HLEYPITFGAGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQ
LKSGTASVVYCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQ

SGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYE
KHKVYACEVTHQGLSSPVYTKSFNRGEC

Exemple de lucru
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Exemplul 1: Caracterizarea exprimarii CD19 si CD20 pe liniile de celule testate

Acest studiu a fost efectuat pentru a se evalua activitatea citotoxica a anticorpului anti-
CD19 ameliorat cu Fc tafasitamab (MORO00208), mediata de celulele T yd de la diferiti
donatori pe linii celulare de limfom si leucemie, precum si pe un material tumoral primar
derivat de la pacienti cu CLL (leucemie limfocitara cronica), MCL (limfom cu celule manta) si
B-ALL (leucemie limfoblasticd acutd). in plus, a fost evaluata activitatea citotoxicd mediata
de celule dependenta de anticorpi a Tafasitamabului in prezenta celulelor T yd.

Diferite linii de celule de limfom si leucemie, precum si celule tumorale primare derivate
de la pacienti cu limfom si leucemie, au fost evaluate intr-un test de citotoxicitate mediata
celular dependenta de anticorpi (ADCC) cu diferite concentratii de tafasitamab si un anticorp
martor negativ IgG1. Celulele T yd au fost izolate de la sapte donatori diferiti si au fost utilizate
drept celule efectoare la diferite rapoarte intre celulele efectoare si cele tinta (rapoarte E:T
0,7:1, 2,2:1, 6,7:1 si 20:1).

Analiza materialelor, metodelor si datelor

Celule T yo:

Celulele T yd exprima lanturile variabile Vy si Vd ca parte a unui complex de receptori
ai celulelor T (TCR) care este structural si functional distinct de TCR-ul de legare a
complexului major de histocompatibilitate (MHC) al celulelor T aB. in pofida diversitatii
combinatorii nerestrictionate si ridicate, lantul Vo2 este preferential imperecheat cu lantul
Vy9. Celulele T Vy9Vd2 reprezinta aproximativ 5% din celulele T din sangele periferic,
reprezentand subpopulatia dominanta de celule T yd din acest compartiment. Celulele T yd

de la 7 donatori diferiti au fost izolate, stimulate si aplicate asa cum este listat in continuare:

Donator |Caracteristici Test

1 dio dupa stimularea cu Zoledronat/IL2,|Titrarea  dozei cu
TCRySdpos/CD3+:36,5%, TCRybneg/CD3+: 57,0%,|celule Jeko
CD56+/CD3-: 0,5%

2 di0 dupa stimularea cu Zoledronaet/IL2:|Titrarea  dozei cu
TCRydpos/CD3+: 84,8%, TCRydneg/CD3+: 11,7%,|celule U2932
CD56+/CD3-: 1,2%

3 d9 dupa stimularea cu Zoledronat/IL2, TCRydpos/CD3+:|Titrarea  dozei cu
46,0%, TCRydneg/CD3+: 47,0%, CD56+/CD3-: 1,75%  |celule Jeko
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Donator |Caracteristici Test

4 d9 dupa stimularea cu Zoledronat/IL2, TCRy®pos/CD3+:|Linii de celule de
60,8%, TCRydneg/CD3+:12,6%, CD56+/CD3-: 1,4% citotoxicitate

5 d9 dupa stimularea cu Zoledronat/IL2, TCRy®pos/CD3+:|Linii de celule de
69,5%, TCRydneg/CD3+:23,2%, CD56+/CD3-: 2,6% citotoxicitate

6 do dupa stimularea cu Zoledronat/IL2,[Linii de celule de
TCRydpos/CD3+:84,8%, TCRydneg/CD3+: 11,7%,|citotoxicitate
CD56+/CD3-: 1,2%,

7 do dupa stimularea cu Zoledronat/IL2,|Citotoxicitatea
TCRydpos/CD3+:67,3%, TCRydneg/CD3+.  24,4%,|celulelor pacientului
CD56+/CD3-: 3,6%

Asa cum este listat in tabel, populatia de celule stimulate utilizata pentru experimentele
descrise a constat din trei populatii principale. Numai o portiune foarte mica de celule
efectoare CD56+/CD3- NK a fost prezenta (<5%), in timp ce, celulele TCRydneg/CD3+ au
reprezentat o populatie mai mare in unele cazuri, insa aceste celule nu declanseaza liza
celulelor tinta. Prin urmare, in principal celulele T yd au fost responsabile pentru uciderea

celulelor mediata de anticorpi.
Linii de celule si probe de la pacienti
Linii_de celule (obtinute de la DSMZ): Mino (limfom cu celule de manta), Daudi (limfom

Burkitt), Jeko-1 (limfom cu celule de manta), U2932 (DLBCL), REH (B-ALL)
Probe de la pacient (sénge periferic): 2x CLL (leucemie limfocitara cronica), 2x MCL (limfom

cu celule de manta), 1x B-ALL (leucemie limfoblastica acuta)

REZULTATE

Titrarea dozei cu linii de celule de limfom

Experimentele initiale de titrare a dozei pentru obtinerea unei configuratii de testare
valide au fost efectuate cu MOR00208 la concentratii cuprinse intre 0,001 si 10 pg/ml in
prezenta a patru rapoarte E:T ale celulelor T yd (0,7:1, 2,2:1, 6,7:1 si 20:1) si s-a observat o
crestere dependenta de doza a procentului de celule tinta Jeko si U2932 lizate. Asa cum era

de asteptat, activitatea de ucidere a anticorpilor testati a crescut odata cu rapoarte E:T mai
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ridicate, si cele mai distincte efecte au fost observate la cele mai ridicate rapoarte E:T testate
de 6,7:1 si 20:1. Eficacitatea maxima a lizei celulelor a fost atinsa la concentratii de 0,1 pg/ml,
1 pg/ml si 10 pg/ml MORO00208 in cele doua linii de celule testate. Liza celulelor a aratat
variatii ale celulelor T yd dependente de donator, cu o lizd maxima cuprinsa intre 34,0% si
49,3% pentru celulele Jeko si respectiv 22,5% pentru U2392. O concentratie de 1 ug/ml de
MORO00208 (ameliorate cu Fc) a fost selectata drept concentratie optima pentru analize
ulterioare complete ale efectului dependent de Fc al uciderii celulelor mediata de anticorpi de
catre celulele T yd asupra liniilor de celule de leucemie si limfom si asupra celulelor tumorale

derivate de la pacient.

Teste de citotoxicitate cu linii de celule de [imfom/leucemie

Pentru a se determina potentialul de ucidere a celulelor tumorale al celulelor T yd in
combinatie cu anticorpi CD19, a fost testat Tafasitamabul la o concentratie de 1 pg/ml cu
celule Mino, Daudi, Jeko, U2932 si REH drept celule tinta (Figura 1 si Figura 2). Ca si inainte,
au fost testate patru rapoarte E:T diferite intre 0,7:1 si 20:1. Si pentru toate liniile de celule,
efectele MOR00208 in combinatie cu celule T yd au fost superioare martorului de 1gG1
(MORO00208>martor de 19G1) in combinatie cu celule T yd. Asa cum s-a observat in timpul
experimentelor de titrare a dozei, activitatea de ucidere a anticorpului testat a crescut, si cele
mai distincte efecte au fost gasite la cele mai ridicate rapoarte E:T testate de 6,7:1 si 20:1. in
special in cele doua linii de celule cu cea mai scazuta ucidere nespecifica (Mino si Jeko), s-
a observat cea mai mare contributie specificd a anticorpului la activitatea de ucidere a
celulelor. in ambele linii de celule, activitatea MOR00208 a fost semnificativ diferit3 statistic
de martorul de IgG1 (Figura 1). in cele trei linii de celule cu o ucidere nespecifica mai ridicata,
profilul de activitate a fost similar (MOR00208> martor IgG1), dar efectele specifice au fost

limitate (Figura 2).

Teste de citotoxicitate cu celule primare de la pacient

Asa cum s-a efectuat cu liniile de celule, celule tumorale primare de la doi pacienti cu
CLL, doi pacienti cu MCL si un pacient cu B-ALL au fost izolate si incubate cu diferite rapoarte
E:T de celule T yd (0,7:1 la 20:1) de la un singur donator, precum si cu anticorpi care tintesc
CD19 la o concentratie de 1 ug/ml (Figura 3 si Figura 4). in conformitate cu observatiile
pentru liniile de celule MOR00208, s-a aratat o contributie specifica distincta la activitatea de
ucidere a celulelor T yd. Aceasta contributie a crescut odata cu rapoartele E:T pe toate
celulele primare si a fost cea mai pronuntata la cel mai ridicat raport E:T testat, de 20:1.

Celulele primare ale pacientilor au fost testate numai intr-un singur experiment.
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CONCLUZIE

in concluzie, celulele T y& s-au dovedit a fi o potentiald populatie de celule efectoare
in terapia tumorald bazata pe anticorpi, asa cum s-a demonstrat in acest studiu pentru
anticorpul CD19 ameliorat cu Fc, care tinteste MOR00208. MORO00208 a prezentat o
activitate antitumorala puternica, mediata de prezenta celulelor T yd, impotriva mai multor
linii de celule de limfom si leucemie, precum si impotriva celulelor primare de CLL, MCL si B-
ALL derivate de la pacienti, si ofera o justificare rationala pentru combinarea MOR00208 si a

celulelor T yd ca o abordare promitatoare pentru terapia limfomului si leucemiei.



