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DESCRIPCION
Disminucién de células B como marcador diagnéstico
ANTECEDENTES

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es una neoplasia maligna progresiva de los 6rganos hematopoyéticos,
caracterizada tipicamente por grandes cantidades de células hematopoyéticas inmaduras (particularmente
linfoblastos) en la médula 6sea, la sangre circulante, los ganglios linfaticos, el bazo, el higado, y otros érganos. Durante
la progresién de la enfermedad, los linfoblastos se acumulan en la médula 6sea y finalmente reemplazan la mayoria
de las células hematopoyéticas normales, lo que produce anemia y una mayor susceptibilidad a infecciones y
hemorragias. Otros sintomas tipicos incluyen fiebre, dolor en las articulaciones y los huesos, e hinchazén de los
ganglios linfaticos, el bazo y el higado. La incidencia total de LLA es de 1,1/100.000 por afio. La incidencia tiene su
pico durante la infancia, disminuyendo continuamente con el aumento de la edad. A partir de los 35 afios la incidencia
vuelve a aumentar y se observa un segundo pico a partir de los 80 afios (2,3/100.000 por afio) (Hoelzer y Gékbuget;
Der Onkologe 12 (2006); 983-1002). Aunque la etiologia de la LLA ain esta por dilucidar, es una de las neoplasias
mas estudiadas y mejor caracterizadas. Los subgrupos de LLA se definen principalmente por inmunofenotipificacion,
citogenética y genética molecular. La leucemia linfoblastica aguda de linaje B (LLA), con un 74% de los casos,
comprende la mayoria de las LLA. El setenta por ciento de todas las leucemias linfoblasticas agudas son leucemias
linfoblasticas agudas de precursores B, y el 4% son leucemias linfoblasticas agudas de células B maduras. Las
leucemias linfoblasticas agudas de linaje T cubren el 26% de todas las leucemias linfoblasticas agudas (Hoelzer y
Gokbuget; Der Onkologe 12 (2006); 983-1002).

A principios de la década de 1980, la leucemia linfoblastica aguda (LLA) en adultos era una enfermedad rara vez
curable, con una supervivencia general de menos del 10%. En los ultimos afios se han producido avances en el
diagnostico molecular de la LLA. El trasplante de células madre ha mejorado el pronéstico de la leucemia linfoblastica
aguda y ha hecho que el tratamiento sea mas factible. Aunque se estan evaluando diversos nuevos medicamentos
dirigidos, aun no se dispone de terapias dirigidas efectivas para la LLA. Una revisién exhaustiva encontrd que, aunque
los nifios podian obtener tasas de remision de hasta el 100%, la supervivencia libre de enfermedad a los diez afios
era del 63% para los nifios y del 25-35% para los adultos (Redaelli et al. Eur J Cancer Care (Engl). 2005 Mar;14(1):53-
62). El diagnéstico y la clasificacion rapidos de la LLA son cada vez mas importantes para identificar subconjuntos
genéticos moleculares y prondsticos que seran el foco del tratamiento dirigido (Hoelzer y Gbdkbuget; Hematology
(2006); 133-141).

Hoy en dia, el tratamiento de LLA normalmente se lleva a cabo en tres fases: induccion (o induccion de la remision),
consolidacién (intensificacion), y mantenimiento, e implica el uso a largo plazo de quimioterapia. El tratamiento total
suele durar alrededor de 2 afios, siendo la fase de mantenimiento la que ocupa la mayor parte de este tiempo. En los
Ultimos afios se han utilizado regimenes de quimioterapia mas intensivos, que han producido mejores respuestas al
tratamiento. Pero estos regimenes también tienen mas probabilidades de causar efectos secundarios, tales como
recuentos bajos de glébulos blancos, que a su vez requieren la administracién de otros medicamentos que ayudan a
prevenir o tratar estos efectos secundarios. Una parte importante del tratamiento de LLA es la profilaxis del sistema
nervioso central (SNC), un tratamiento cuyo objetivo es garantizar que la leucemia no se propague al cerebro o la
médula espinal. Zugmaier Gerhard et al., Blood, vol. 124, no. 21, diciembre 2014 (2014-12), XP009191500, & 56th
Annual Meeting of the American-Society-of-Hematology; San Francisco, CA, USA; diciembre 06-09, 2014 describen
la supervivencia a largo plazo en pacientes adultos con leucemia linfoblastica aguda (LLA) de precursores b
recidivante/refractaria que alcanzaron una respuesta de enfermedad residual minima (MRD) después del tratamiento
con blinatumomab BiTE® anti-CD19.

Las tasas de supervivencia con protocolos de tratamiento modernos para pacientes con LLA han llegado a un punto
en el que el beneficio potencial de regimenes quimioterapéuticos mas agresivos a menudo se ve contrarrestado por
un exceso de mortalidad debido a complicaciones, lo que hace que los esfuerzos por individualizar el tratamiento sean
aun mas importantes. Esto demuestra que la leucemia linfoblastica aguda (LLA) sigue siendo para la mayoria de los
pacientes una enfermedad fulminante e incurable. En vista de lo anterior, existe una necesidad urgente de mejorar las
terapias para la LLA.

SUMARIO

Cualquier referencia en la descripcidon a métodos de tratamiento segln la invencién se refiere a un agente de
disminucién de células B como se define en las reivindicaciones para uso en un método de tratamiento del cuerpo
humano mediante terapia.

La presente invencién se refiere a métodos y usos para el tratamiento de LLA que implican la administracién de un

agente de disminucién de células B. También se prevén usos y métodos para conservar o aumentar el nimero de
supervivientes a largo plazo de la LLA. Los usos y métodos proporcionados aqui implican el nimero de células B en
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la sangre de un paciente (o grupo de pacientes) que permanece o disminuye por debajo de una célula B/ml de suero
dentro de un periodo de tiempo predefinido.

La presente invencién se refiere a un agente de disminuciéon de células B capaz de reducir las células B CD19+
periféricas para uso en un método de conservacién o aumento del nimero de supervivientes a largo plazo en un grupo
de pacientes que padecen leucemia linfoblastica aguda de precursores B (LLA) recidivante/refractaria en adultos. El
método comprende la etapa de administrar un (cantidad terapéuticamente eficaz de) agente de disminucién de células
B a dichos pacientes, (b) observar dentro de un primer periodo de tiempo predefinido que comienza con el primer dia
de tratamiento inicial con el agente de disminucion de células B el nimero de células B en la sangre de dicho paciente,
y (c) ajustar el régimen de tratamiento o la dosis de dicho agente de disminucién de células B de tal manera que el
nimero de células B en la sangre de (preferiblemente todos) los pacientes de dicho grupo caiga por debajo de una
célula B/ml de suero dentro de un periodo de tiempo predefinido de 8 dias después del tratamiento inicial con dicho
agente de disminucién de células B, en lo sucesivo denominado segundo periodo de tiempo predefinido, en el que el
primer periodo de tiempo predefinido es mas corto que el segundo periodo de tiempo predefinido, en el que dicho
agente de disminucién de células B es Blinatumomab y dichos supervivientes a largo plazo estan vivos durante 230
meses después de iniciar el tratamiento con Blinatumomab.

Se debe tener en cuenta que, como se utilizan aqui, las formas singulares "un", "una" y "el/la" incluyen referencias
plurales a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Asi, por ejemplo, la referencia a "un reactivo” incluye
uno o0 mas de dichos reactivos diferentes y la referencia al "método” incluye una referencia a etapas y métodos
equivalentes conocidos por los expertos en la técnica que podrian modificarse o sustituirse por los métodos descritos
en esta memoria.

A menos que se indique lo contrario, la expresion "al menos" antes de una serie de elementos debe entenderse que
se refiere a cada elemento en la serie.

El término "y/0", dondequiera que se utilice aqui, incluye el significado de "y", "0" y "todos o cualquier otra combinacién
de los elementos conectados por dicho término".

El término "alrededor de" o "aproximadamente”, como se utiliza aqui, significa dentro del 20%, preferiblemente dentro
del 10%, y mas preferiblemente dentro del 5% de un valor o intervalo dado. Incluye, sin embargo, también el nimero
concreto, por ejemplo, aproximadamente 20 incluye 20.

La expresién "menor que" o "mayor que" incluye el nimero concreto. Por ejemplo, menos de 20 significa inferior o
igual a. Similarmente, mayor de o superior a significa mayor de o igual a, o superior o igual a, respectivamente.

Alo largo de esta memoria descriptiva y las reivindicaciones que siguen, a menos que el contexto requiera lo contrario,
la palabra "comprender", y variaciones tales como "comprende” y "que comprende”, se entenderan como que implican
la inclusién de un nimero entero o etapa o grupo de nimeros enteros o etapas indicados, pero no la exclusion de
cualquier otro nimero entero o etapa o grupo de nimeros enteros o etapas. Cuando se utiliza en esta memoria, la
expresion "que comprende” puede sustituirse con la expresién "que contiene" o "que incluye" o, a veces, cuando se
utiliza en esta memoria, con la expresién "que tiene".

Cuando se utiliza aqui, "que consiste en" excluye cualquier elemento, etapa o ingrediente no especificado en el
elemento de la reivindicaciéon. Cuando se utiliza en esta memoria, "que consiste esencialmente en" no excluye
materiales o etapas que no afecten materialmente a las caracteristicas basicas y novedosas de la reivindicacion.

En cada caso, cualquiera de las expresiones "que comprende", "que consiste esencialmente en" y "que consiste en”
puede reemplazarse por cualquiera de las otras dos expresiones.

Debe entenderse que esta invencién no esta limitada a la metodologia, protocolos, materiales, reactivos, y sustancias,
etc., particulares descritos aqui, y como tal, puede variar. La terminologia utilizada aqui tiene Unicamente el proposito
de describir realizaciones particulares y no pretende limitar el alcance de la presente invencién, que se define
Unicamente por las reivindicaciones.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Supervivencia libre de recaidas y supervivencia general (A) Supervivencia libre de recaidas (RFS) en
toda la poblacién de pacientes del estudio (N = 36) en una mediana de seguimiento de 28,9 meses. (B)
Supervivencia general con y sin censura por enfermedad residual minima en toda la poblacién de pacientes (N =
36) en una mediana de seguimiento de 32,6 meses.

Figura 2. Supervivencia global mediante trasplante alogénico de células madre previo. Supervivencia global en
toda la poblacién de pacientes del estudio (N = 36) con y sin trasplante alogénico de células madre previo en una
mediana de seguimiento de 32,6 meses.
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Figura 3. Cinética de células T y células B. Cinética de células T y células B durante el ciclo 1 (dias 1 a 29) y el
ciclo 2 (dias 43 a 71) del tratamiento con blinatumomab. (A) Expansién de células T CD3*. (B) Expansién de células
Tem CD3*. (C) Cinética de reduccién de células B CD19*. Por claridad, no se muestra la redistribucién inicial de
células T durante la primera semana de tratamiento de los ciclos 1 y 2. Los pacientes se agruparon segin la
supervivencia general. Se representan graficamente los valores celulares medios (+tSEM) para cada uno de los
siguientes grupos: SG < 30 meses; SG =z 30 meses; SG =z 30 meses sin tratamiento adicional posterior a
blinatumomab. SG, supervivencia global.

Figura 4. Mecanismo de accién propuesto de blinatumomab.
Figura 5. Esquema del estudio de fase 2 de blinatumomab.
Figura 6. Esquema de dosificacion de blinatumomab.

Figura 7. Covariables evaluadas.

Figura 8. Farmacocinética de blinatumomab. La concentracién sérica de blinatumomab se midié en todos los
pacientes al inicio del tratamiento y a intervalos regulares durante los dos primeros ciclos de tratamiento. Las
concentraciones de blinatumomab se determinaron utilizando un bioensayo validado.

Figura 9. Farmacodinamica. Se midieron los subconjuntos de linfocitos (por ejemplo, células B CD19+, células T
CD3+) en i} un subgrupo de pacientes (n = 46): muestras recolectadas en la seleccion y durante los primeros dos
ciclos de tratamiento, ii} en los pacientes restantes: muestras recolectadas en la seleccion y 6 meses después del
inicio del tratamiento. Los subconjuntos de linfocitos se midieron mediante citometria de flujo. A: Perfiles de tiempo
de células T CD3* en el ciclo 1. B: Perfiles de tiempo de células B CD19+ en el ciclo 1.

Figura 10. Perfiles de citocinas. Se determinaron los niveles séricos de citocinas de TNF-a, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e
IFN-y. Las citocinas se cuantificaron con un ensayo validado basado en FACS.

Figura 11. Subconjuntos de linfocitos/leucocitos y CR/CRh.

Figura 12. Exposicién a blinatumomab y CR/CRh

Figura 13. Exposicién a blinatumomab y tiempo hasta CD/CRh.

Figura 14. Exposicién a blinatumomab y tiempo hasta el primer evento neurolégico.

Figura 15. Exposicién a blinatumomab y sindrome de liberacién de citocinas (CRS).

Figura 16. Niveles maximos de IL10 e IL6 en pacientes con o sin sindrome de liberacion de citocinas (CRS).
DESCRIPCION DETALLADA

Los presentes inventores han descubierto una correlacién entre la disminucién de células B (periféricas) dentro de un
periodo de tiempo definido (8 dias) y la supervivencia durante = alrededor de 29 meses en pacientes con LLA tratados
con el agente de disminucién de células B blinatumomab. Por el contrario, los presentes inventores observaron que
en pacientes en los que la disminucion de células B tardé 22 dias y no se mantuvo, los pacientes probablemente
moririan en < alrededor de 29 meses. Por lo tanto, los presentes inventores concluyeron que cuando se puede lograr
con éxito la disminucién de células B en un paciente (o grupo de pacientes) dentro de un periodo de tiempo especifico,
es probable que el paciente (0 grupo de pacientes) sea un superviviente a largo plazo de LLA y/o responda
favorablemente al tratamiento posterior de LLA. Sin querer estar limitador por la teoria, se especula que la correlacion
observada podria atribuirse a una expansién de la poblacién de células T y/o TEM en pacientes que muestran una
eliminacién de células B (periféricas), lo que puede mejorar ain mas el tratamiento posterior de LLA a través de la
actividad anticancerigena mediada por células T. Por lo tanto, los medios y métodos proporcionados aqui permiten al
médico experto evaluar rapidamente la probabilidad de un resultado beneficioso del tratamiento con un agente de
disminucion de células B determinado, y por lo tanto reducir la administraciéon de agentes para el tratamiento de LLA
a pacientes que no responden. Por lo tanto, la presente invencién proporciona medios y métodos para una terapia de
LLA hecha a medida que reduce el riesgo de efectos secundarios, ahorra tiempo valioso para el tratamiento con
agentes adecuados, y evita la exposicion innecesaria a medicamentos.

Por lo tanto, los usos y métodos descritos aqui incluyen la estratificacién de pacientes con LLA. "Estratificacién" se
refiere a la clasificaciéon de los pacientes en aguellos que pueden o no beneficiarse de una terapia de LLA posterior,
en particular una terapia de LLA que implica la administracién del agente de disminucién de células B aplicado en los
métodos y usos inventivos.
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De acuerdo con lo anterior, la presente invencion proporciona un agente de disminucién de células B capaz de reducir
las células B CD19+ periféricas para uso en un método de conservaciéon o aumento del nimero de supervivientes a
largo plazo en un grupo de pacientes que padecen leucemia linfoblastica aguda de precursores B (LLA)
recidivante/refractaria en adultos. En el método mencionado anteriormente, se administra una cantidad
(terapéuticamente eficaz) de agente de disminucién de células B a dicho grupo de pacientes, se observa el nimero
de células B en la sangre de dichos pacientes dentro de un primer periodo de tiempo predefinido que comienza con
el primer dia de tratamiento inicial con el agente de disminucién de células B, y el régimen de tratamiento o la dosis
de un agente de disminucion de células B se ajusta de manera que el nimero de células B en la sangre de dichos
pacientes permanece o cae por debajo de una célula B/ml de suero dentro de un segundo periodo de tiempo
predefinido de 8 dias después del tratamiento inicial con dicho agente de disminucién de células B, en el que dicho
agente de disminucién de células B es Blinatumomab y dichos supervivientes a largo plazo estan vivos durante =230
meses después de comenzar el tratamiento con Blinatumomab.

Se prevé que el método mencionado anteriormente sea Util para conservar o aumentar el nimero de supervivientes a
largo plazo en un grupo de pacientes con LLA. Es decir, con ayuda de dicho método, el nimero de supervivientes a
largo plazo en el grupo de pacientes tratados seguin el método inventivo ("pacientes tratados") sera preferiblemente al
menos igual al nimero de supervivientes a largo plazo en el grupo de pacientes no tratados segun el método inventivo
("pacientes no tratados"). Preferiblemente, el nimero de supervivientes a largo plazo en el grupo de pacientes tratados
incluso superara el nUmero de supervivientes a largo plazo en el grupo de pacientes no tratados. En particular, los
"pacientes no tratados" pueden incluir pacientes que hayan recibido otro tratamiento de LLA, tal como un tratamiento
de LLA como el descrito en la seccion "tratamiento adicional de LLA".

LLA

Los medios y métodos de la presente invencion estan previstos para uso en el tratamiento de la leucemia linfoblastica
aguda de precursores B (LLA) recidivante/refractaria en adultos; todas las demas LLA descritas aqui son sélo para
referencia.

La "leucemia linfoblastica aguda” o "LLA", también conocida como leucemia linfocitica aguda o leucemia linfoide
aguda, generalmente se refiere a una forma aguda de leucemia que tipicamente se caracteriza por la sobreproduccion
y/o acumulacién de glébulos blancos cancerosos e inmaduros (también denominados linfoblastos). Como se utiliza
aqui, el término "LLA" incluye LLA aguda, refractaria y recidivante. La expresion "LLA refractaria”, como se utiliza aqui,
significa resistencia de la LLA a la terapia convencional o estandar para la LLA, tal como la quimioterapia y/o el
trasplante de células madre hematopoyéticas (HSCT), es decir, la terapia convencional o estandar para la LLA no
puede curar en ultima instancia a todos los pacientes con LLA. La expresién "LLA recidivante", como se utiliza aqui,
denota el regreso de los signos y sintomas de la enfermedad de LLA después de que un paciente haya disfrutado de
una remisién. Por ejemplo, después del tratamiento convencional de LLA con quimioterapia y/o HSCT, un paciente
con LLA puede entrar en remision sin ningin signo o sintoma de LLA, permanecer en remision durante un par de
afios, pero entonces sufrir una recaida y tener que recibir tratamiento nuevamente para LLA. El término "LLA", como
se utiliza aqui, también incluye la enfermedad residual minima (MRD) en un paciente con LLA, es decir, la presencia
de una pequeiia cantidad de linfoblastos cancerosos que quedan en el paciente durante el tratamiento o después del
tratamiento cuando el paciente esta en remision.

El término “LLA” generalmente abarca LLA de células B y LLA de células T. El término "canceroso" se utiliza aqui
indistintamente con el término "maligno” para designar células que no son autolimitadas en su crecimiento, son
capaces de invadir tejidos adyacentes, y pueden ser capaces de propagarse a tejidos distantes (hacer metéstasis).

Se prevé que los métodos y usos descritos aqui son particularmente (tiles para tratar la LLA de células B, incluida
LLA de células B precursoras, tal como LLA pro-B, LLA pre-B, o LLA comun (cALL), y LLA de células B maduras
(leucemia de Burkitt). El término “LLA” incluye tanto LLA pediatrica como LLA en adultos. Se prevé en particular que
los medios y métodos de la presente invencién sean (tiles para el tratamiento de LLA de precursores B en adultos,
recidivante y/o refractaria.

El término "paciente” incluye a todos los mamiferos, pero no se limita a ratones, ratas, perros, caballos, camellos,
primates, etc., siendo los primates los preferidos, y los seres humanos, incluidos nifios y adultos, los mas preferidos.
Cuando se utiliza aqui, el término "sujeto” se utiliza indistintamente con el término "paciente". Lo que se describe aqui
con referencia a un "paciente" también se aplica a un grupo de pacientes, mutatis mutandis.

La expresion "LLA pediatrica" o "paciente con LLA pediatrica", como se hace referencia aqui, denota nifios de entre
un mes y 18 afios de edad. La edad indicada debe entenderse como la edad de los nifios en el momento del diagnéstico
de la enfermedad de LLA. Ambos intervalos de tiempo incluyen especificamente el limite superior y también el limite
inferior. Esto significa que, por ejemplo, un intervalo de tiempo "de un mes a 18 afios" incluye "un mes" y "18 afios".
WO 2010/052013 proporciona medios y procedimientos para tratar la LLA pediatrica o infantil, en particular la LLA
pediatrica refractaria y/o recidivante.
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La expresion "LLA en adultos" o "paciente adulto con LLA", como se hace referencia aqui, denota adultos mayores de
18 afios, es decir, pacientes de 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 35, 40, o 50 afios 0 mas. Incluso pacientes de 70, 75,
80, 85, 90, 100 afios 0 mas pueden ser tratados mediante los métodos y medios de la invencién. La edad indicada
debe entenderse como la edad del adulto en el momento del diagnéstico de la enfermedad de LLA. WO 2010/052014
proporciona medios y procedimientos para tratar la LAA adulta.

La expresion "superviviente a largo plazo” se utiliza aqui para referirse a pacientes que viven 18 meses 0 mas desde
el tratamiento inicial con el agente de disminucion de células B aplicado, es decir, el momento de recibir la primera
dosis del agente de disminucién de células B, por ejemplo alrededor de 18 meses, alrededor de 20 meses, alrededor
de 25 meses, alrededor de 30 meses, 0 mas. Se prevé en particular que los supervivientes a largo plazo vivan
alrededor de 30 meses o0 mas después de recibir la primera dosis del agente de reduccién beta-dell.

Agente de disminucion de células B

La invencion se refiere a blinatumomab para el uso segun las reivindicaciones; todos los demas agentes de
disminucién de células B descritos aqui son sélo para referencia.

Los usos y métodos de la presente invencion implican la administraciéon de un agente de disminucién de células B
(cantidad terapéuticamente efectiva de) a un paciente (o0 un grupo de pacientes).

En general, es concebible cualquier via de administracién dependiendo, por ejemplo, de la formulacién, la
biodisponibilidad y el mecanismo de accion del agente de disminucién de células B. Por ejemplo, el agente de
disminucién de células B se puede administrar por via oral, topica, transdérmica, subcutanea, intravenosa,
intraperitoneal, intramuscular o intraocular. Sin embargo, el experto en la técnica podra elegir facilmente cualquier otra
via si asi lo desea. Por "cantidad terapéuticamente eficaz" se entiende una cantidad del agente de disminucién de
células B que produce un efecto terapéutico deseado, por ejemplo alivio o mejora (completa o parcial) de los sintomas
o la afeccién del paciente con LLA (o grupo de pacientes), o cualquier otra mejora deseada en los sintomas, la
enfermedad o afeccién del paciente (o0 grupo de pacientes). La dosis exacta puede depender, por ejemplo, de la edad,
el peso corporal, la salud general, el sexo, la dieta, la interaccién farmacolégica y la gravedad de la afeccién, como se
podra determinar mediante experimentacion habitual por parte de los expertos en la técnica.

La expresion "agente de disminucién de células B" en general se refiere a un agente capaz de reducir y/o controlar la
cantidad de células B en un paciente.

La expresion incluye entonces agentes que destruyen directa o indirectamente algunas o todas las células B, por
ejemplo mediante la induccién de sefiales de muerte celular, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC),
citotoxicidad dependiente del complemento (CDC), o activaciéon de células T citotdxicas, y agentes que bloquean la
activacion o el desarrollo de las células B. La expresion "célula B" incluye células B progenitoras (o pre-pro), células B
pro (o pre-pre) tempranas, células B pro (o pre-pre) tardias, células pre-B grandes, células pre-B pequerias, células B
inmaduras y células B maduras. La disminucién de células B puede ser parcial o completa, es decir, afectar a todas
las células B o subpoblaciones de células B. Los agentes de disminucion de células B preferidos para uso en los
métodos de la invencion pueden reducir (0 mantener) el nivel de células B en la sangre de un paciente (o grupo de
pacientes) dentro de un segundo periodo de tiempo predefinido a una célula B/ml de suero o0 menos, como puede
determinar la persona experta utilizando experimentacién habitual como se describe aqui. Se prevé en particular que
los agentes de disminucion de células B utilizados en los métodos de la invencién sean capaces de disminuir las
células B CD19+ periféricas.

Los agentes de disminucién de células B son conocidos en la técnica, e incluyen, sin limitacién, bloqueadores de la
coestimulacién (abatacept y proteina 1 relacionada con 7), citocinas (tocilizumab y baminercept), agentes dirigidos
contra el receptor de células B (abetimus y edratide), agentes dirigidos contra CD20, CD22, CD19, CD40-CD40L,
factor activador de células B perteneciente a la familia TNF (BAFF), o ligando inductor de proliferacion A (APRIL). De
acuerdo con lo anterior, los agentes de disminucion de células B ejemplares incluyen agentes anti-CD20 (por ejemplo,
anticuerpos anti-CD20 tales como rituximab, ofatumumab, ocrelizumab, veltuzumab, tositumomab, ibritumomab),
agentes anti-CD25 (por ejemplo, anticuerpos anti-CD25 tales como alemtuzumab), inhibidores de BAFF (por ejemplo,
belimumab, atacicept), agentes anti-CD154 (por ejemplo, anticuerpos anti-CD154 tales como ruplizumab,
toralizumab), agentes anti-CD19 (por ejemplo, MDX-1342), agentes anti-CD22 (por ejemplo, epratuzumab) y globulina
antitimocitica (ATG).

Sin querer estar limitador por la teoria, se cree que blinatumomab une transitoriamente células B CD19* a células T
CD3+, induciendo asi la lisis serial mediada por células T de las células B y la proliferacién concomitante de células T.

Blinatumomab comprende las
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(a) CDR anti-CD3 de la cadena pesada mostrada como CD3 CDR-H1 en la SEQ ID NO: 11 (GYTFTRYTMH), CD3
CDR-H2 en la SEQ ID NO: 12 (YINPSRGYTNYNQKFKD) y CD3 CDR-H3 en la SEQ ID NO: 13 (YYDDHYCLDY);
y/o

(b) CDR anti-CD3 de la cadena ligera mostrada como CD3 CDR-L1 en la SEQ ID NO: 14 (RASSSVSYMN), CD3
CDR-L2 en la SEQ ID NO: 15 (DTSKVAS) y CD3 CDR-L3 en la SEQ ID NO: 16 (QQWSSNPLT); y/o

(c} CDR anti-CD19 de la cadena pesada mostrada como CD19 CDR-H1 en la SEQ ID NO: 17 (GYAFSSYWMN),
CD19 CDR-H2 en la SEQ ID NO: 18 (QIWPGDGDTNYNGKFKG) y CD19 CDR-H3 en la SEQ ID NO: 19
(RETTTVGRYYYAMDY); y/o

(dy CDR anti-CD19 de la cadena ligera mostrada como CD19 CDR-L1 en la SEQ ID NO: 20
(KASQSVDYDGDSYLN), CD19 CDR-L2 en la SEQ ID NO: 21 (DASNLVS) y CD19 CDR-L3 en la SEQ ID NO: 22
(QQSTEDPWT).

Blinatumomab también comprende la

(a) cadena pesada variable de CD19 mostrada en SEQ ID NO: 3 (la secuencia de nucleétidos se muestra en SEQ
ID NO: 4); y/o

(b} cadena ligera variable de CD19 mostrada en SEQ ID NO: 5 (la secuencia de nucleétidos se muestra en SEQ
ID NO: 6); y/o

(c) cadena pesada variable de CD3 mostrada en SEQ ID NO: 7 (la secuencia de nucleétidos se muestra en SEQ
ID NO: 8); y/o

(d) cadena ligera variable de CD3 mostrada en SEQ ID NO: 9 (la secuencia de nucleétidos se muestra en SEQ ID
NO: 10).

Blinatumomab también comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en
(a) una secuencia de aminoacidos como se representa en SEQ ID NO: 1;

(b) una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de acido nucleico como se muestra en SEQ ID
NO: 2.

La molécula de unién a CD19 de un anticuerpo CD19 x CD3 se caracteriza por las regiones VH y VL o las CDR como
se describe aqui para Blinatumomab.

Se prevé que el nimero de células B en la sangre del paciente (o0 grupo de pacientes) permanezca o caiga por debajo
de una célula B/ml de suero dentro del segundo periodo de tiempo predefinido como se define aqui.

En general, el numero de células B se puede evaluar a través de varias técnicas disponibles en la técnica, por ejemplo
utilizando el recuento y diferencial de glébulos blancos (WBC, o leucocitos). Los glébulos blancos se pueden contar
manualmente en hemocitdmetros (camara de Neubauer) o con contadores automaticos. Para determinar el diferencial,
se puede esparcir una gota de sangre fina sobre un portaobjetos de vidrio, dejarla secar al aire y tefirla con un
colorante de Romanofsky, mas comunmente la técnica de Wright o May-Grunewald-Giemsa. Después, las células se
cuentan y clasifican mediante un examen morfolégico y/o histoquimica como se describe en Blumenreich MS. The
White Blood Cell and Differential Count. En: Walker HK, Hall WD, Hurst JW, editores. Clinical Methods: The History,
Physical, and Laboratory Examinations. 32 edicién. Boston: Butterworths; 1990. Capitulo 153. Como alternativa, los
leucocitos se aislan de una muestra de sangre y se tifien con anticuerpos marcados con fluorescencia contra
marcadores de superficie de células linfocitarias, y posteriormente se analizan mediante citometria de flujo como se
describe en los ejemplos adjuntos. Los porcentajes de cada tipo de linfocito se multiplican por los nimeros absolutos
de linfocitos para calcular los nimeros absolutos de células para cada subpoblacién de linfocitos.

Se prevé que el nimero de células B en la sangre del paciente tratado (o0 grupo de pacientes tratado) permanezca o
caiga por debajo de una célula B/ml de suero dentro de un segundo periodo de tiempo predefinido después del
tratamiento inicial con dicho agente de disminucién de células B. El tratamiento inicial con el agente de disminucion
de células B aplicado significa preferiblemente el primer tratamiento con dicho agente de disminuciéon de células B
aplicado, es decir, el paciente (o grupo de pacientes) no ha recibido anteriormente el agente de disminucién de células
B aplicado. Sin embargo, dicho paciente (o grupo de pacientes) puede haber recibido tratamientos de LLA adicionales
como se describe en otra parte aqui anteriormente. También es concebible que el paciente (o grupo de pacientes)
haya recibido otro agente de disminucién de células B antes del tratamiento inicial con el agente de disminucién de
células B aplicado. Por ejemplo, cuando un primer agente de disminucion de células B no tiene efecto terapéutico y/o
no logra reducir (0 mantener) el nimero de células B en la sangre de un paciente (0 grupo de pacientes) a una célula
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B/ml de suero o menos, se puede utilizar un segundo agente de disminucién de células B. El tratamiento inicial con el
segundo agente de disminucion de células B comenzara entonces el primer dia de tratamiento del paciente (0 grupo
de pacientes) con el segundo agente de disminucién de células B. Es decir, es concebible aplicar los métodos de la
invencién repetidamente (es decir, en varios ciclos) con diferentes agentes de disminucién de células B, comenzando
el "tratamiento inicial" el dia del primer tratamiento con el agente de disminucién de células B del ciclo respectivo. La
expresion agente de disminucién de células B "diferente" también incluye el mismo agente de disminucién de células
B que se utilizé en un ciclo anterior, pero en una formulacién, concentraciones o similares diferentes. También es
concebible repetir varios ciclos de tratamiento con el mismo agente de disminucién de células B hasta alcanzar el nivel
deseado de células B en la sangre del paciente (o grupo de pacientes).

Se prevé que el "periodo de tiempo predefinido" en el que el nimero de células B permanece o cae por debajo de una
célula B/ml de suero sea 15 dias o menos, es decir, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3 dias o0 menos, denominado
segundo periodo de tiempo predefinido, en el que el segundo periodo de tiempo predefinido seglin la invencién
reivindicada es 8 dias después del tratamiento inicial con el agente de disminucién de células B. La duracién del
segundo periodo de tiempo predefinido puede ser determinada por un experto en la técnica, y puede depender del
agente de disminucion de células B aplicado, su concentracion, el régimen de tratamiento, el tipo de LLA a tratar, y
similares. Sin querer estar limitador por la teoria, se cree que cuando el nimero de células B se puede ajustar al
nimero deseado de una célula B/ml de suero o menos dentro del segundo periodo de tiempo predefinido, es probable
que el tratamiento posterior sea eficaz. Una posible razén es la expansién de la poblacién de células T y/o TEM en
pacientes que muestran una eliminacién de células B (periféricas), lo que puede mejorar la actividad clinica de terapias
posteriores de la LLA que emplean el potencial citotéxico del sistema de células T. "Tratamiento posterior" puede
comprender un tratamiento adicional con el agente de disminucién de células B aplicado en el método inventivo, con
otro agente de disminucion de células B, un tratamiento de LLA adicional como se describe aqui o combinaciones de
los mismos después de que los numeros de células B se hayan reducido con éxito a (0 mantenido en) una célula B
por ml/suero o menos dentro del segundo periodo de tiempo predefinido. En general también es concebible que no
sea necesario ningun tratamiento posterior. Ademas, se prevé que los pacientes (0 grupos de pacientes) en los que
el nimero de células B en la sangre se puede reducir o0 mantener en una célula B/ml de suero o menos dentro del
segundo periodo de tiempo predefinido probablemente se beneficiaran de una terapia de LLA posterior, mientras que
los pacientes en los que el nimero de células B en la sangre excede una célula B/ml de suero dentro del segundo
periodo de tiempo predefinido, probablemente no se beneficiaran de una terapia de LLA posterior.

En otra parte aqui se han definido medios y métodos para determinar/monitorizar el nimero de células B en la sangre
de un paciente (o grupo de pacientes). En particular, el primer periodo de tiempo es mas corto que el segundo periodo
de tiempo predefinido como se define en otra parte aqui. La etapa (b) del método inventivo es Util para determinar si
el paciente responde o no a la administracién de dicho agente de disminucion de células B, es decir, para estratificar
a los pacientes en aquellos que probablemente se beneficiaran del tratamiento posterior de LLA después del primer
periodo de tiempo predefinido y aquellos que no. Si el nimero de células B permanece o cae por debajo de una célula
B/ml de suero dentro de dicho primer periodo de tiempo predefinido, entonces es probable que el tratamiento posterior
sea terapéuticamente eficaz.

Sin embargo, si el agente de disminucion de células B, por ejemplo, no logra reducir o mantener el nimero de células
B en el nivel deseado de una célula B/ml de suero o0 menos dentro del primer periodo de tiempo predefinido, entonces
el agente de disminucion de células B se puede ajustar de tal manera que el nimero de células B en la sangre del
paciente (o grupo de pacientes) permanezca o caiga por debajo de una célula B/ml de suero dentro de un segundo
periodo de tiempo predefinido después del tratamiento inicial con dicho agente de disminucién de células B.

En general, el primer periodo de tiempo predefinido y el segundo periodo de tiempo predefinido pueden tener cualquier
duracion, siempre que el primer periodo de tiempo predefinido sea mas corto que el periodo de tiempo predefinido.
Ambos periodos de tiempo comienzan con el primer dia del tratamiento inicial con el agente de disminucién de células
B aplicado en los métodos inventivos, es decir, el mismo dia. El médico experto podra determinar faciimente la duracién
deseada del primer periodo de tiempo predefinido, dependiendo, por ejemplo, del agente de disminucién de células
B, su concentracién, formulacion, régimen de tratamiento, el tipo de LLA, la constitucién fisica y los hallazgos del
paciente (o0 grupo de pacientes), y el segundo periodo de tiempo predefinido.

Ajuste

Los métodos de la invencién pueden implicar ademas "ajustar" el agente de disminucién de células B. El término
"ajuste" se refiere a una modificacion intencionada del agente de disminucién de células B para lograr un nimero de
células B/ml de suero o menos en el paciente tratado (o grupo de pacientes). De este modo, el nimero de células B
en la sangre de un paciente con LLA se utiliza para ajustar la dosis o el régimen de tratamiento con el agente de
disminucién de células B de tal manera que el nimero de células B en la sangre de dicho paciente permanezca o
caiga por debajo de una célula B/ml de suero dentro de un (primer) periodo de tiempo predefinido después del
tratamiento inicial con dicho agente de disminucién de células B. El ajuste (modificacion intencionada) puede implicar
la modificacién de la dosis, el régimen de tratamiento, la formulacién, o similares. Por gjemplo, si el nimero de células
B en la sangre de un paciente excede una célula B/ml de suero dentro de un (primer) periodo predefinido, se puede

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3010637 T3

administrar una dosis mas alta de agente de disminucién de células B, o el agente de disminucién de células B se
puede administrar durante un periodo de tiempo prolongado.

La dosis exacta de agente de disminucién de células B dependera del propésito del tratamiento (por ejemplo,
mantenimiento de la remisién frente a brote agudo de la enfermedad), la via de administracién, la edad, el peso
corporal, la salud general, el sexo, la dieta, el momento de la administracion, la interaccion farmacolégica y la gravedad
de la afeccion, y sera determinable por un experto en la técnica utilizando técnicas conocidas.

En general, es concebible cualquier modificacion siempre que tenga como resultado, preferentemente, que el nimero
de células B en la sangre del paciente tratado (grupo de pacientes) se reduzca o se mantenga en un nimero de una
célula B/ml de suero 0 menos dentro del segundo periodo de tiempo predefinido. La modificaciéon también puede incluir
la aplicacion adicional de otros tratamientos de LLA como se describe aqui, y/o la administracién de otro agente de
disminucion de células B.

De acuerdo con lo anterior, se proporciona un método para ajustar la dosis o el régimen de tratamiento con un agente
de disminucién de células B en un paciente que padece LLA. Dicho método comprende el etapa de observar el nimero
de células B en la sangre de dicho paciente con LLA dentro de un primer periodo de tiempo predefinido después del
tratamiento inicial con dicho agente de disminucion de células B, y ajustar la dosis o el régimen de tratamiento de
manera que el nimero de células B en la sangre de dicho paciente permanezca o caiga por debajo de una célula B/ml
de suero dentro de un segundo periodo de tiempo predefinido después del tratamiento inicial con dicho agente de
disminucion de células B.

Tratamiento adicional de LLA

También es concebible utilizar otros tratamientos de LLA en combinacion con los usos y métodos de la invencion.
Ademas, todo tratamiento de LLA puede aplicarse en general de forma anterior, simultanea y/o posterior a los usos y
métodos de la invencion.

El trasplante de células madre hematopoyéticas (HSCT) es un tratamiento comun de la LLA. La expresién se refiere
generalmente al trasplante de células madre hematopoyéticas, usualmente derivadas de médula ésea o sangre, y
comprende HSCT autélogo (es decir, las células madre derivan del paciente) y alogénico (es decir, las células madre
derivan de un donante). Para el tratamiento de LLA, generalmente se prefiere el HSCT alogénico. También se prevé
que los usos y métodos de la presente invencién se puedan aplicar antes o después del HSCT, o ambos, o entre dos
tratamientos de HSCT.

Los pacientes (0 grupos de pacientes) tratados segun los métodos de la invencién también pueden recibir un
tratamiento quimioterapéutico. En el contexto de la presente invencién, un "tratamiento quimioterapéutico" se refiere
a un tratamiento con un agente antineoplasico o la combinacién de mas de uno de estos agentes en un régimen de
tratamiento estandarizado. En el contexto de la presente invencion, la expresioén "tratamiento quimioterapéutico”
comprende cualquier agente antineoplasico, incluyendo moléculas organicas de tamafio pequefio, péptidos,
oligonuclettidos y similares. Los agentes incluidos en la definicion de quimioterapia son, sin limitacién, agentes
alquilantes, por ejemplo mecloretamina, ciclofosfamida, melfalan, clorambucilo, ifosfamida, busulfan , N-nitroso-N-
metilurea (MNU), carmustina (BCNU), lomustina (CCNU), semustina (MeCCNU), fotemustina, estreptozotocina,
dacarbazina, mitozolomida, temozolomida, tiotepa, mitomicina, diaziquona (AZQ), cisplatino, carboplatino, oxaliplatino,
procarbazina y hexametilmelamina; antimetabolitos, por ejemplo metotrexato, pemetrexed, fluorouracilo, capecitabina,
citarabina, gemcitabina, decitabina, Vidaza, fludarabina, nelarabina, cladribina, clofarabina, pentostatina, tioguanina,
mercaptopurina; agentes antimicrotlbulos, por ejemplo vincristina, vinblastina, vinorelbina, vindesina, vinflunina,
paclitaxel, docetaxel, podofilotoxina; inhibidores de la topoisomerasa, por ejemplo irinotecan, topotecan, etopoésido,
doxorrubicina, mitoxantrona, tenipésido, novobiocina, merbarona, aclarubicina; antibiéticos citotéxicos, por ejemplo
actinomicina, bleomicina, plicamicina, mitomicina, doxorrubicina, daunorrubicina, epirrubicina, idarrubicina,
pirarrubicina, aclarubicina, y mitoxantrona.

El tratamiento adicional de LLA también incluye radioterapia. También se prevé el tratamiento o profilaxis del SNC
para evitar que las células malignas se propaguen en el SNC, por ejemplo mediante quimioterapia intratecal y/o
radioterapia del cerebro y la médula espinal.

Dado que los presentes inventores especulan que el éxito terapéutico del tratamiento de LLA podria basarse (en parte)
en una expansién de las poblaciones de células T que dé como resultado una actividad anticancerigena mejorada de
las células T, también se prevén inductores y potenciadores de la activacion y/o proliferacion de las células T, células
T CAR, células T donantes, anticuerpos anti-antigeno 4 asociado a linfocitos T citotéxicos (CTLA-4), y otros.

Tratamiento

El término "tratamiento”, en todas sus formas gramaticales, incluye el tratamiento terapéutico o profilactico de LLA. Un
"tratamiento terapéutico o profilactico" comprende tratamientos profilacticos destinados a la prevencién completa de
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manifestaciones clinicas y/o patolégicas, o tratamientos terapéuticos destinados a la mejora o remisién de
manifestaciones clinicas y/o patolégicas. El término "tratamiento” incluye también la mejora o prevencién de LLA. El
término "tratamiento"”, tal como se utiliza en el presente documento, significa, en el sentido mas amplio, procedimientos
o aplicaciones médicas destinadas a aliviar la enfermedad. En el presente caso, la administracién de un agente de
disminucién de células B (preparado para administracién a un paciente con LLA) como se describe aqui es para el
tratamiento, mejora o eliminacién de la LLA en pacientes.

Composicién farmacéutica

Se prevé administrar el agente de disminucion de células B en forma de composicién farmacéutica. La expresion
"composicién farmacéutica" se refiere particularmente a una composicién adecuada para administrar a un ser humano
o un animal, es decir, una composicién que contiene componentes que son farmacéuticamente aceptables.
Preferiblemente, una composicién farmacéutica comprende un agente de disminucién de células B junto con uno o
més excipientes farmacéuticos. La composicién también puede comprender otros agentes de LLA como se describe
en otra parte aqui. El término "excipiente" incluye cargas, aglutinantes, disgregantes, recubrimientos, sorbentes,
antiadherentes, deslizantes, conservantes, antioxidantes, aromatizantes, colorantes, agentes edulcorantes,
disolventes, codisolventes, agentes amortiguadores, agentes quelantes, agentes que imparten viscosidad, agentes
tensioactivos, diluyentes, humectantes, portadores, diluyentes, conservantes, emulsionantes, estabilizadores, o
modificadores de tonicidad. Las composiciones farmacéuticas de la invencion comprenden preferiblemente una
cantidad terapéuticamente eficaz de agente de disminucién de células B, y se pueden formular en diversas formas,
por ejemplo en forma sélida, liquida, gaseosa o liofilizada, y pueden estar, entre otras, en forma de ungiiento, una
crema, parches transdérmicos, un gel, polvo, un comprimido, disolucién, un aerosol, granulos, pildoras, suspensiones,
emulsiones, capsulas, jarabes, liquidos, elixires, extractos, tinturas o extractos fluidos, o en una forma que sea
particularmente adecuada para el método de administracion deseado.

Una mejor comprension de la presente invencion y de sus ventajas se obtendra a partir del siguiente ejemplo, ofrecido
s6lo con fines ilustrativos. El ejemplo no pretende limitar el alcance de la presente invencion de ninglin modo.

EJEMPLO
SUMARIO

Se realiz6 un estudio de fase 2 para evaluar la actividad y seguridad del constructo de anticuerpo acoplador de células
T biespecifico (BITE®) blinatumomab en 36 adultos con leucemia linfoblastica aguda (LLA) de precursores B
recidivante/refractaria. En el andlisis primario, se observé una remisién completa con recuperacion total (CR) o parcial
(CRh) de los recuentos periféricos en 25 (69%) pacientes y una respuesta de enfermedad residual minima (MRD) (<
104 en 25 (69%) pacientes (23 respondedores y 3 pacientes con médula 6sea hipocelular). En este andlisis de
seguimiento a largo plazo, la supervivencia libre de recaida mediana fue 8,8 meses (seguimiento mediano, 28,9
meses) y la supervivencia general (SG) mediana fue 13,0 meses (seguimiento mediano, 32,6 meses). Una respuesta
de MRD al blinatumomab se asocié con una supervivencia general significativamente mas prolongada (p = 0,009).
Diez pacientes (28%) fueron supervivientes a largo plazo, definidos como SG = 30 meses. Seis supervivientes a largo
plazo recibieron un trasplante alogénico de células madre (SCT) como consolidacién para blinatumomab. Cuatro
supervivientes a largo plazo no recibieron SCT alogénico como consolidacién para blinatumomab, incluidos tres que
no recibieron tratamiento después de blinatumomab. Uno tuvo una recaida CD19-negativa durante el tercer ciclo, y
logré otra CR con quimioterapia y SCT alogénico como consolidacién para la quimioterapia. Los eventos neurolégicos
o el sindrome de liberacién de citocinas llevaron a la interrupcién temporal del tratamiento con blinatumomab en tres
supervivientes a largo plazo, todos los cuales reiniciaron el tratamiento con blinatumomab con éxito. Los supervivientes
a largo plazo tuvieron una eliminacion mas rapida de las células B periféricas y una expansién de células T
significativamente mayor que los pacientes con una SG < 30 meses. Estos datos sugieren que la supervivencia a largo
plazo después del tratamiento con blinatumomab podria estar asociada con un alto grado de expansién de células T
y respuesta de MRD.

INTRODUCCION

El pronéstico es malo para los pacientes adultos con LLA de precursores B en recaida/refractaria (r/r). Se ha informado
que el tratamiento con quimioterapia da como resultado una supervivencia global media (SG) de 4,5 a 8,4 meses,' %y
las tasas de SG a 5 afios son sélo del 7% al 10%."2 La SG media es de 5,8 meses entre los pacientes que recaen
después de un trasplante alogénico de células madre (SCT), y de 10 meses entre los pacientes que recaen después
de quimioterapia solamente (sin SCT alogénico previo).5

Blinatumomab, un constructo de anticuerpo acoplador de células T biespecifico CD19/CD3 (BiTE®), conduce a una
lisis redirigida de las células B diana CD19-positivas (CD19%) al inducir una sinapsis citolitica transitoria entre las
células diana y las células T.% En un estudio exploratorio de fase 2 de busqueda de dosis en pacientes adultos con
LLA de precursores B r/r (incluidos pacientes en primera recaida tardia >12 meses), el 69% de los pacientes lograron
una respuesta completa (CR) o una respuesta completa con recuperacién hematolégica parcial (CRh), y el 88% de
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los respondedores lograron una respuesta de enfermedad residual minima (MRD).” Ademas, se observé una
respuesta de MRD en tres pacientes con médula 6sea hipocelular. El estudio explord tanto la dosificacién fija como la
dosificacién en una sola etapa y en dos etapas para prevenir el sindrome de liberacién de citocinas (CRS) grave. En
un estudio confirmatorio de fase 2 de 189 pacientes con LLA de precursores B r/r, incluidos aquellos con recaida
temprana (menos de 12 meses) después de la primera remision, el 43% logré RC o CRh después de dos ciclos de
tratamiento con blinatumomab. La mediana de la supervivencia libre de recaida (SLR) fue de 5,9 meses; la mediana
de la SG fue de 6,1 meses.®

El primer analisis del estudio de blisqueda de dosis de fase 2 mencionado anteriormente habia analizado la SG con
una mediana de seguimiento de 12,1 meses.” El analisis de seguimiento a largo plazo presentado aqui evalué la SG
con una mediana de seguimiento de 32,6 meses. Los supervivientes a largo plazo se definieron como pacientes que
estuvieron vivos durante = 30 meses después de comenzar el tratamiento con blinatumomab. Evaluamos las
caracteristicas clinicas, incluidos los antecedentes médicos relacionados con la enfermedad de los supervivientes a
largo plazo antes del tratamiento con blinatumomab, los resultados del tratamiento con blinatumomab, incluidas las
respuestas hematolégicas y de MRD al blinatumomab, los eventos adversos, la consolidaciéon con SCT alogénico, las
recaidas, y la cinética de células T y B durante el tratamiento.

PACIENTES Y METODOS
Disefio del estudio

Este informe describe un analisis de seguimiento de la recaida y la supervivencia general; los métodos del analisis
primario se describieron en otra parte.” Este fue un estudio de fase 2, abierto, multicéntrico, exploratorio, de un solo
brazo, en pacientes adultos con LLA de precursores B r/r realizado en colaboracién con el Grupo de Estudio Aleman
para la Leucemia Linfoblastica Aguda en Adultos. La poblacién diana fueron pacientes con cromosoma Filadelfia (Ph)
negativo y Ph positivo con enfermedad refractaria primaria o recaida. Los criterios de exclusién clave fueron: LLA Ph-
positiva apta para tratamiento con dasatinib o imatinib; SCT autélogo dentro de las 6 semanas y un SCT alogénico
dentro de los 3 meses anteriores al inicio del tratamiento con blinatumomab; antecedentes o presencia de patologia
del sistema nervioso central (SNC) clinicamente relevante, leucemia del SNC activa, enfermedad de injerto frente a
hospedante (GVHD) activa y/o terapia inmunosupresora para GVHD dentro de 1 semana del inicio del tratamiento con
blinatumomab, o infecciones activas.” El protocolo del estudio fue aprobado por el Instituto Paul-Ehrlich y el comité de
ética independiente de cada sitio de estudio, y se obtuvo la autorizacion escrita de todos los pacientes. Los datos de
toxicidad y eficacia fueron revisados por un comité de monitorizacion de datos independiente. Identificador de
ClinicalTrials.gov: NCT01209286.

Procedimientos de estudio

Los primeros 2 ciclos de blinatumomab se administraron para inducir remisiones. Se obtuvo un aspirado o biopsia de
médula 6sea antes del primer ciclo de blinatumomab y el dia 29 de cada ciclo; la citomorfologia y la MRD se evaluaron
en laboratorios de referencia centrales. La remisidon hematologica completa con recuperacion total de los recuentos
sanguineos periféricos (CR) se definid por < 5% de blastos en la médula 0sea, sin evidencia de blastos circulantes o
enfermedad extramedular, plaquetas > 100.000/ul, hemoglobina = 11 g/dl, y recuento absoluto de neutréfilos (ANC) >
1500/pl. La remisién hematolégica completa con recuperacion parcial de los recuentos sanguineos periféricos (CRh)
se definié mediante los mismos criterios pero con un minimo mas bajo de recuentos sanguineos periféricos (plaquetas
> 50.000/ul, hemoglobina = 7 g/dl, y ANC > 500/ul). Una respuesta de MRD se definié como MRD < 10 mediante una
reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real especifica del alelo para genes de inmunoglobulina
y/o receptores de células T reordenados clonalmente (sensibilidad = 104).°

Cada ciclo de tratamiento duré 6 semanas, incluidas 4 semanas de infusién intravenosa continua y un intervalo de 2
semanas sin tratamiento. En la etapa de busqueda de dosis, se utilizaron los siguientes esquemas de dosificacién: La
Cohorte 1 (n = 7) recibi6 blinatumomab 15 pg/m2/dia; la Cohorte 2a (n = 5) recibié 5 ug/m?/dia en la semana 1 y
después 15 pg/m?/dia; la Cohorte 2b (n = 6) recibié blinatumomab 5 pg/m?dia en la semana 1, 15 pg/m?dia en la
semana 2, y después 30 pg/m?dia. En la etapa de extension, la Cohorte 3 (n = 18) utilizé el esquema de dosificacion
de la Cohorte 2a. En caso de CR o CRh, se permiti6 el tratamiento de consolidacién con hasta 3 ciclos adicionales de
blinatumomab y/o SCT alogénico. Después de un caso de CRS de grado 4, se permitié el tratamiento prefasico con
dexametasona (s 24 mg durante 1-5 dias) y/o ciclofosfamida (200 mg/m? durante 1-4 dias). Todos los pacientes
recibieron profilaxis intratecal obligatoria del SNC con metotrexato 15 mg, citarabina 40 mg y dexametasona 4 mg
administrada mediante puncién lumbar durante la seleccién y el dia 29 de cada ciclo. Se administré6 dexametasona
intravenosa 16 mg o equivalente dentro de la hora siguiente al inicio del tratamiento. Los eventos adversos se
recopilaron a lo largo del estudio, y se calificaron segin los Criterios de Terminologia Comun para Eventos Adversos
(versién 4.0).1°

Analisis de subpoblaciones de linfocitos
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Utilizando métodos que se describieron previamente, se aislaron 11 células mononucleares de sangre periférica en
diversos puntos temporales antes y durante el primer y segundo ciclo de tratamiento con blinatumomab, y se tifieron
con anticuerpos marcados con fluorescencia contra los siguientes marcadores de superficie celular: CD3*/CD13"
/CD14 o CD3*/CD45* (células T); CD3*/CD45RA/CD197 (células T de memoria efectoras [Tem]); y CD19+/CD13"
/CD14 0 CD19+/CD45* (células B). Los datos de citometria de flujo se recopilaron en un instrumento FACSCanto Il
(Becton Dickinson, Heidelberg, Alemania) o Navios 10/3 (Beckman Coulter, Krefeld, Alemania). Las estadisticas se
analizaron mediante el software FCS Express (De Novo Software, Glendale, CA, EE. UU.) o Kaluza (Beckman Coulter).
Los porcentajes de subpoblaciones de linfocitos se multiplicaron por los nimeros absolutos de linfocitos de un
hemograma diferencial para calcular los nimeros absolutos de células para cada subpoblaciéon de linfocitos. Los
pacientes con conjuntos de datos completos (células T y Tem, antes [=valor inicial] y en los dias 8, 15, 22 y 29 de cada
ciclo; células B, adicionalmente en el dia 3 de cada ciclo) se incluyeron en el analisis, independientemente del régimen
de dosificacién de blinatumomab.

Andlisis estadistico

La supervivencia sin recaida se midié desde el momento de la primera CR o CRh hasta la recaida hematolégica o
extramedular o la muerte resultante de cualquier causa. Los pacientes que todavia estaban en remisién al momento
del bloqueo de datos se censuraron en el momento de la Ultima evaluacién del estado de remision. La supervivencia
general se midi6 desde el momento de la primera dosis de blinatumomab hasta la muerte por cualquier causa. Se
utilizaron métodos de Kaplan-Meier para estimar la probabilidad de RFS y SG a lo largo del tiempo, proporcionando
una mediana y un intervalo de confianza (IC) del 95%. Se realiz6 una prueba de Mantel-Byar para evaluar el beneficio
de SG asociado con lograr una respuesta de MRD frente a no lograr una respuesta de MRD. Se realizé una prueba
de log-rank para comparar la SG entre pacientes con SCT alogénico previo frente a aquellos sin SCT alogénico previo.
Los supervivientes a largo plazo se definieron como pacientes con SG = 30 meses. Se proporcionaron estadisticas
resumidas de los supervivientes a largo plazo, incluidas las caracteristicas clinicas antes del tratamiento con
blinatumomab, el uso de SCT alogénico antes/después de blinatumomab, las respuestas al tratamiento y las recaidas,
y los eventos adversos. Los pacientes se agruparon segun SG < 30 meses, SG = 30 meses con tratamiento adicional,
y SG = 30 meses sin tratamiento adicional. La definicién de supervivencia general a largo plazo con una duracién de
al menos 30 meses se basa en datos publicados que muestran que la mayoria de los eventos ocurren durante los
primeros 24 meses.®

RESULTADOS
Respuesta al tratamiento y supervivencia

Treinta y seis pacientes se trataron en nueve centros en Alemania entre el 6 de octubre de 2010 y el 19 de junio de
2012, con seguimiento en curso. Como se describié anteriormente para el analisis primario,” la tasa de CR/CRh fue
69% (25 de 36 pacientes). Quince pacientes (42%) lograron RC y 10 pacientes (28%) lograron CRh. Los pacientes
restantes presentaron remisién parcial (n = 2) o médula 6sea hipocelular (n = 3); o fueron refractarios al tratamiento (n
= 4) o no evaluables (n = 2). Veintidés de 25 pacientes con CR/CRh (88%) tuvieron una respuesta de MRD (tres
respondedores no lograron una respuesta de MRD). Otros tres pacientes con médula 6sea que no cumplian los
criterios de recuperacion hematolégica parcial tuvieron una respuesta de MRD. Asi, 25 de 36 pacientes (69%) que se
trataron con blinatumomab tuvieron una respuesta de MRD.

Tras una mediana de tiempo de seguimiento de 28,9 meses, la mediana de RFS fue 8,8 meses (IC del 95%, 5,7-13,2
meses) (Figura 1A). Tras una mediana de tiempo de seguimiento de 32,6 meses, la mediana de SG fue 13,0 meses
(IC del 95%, 8,5-21,9 meses) (Figura 1B). Se alcanzé una meseta para la RFS después de aproximadamente 18
meses, y para la SG después de aproximadamente 33 meses. Cuando los pacientes se censuraron para una respuesta
de MRD en el analisis de SG, la mediana de SG fue 9,0 meses (IC del 95%, 2,4-15,8 meses); la razén de momios de
Mantel-Byar fue 0,33 (P = 0,009), lo que sugiere una reduccion del riesgo del 67% asociada con una respuesta de
MRD (Figura 1B). No hubo diferencias en la SG entre los pacientes con SCT alogénico previo y los pacientes sin SCT
alogénico previo (log-rank P = 0,6395; Figura 2).

Caracteristicas clinicas de los supervivientes a largo plazo

Diez de 36 pacientes (28%) fueron supervivientes a largo plazo, definidos como SG = 30 meses después del inicio del
tratamiento con blinatumomab. Las principales caracteristicas clinicas de los supervivientes a largo plazo se resumen
en la Tabla 1. En la Tabla 1 Complementaria se proporciona una lista detallada de las caracteristicas clinicas de cada
paciente individual. De los 10 pacientes, cuatro se habian sometido a SCT alogénico antes del tratamiento con
blinatumomab, y seis no. En el momento de la seleccion, los blastos en la médula 6sea oscilaban entre el 8% vy el
97%, y la edad oscilaba entre 21 y 72 afios. Uno de los 10 pacientes tenia LLA con cromosoma Filadelfia positivo.

Las respuestas al tratamiento, el tratamiento de seguimiento, y las recaidas se resumen en la Tabla 2. La mayoria de
los supervivientes a largo plazo habian logrado una RC (70%), pero los pacientes con CRh (20%) o médula 6sea
hipocelular (10%) también estaban entre los supervivientes a largo plazo. Todos los supervivientes a largo plazo
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lograron una respuesta de MRD con el tratamiento con blinatumomab. Asi, 10 de 25 pacientes (40%) con una
respuesta de MRD (incluidos tres con médula ésea hipocelular y respuesta de MRD) fueron supervivientes a largo
plazo, mientras que ninguno de los 11 pacientes sin una respuesta de MRD fue un superviviente a largo plazo.

Tres de los supervivientes a largo plazo sufrieron una recaida después del tratamiento con blinatumomab, incluidos
dos con una recaida CD19-positiva y uno con una recaida CD19-negativa. Uno de los pacientes que recay6 recibid
un nuevo tratamiento con blinatumomab y dos recibieron quimioterapia. Un paciente recay6 dentro de los 12 meses
posteriores al inicio del tratamiento con blinatumomab; dos pacientes recayeron mas de 12 meses después del inicio
del tratamiento con blinatumomab. En las siguientes secciones se proporcionan detalles de los pacientes que
recayeron después del tratamiento con blinatumomab.

Supervivientes a largo plazo con SCT alogénico como consolidacién para blinatumomab

Seis de los 10 supervivientes a largo plazo se sometieron a un SCT alogénico como consolidacion para blinatumomab
(Tabla 2). Tres de los seis pacientes habian recibido previamente un SCT alogénico antes del tratamiento con
blinatumomab. Cinco de los seis pacientes todavia estaban vivos en el Ultimo seguimiento para este analisis, incluidos
los tres pacientes que recibieron SCT alogénico antes del blinatumomab. Uno de los tres pacientes habia logrado una
médula 6sea hipocelular como respuesta al tratamiento con blinatumomab; los otros pacientes lograron una CR o CRh
como la mejor respuesta al tratamiento con blinatumomab.

Un superviviente a largo plazo murié de GVHD 31,9 meses después del inicio del tratamiento con blinatumomab. Este
paciente recibié un SCT alogénico como consolidacién para blinatumomab y tuvo una recaida CD19-positiva 10 meses
después del SCT alogénico. El paciente logré otra remisién con quimioterapia FLAG-IDA, y recibié un segundo SCT
alogénico como consolidacion para la quimioterapia.

Supervivientes a largo plazo sin SCT alogénico como consolidacién para blinatumomab

Cuatro de los 10 supervivientes a largo plazo no se sometieron a un SCT alogénico como consolidaciéon para
blinatumomab. Los cuatro lograron una CR o CRh como la mejor respuesta al tratamiento con blinatumomab. Uno de
estos cuatro pacientes habia recibido dos SCT alogénicos previos. Los cuatro pacientes seguian vivos en el dltimo
seguimiento para este analisis. Dos de estos cuatro pacientes se encuentran en remisién continua sin tratamiento
adicional. Un paciente ha sobrevivido durante 3,5 afios desde el inicio del tratamiento con blinatumomab (el paciente
tuvo un CRS de grado 4 reversible). El otro paciente ha sobrevivido durante 4 afios desde el inicio del tratamiento con
blinatumomab (el paciente presenté un evento neurologico de grado 3 reversible). Los otros dos pacientes recayeron
después del tratamiento con blinatumomab. Uno de estos pacientes tuvo dos recaidas CD19-positivas mas de 12
meses después de haber recibido 5 ciclos de blinatumomab, pero respondié a blinatumomab después de cada recaida
con una remisién MRD-negativa (3 ciclos de retratamiento cada vez). El segundo paciente tuvo una recaida CD19-
negativa durante el tercer ciclo de blinatumomab. Este paciente logré otra remisién después de la quimioterapia FLAG-
IDA, y recibié SCT alogénico como consolidacién para la quimioterapia. El paciente seguia vivo tras un seguimiento
de 46 meses. No se informaron recaidas en el sistema nervioso central.

Eventos adversos en supervivientes a largo plazo

QOcho de los diez supervivientes a largo plazo tuvieron eventos neurolégicos, principalmente dolor de cabeza y temblor
(en sumayoria de grado 1), y dos tuvieron CRS (grado 2 y 4, respectivamente). En el estudio exploratorio de blsqueda
de dosis, tres pacientes (8%) presentaron CRS; y ocho pacientes requirieron interrupcién del tratamiento debido a
eventos neurologicos o CRS.” En tres de los supervivientes a largo plazo, los eventos neuroldgicos de grado 30 4 0
CRS dieron como resultado la interrupcion del tratamiento (Tabla 3). Los tres pacientes lograron una CR o CRh como
la mejor respuesta al tratamiento con blinatumomab, y no recibieron ningln otro tratamiento que blinatumomab (dos
de los tres pacientes todavia estan en remision). El primer paciente presentd una crisis epiléptica focal de grado 2 en
el primer ciclo de tratamiento con una dosis de 15 pg/m?/dia. Este paciente reanudé el tratamiento, con profilaxis
anticonvulsivante, a una dosis de 5 pg/m?/dia sin mas eventos adversos neurolégicos. El segundo paciente presentd
encefalopatia de grado 3 a una dosis de 30 pg/m?dia. Este paciente también reanud6 el tratamiento a una dosis de 5
pg/m2/dia sin mas eventos adversos neuroldgicos. El tercer paciente presentd CRS de grado 4 a una dosis de 5
pg/m2/dia. El paciente tenia un recuento de blastos en médula ésea del 90% antes del tratamiento, y no recibid
tratamiento prefasico con dexametasona o ciclofosfamida. El paciente reanud6 el tratamiento con dexametasona a
una dosis de blinatumomab de 5 pg/m?/dia sin aparicion de CRS. Cuando la dosis se aument6 a 15 pg/m?/dia al final
de la semana 1, se registrd6 CRS de grado 2, que también se mitigd con dexametasona.

Cinética de células T y células B

La expansion de células T CD3*, que se analizé6 mediante la cinética de los recuentos celulares medios durante los
ciclos de tratamiento 1y 2, se observé predominantemente en pacientes con SG = 30 meses, tanto en el ciclo 1 como
en el ciclo 2 (Figura 3A). Cabe destacar que la expansion de células T CD3* mas pronunciada se observé en el
superviviente a largo plazo que tuvo un evento adverso neurolégico de grado 3 y que no habia recibido ningun otro
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tratamiento que 5 ciclos de blinatumomab (Figura 3A). A pesar de la extensa expansion de células T, este paciente no
mostré ningun sintoma o signo de GVHC. No se dispuso de cinética de células T para el superviviente a largo plazo
con CRS de grado 4 que también recibié sélo blinatumomab como tratamiento.

La expansién de células T CD3* se correlacioné con un nimero creciente de células Tem CD3*, que se sabe que son
citoliticas y que desempefian un papel importante en la citotoxicidad mediada por blinatumomab contra las células B
diana (Figura 3B). Nuevamente, el paciente con el evento adverso neurolégico de grado 3 tuvo la proliferacién mas
prominente de células Tem CD3* (Figura 3B; SG =z 30 meses sin tratamiento adicional). Ademas, la cinética de
disminucién de células B CD19+ difiri6 entre pacientes con SG < 30 meses y aquellos con SG =z 30 meses con
tratamiento adicional (Figura 3C). La disminuciéon media de células B se completé el dia 8, y se mantuvo durante los
ciclos 1y 2 de tratamiento en pacientes con SG = 30 meses. Por el contrario, en pacientes con supervivencia global
< 30 meses, la disminucién media de células B durd 22 dias, y no se mantuvo hasta el dia 43 (el inicio del ciclo 2 de
tratamiento).

Tabla 1. Caracteristicas clinicas (supervivientes a largo plazo)

Supervivientes a largo plazo (n = 10)

Edad, afios
Mediana 35
Intervalo (21-72)

Terapia previa/estado de la enfermedad, n (%)
SCT alogénico previo
Sin SCT alogénico previo
Refractario primario
Recuperacién 1 después de la primera remisién completa
< 12 meses después del diagnéstico inicial
> 12 meses después del diagnostico inicial
2 22 recuperacion
Blastos de médula 6sea en el momento de la seleccion, %
Mediana 56
Intervalo (8-97)
SCT, trasplante de células madre. Los supervivientes a largo plazo se definieron como pacientes con una
supervivencia = 30 meses.

onvNvAENG A
SN EN DS
Teeeeee

Tabla 2. Respuestas y recaidas (supervivientes a largo plazo)
Supervivientes a largo plazo (n = 10)

Mejor respuesta global al blinatumomab, n (%)

CR 7 (70)
CRh 2 (20)
Médula 6sea hipocelular 1(10)
Respuesta de MRD (< 10} a blinatumomab, n (%) 10 (100)
SCT alogénico administrado después de blinatumomab, n (%)
Si 6 (60)
No 4 (40)
Recaida después de blinatumomab, n (%) 3 (30)
CD19 positivo 2 (20)
CD19-negativo 1(10)
Retratamiento con blinatumomab (10)
)

Retratamiento con quimioterapia 2 (20
CR, remision completa; CRh, CR con recuperaciéon parcial de los recuentos de sangre periférica; SCT, trasplante
de células madre; MRD, enfermedad residual minima. Los supervivientes a largo plazo se definieron como pacientes
€On una supervivencia = 30 meses.
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DISCUSION

Este andlisis de seguimiento a largo plazo del analisis primario del primer estudio de fase 2 de blinatumomab en
pacientes adultos con LLA de precursores B r/r demostré una mediana de SG de 13,0 meses con 32,6 meses de
seguimiento. Estudios previos informaron que la quimioterapia da como resultado una mediana de SG de 8,4 meses
0 menos en pacientes con LLA r/r."5 Los resultados publicados recientemente para inotuzumab ozogamicina, un
conjugado de farmaco de anticuerpo monoclonal anti-CD22, en LLA r/r, informaron una mediana de SG de 7,3 meses
con un esquema de dosificaciéon semanal.'? Un estudio previo informé que la SG con quimioterapia de rescate en LLA
recidivante es mas corta entre los pacientes que recaen después de un SCT alogénico.® En el presente estudio, 15 de
36 pacientes (42%) habian recaido después de un SCT alogénico antes de recibir blinatumomab, pero no hubo
diferencias en la SG entre los pacientes con y sin SCT alogénico previo.

En este analisis de seguimiento, 10 de 36 pacientes (28%) fueron supervivientes a largo plazo, definidos como una
SG de = 30 meses. Los 10 supervivientes a largo plazo tuvieron una respuesta de MRD, lo que dio como resultado
una tasa de supervivencia a largo plazo del 40% en pacientes con una respuesta de MRD. Si bien se justifica la
recopilacién de conjuntos de datos mas amplios, los resultados indican que el logro de una respuesta de MRD con el
tratamiento con blinatumomab en LLA de precursores B r/r puede traducirse en un beneficio clinico en términos de
supervivencia a largo plazo.

Cuatro supervivientes a largo plazo no recibieron SCT alogénico como consolidacién para blinatumomab. Los cuatro
pacientes siguen vivos. Uno de los cuatro pacientes tuvo una recaida CD19-negativa durante el tercer ciclo de
blinatumomab, logré otra CR con quimioterapia, y recibié SCT alogénico como consolidacién para la quimioterapia.
Los otros tres pacientes no recibieron ningin otro tratamiento después de blinatumomab. Los tres pacientes
experimentaron eventos adversos neurolégicos o CRS que dieron como resultado la interrupciéon del tratamiento con
blinatumomab. Se informaron toxicidades similares en un estudio de fase 1 de células T autélogas que expresaban el
receptor de antigeno quimérico (CAR) 19-28z especifico para el antigeno CD19,'3 lo que sugiere que las toxicidades
contra las células diana que expresan CD19 pueden ser comparables y posiblemente independientes del mecanismo
de activacién de las células T. Los resultados a largo plazo de estos tres pacientes ilustran que la supervivencia a
largo plazo después del tratamiento con blinatumomab puede lograrse sin ningun otro tratamiento posterior incluso en
casos de LLA recidivante. Los eventos adversos se manejaron mediante la interrupcién de la infusién, y el reinicio de
la infusién fue tolerado en los tres pacientes. Un paciente sin SCT alogénico como consolidacién para blinatumomab
tuvo una recaida CD19-negativa durante el tercer ciclo de tratamiento con blinatumomab. Este paciente logré otra
remision después de la quimioterapia. Es posible que el uso de blinatumomab para prolongar el intervalo entre
regimenes de quimioterapia mejore la sensibilidad a la quimioterapia posterior. Se necesitan conjuntos de datos mas
grandes para confirmar esta observacién. Los pacientes con recaida CD19-positiva después del tratamiento con
blinatumomab también pueden ser candidatos para un nuevo tratamiento con blinatumomab. Un superviviente a largo
plazo en este estudio que recayd dos veces respondié al nuevo tratamiento con blinatumomab en ambas ocasiones.
Por lo tanto, el tratamiento con blinatumomab podria ser una alternativa a la quimioterapia para el tratamiento de las
recaidas después de una CR inducida por blinatumomab seguido de un tratamiento de mantenimiento con
blinatumomab. Sin embargo, se requieren investigaciones adicionales para confirmar la actividad y la tolerabilidad del
retratamiento con blinatumomab en este contexto.

Los supervivientes a largo plazo tuvieron un grado significativamente mayor de expansién de células T y células Tem
durante los ciclos de tratamiento 1 y 2. Los datos sugieren que la expansién de células T podria ser un factor clave
para la actividad antileucémica de blinatumomab en el contexto de la LLA r/r. Se ha observado que el inicio de los
efectos antileucémicos después de la infusién de blinatumomab ocurre temprano durante el tratamiento, en la mayoria
de los casos a mas tardar al final del primer ciclo. En el caso de los pacientes que no respondieron, afiadir ciclos
adicionales de tratamiento 0 aumentar la dosis de blinatumomab en el segundo ciclo tuvo poco efecto en la mejora de
la actividad antileucémica.® En el estudio actual, un aumento de la dosis a 30 pg/m?dia el dia 15 del primer ciclo no
dio como resultado una mayor tasa de CR (datos no mostrados). Los resultados de nuestro estudio sugieren que la
expansion de células Ty la cinética de la eliminacién de células B periféricas podrian ser importantes no sélo para la
remision sino también para la SG a largo plazo. Una supervivencia general de al menos 30 meses se asocié con una
mayor expansion de células T, en comparacién con una SG de menos de 30 meses. La mayor expansién de células
T en los supervivientes a largo plazo se asocié con una eliminacién completa de células B de la sangre periférica
dentro de los primeros 7 dias de tratamiento con blinatumomab. Se podria especular que el grado de disminucién de
células B dentro de los primeros 7 dias de tratamiento podria servir como un indicador temprano de la eficacia de
blinatumomab, posiblemente permitiendo un ajuste temprano del régimen de blinatumomab mediante un aumento de
la dosis.

En conclusién, en este analisis de seguimiento a largo plazo de un estudio exploratorio de fase 2 de aumento de dosis
de blinatumomab en pacientes adultos con LLA de precursores B r/r, una respuesta de MRD a blinatumomab se asoci6é
con una SG significativamente més prolongada. Diez pacientes (28%) que recibieron blinatumomab alcanzaron una
SG = 30 meses, y se consideraron supervivientes a largo plazo. Todos los supervivientes a largo plazo tuvieron una
respuesta de MRD. Los supervivientes a largo plazo también tuvieron una eliminacién mas rapida de las células B
periféricas y una expansion de células T significativamente mayor. Los datos sugieren que la supervivencia a largo
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plazo después del tratamiento con blinatumomab esta asociada con una respuesta de MRD y potencialmente también
con un alto grado de expansién de células T.
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REIVINDICACIONES

1. Un agente de disminucién de células B capaz de reducir las células B CD19+ periféricas, para uso en un método
para conservar o aumentar el nimero de supervivientes a largo plazo en un grupo de pacientes que padecen leucemia
linfoblastica aguda (LLA) de precursores B adultos recidivante/refractaria, comprendiendo dicho método (a) administrar
un agente de disminucién de células B, (b) observar dentro de un primer periodo de tiempo predefinido que comienza
con el primer dia de tratamiento inicial con el agente de disminucion de células B el nimero de células B en la sangre
de dicho paciente, y (c) ajustar el régimen de tratamiento o la dosis de dicho agente de disminucién de células B de
manera que el nimero de células B en la sangre de los pacientes de dicho grupo caiga por debajo de una célula B/ml
de suero dentro de un segundo periodo de tiempo predefinido de 8 dias después del tratamiento inicial con dicho
agente de disminucion de células B, en el que el primer periodo de tiempo predefinido es mas corto que el segundo
periodo de tiempo predefinido, en el que dicho agente de disminucién de células B es Blinatumomab y dichos
supervivientes a largo plazo estan vivos durante 230 meses después de comenzar el tratamiento con Blinatumomab.
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Figura 1
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Figura 2
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MT103-208: Supervivencia generat mediante ef estado de HSCT previo
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Figura X {continuacion
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Flgura &

Esgupmea de dosficacion de biinatumomab
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Figura &
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Figura
A

Farmacodinamica

Perfiles de tiempo de células T CD3 enelciclo 1

Sujeios con CR/CRi Sujetos sin CRICRR ’
& gy oy

1308 cahlas T CD3* por i

T R ® » K 5 ®
Tiempo programado (dias) Tierapo programade {dias)

Solo se representan graficamente pacientes con dos o més muestras disponibles.

« Los petiles de tiempo de células T CD3* periféricas fueron similares en pacientes
con ¥ sin CRICRN

28



ES 3010637 T3

Figura 9 (continuacion)
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« Los recuentos medios de celulas B periféricas disminuyeron de 4660 hasta < 10
célutas B/yl en el ciclo 1 en la mayoria de log pacientes

« Todos los pacientes con CR/CRh mostrarch una disminucion rapida de ceélulas B
periféricas

 La mayoria de los pacientes sin CR/CRh mostraron disminucién de células B
periféricas, Bpero ynos pocos pacientes, especialmente agquelios con recuenios
de células B muy altos antes del tratamiento, no mostraron disminucion de
células B periféricas
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Figura 10

Perfiles de citocinas
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+ Hubo una gran \}ariabiiidad éntre pacientes en tos niveles de citocinas
« L8, {L-10, e IFN-y

- Transiforiamente elevadas en los dias 1-2 de la primera semana a una dosis
de blinatumomab de 8 pyg/dia

- Ngenoﬁdeievadas en los Glitimas semanas a una dosis de blinatumomab de
28 pg/dia

- 1L-6, IL-10, e IFN- y se elevaron por encima del limite inferior de cuantificacion
{125 pgfmi) en el 63%, 76%, y 14% de pacientes, respectivamente

+ THF-q, IL-2, e IL-4: cambios insignificantes desde el valor de inicio (no mostrado)
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Figura 11
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Figura 11 {continuacién

» Las siguientes medidas en el momento de 13 seleccion estaban asociadas con
una mayar prababilidad de CR/CRh

- Mayor cantidad de células T CD3* como un porcentaje de linfocitos totales (A)

- Menor cantidad de células B CD18* como un porcentaje de linfocitos totales (B)
- Mayor cantidad de granulocitos como un porcentaje de leucocitos totales {C)

- Menores recuentos de células B CD19” absclutas (D)

- Menor porcentaje de blastocitos en la medula dsea (o mostrado)

« Lag siguientes medidas en e momento de a seleccidn no estaban asociadas
con una mayor probabilidad de CRICRh

- Recuentos de células T CD3* absolutas

- Relacion células Bicélulas T {no mostrado)
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Figura 12

Exposrcron a bhnatumomab y CR/CRh

: Analms unlvarlante : _ Valor de F

de28 LgAdia (por log[pg/mi]) en el ciclo 1

AnaI|S|s multlvarlante : »\.‘»’u‘é‘ﬂplf:dé P
C.. de dosis de 28 pg/dia (por log[pg/mI]) en el ciclo 1 1.80 (112, 3.21) 0.7
Cmax de IL-10 (por log[pg/ml]) en ciclo 1 1.59{1.13, 222 0.007

Porcentaje de valor de inicio de blastocitos en médula

l6sea (por 10%) 0,78 {0.69, 0.89} <0.001

* Entre los 160 pacientes con C__ disponibles a la dosis de 28 ug/dia, 46,3% lograron CR/CRh
+ Analisis univariante:

- Una C_, mas alta se asocio con aparicion de CR/CRh
* Analisis multivariante:

- Una mayor C__, mayores niveles maximos de IL-10, y un menor porcentaje de blastocitos en
médula dsea en la seleccién estaban asociados con la aparicién de CR/CRh

- Otras covariables probadas no estaban asociadas significativamente con la aparicién de CR/CRh

Figura 13
Exposxcron a bhnatumomab y tiempo hasta CR/CRh

‘ Aha.llms unwarlante : nt"' de rlesgo (IC del 950 %) \)ﬁlof de .
C_ de dosis de 28 pgldla(por Iog[pglml]) en el CIC|01 1 53 4 <0005
'Analléls multlvarlénte g T el ot :

Relacion células Bicélulas T {)485 {{3,7?, 196} 0.006

¢ Porcentaje de valor de inicio de blastocitos en médula

! 6sea (por 10%) 091084, 098 002

. La mediana del tiempo hasta CR/CRh fue 29 dias
* Analisis univariante:

- Una C__ mas alta se asocié con un tiempo mas corto hasta CR/CRh
+ Analisis multivariante:

- Una menor relacién de células Bfcélulas T y un mayor porcentaje de blastocitos en médula
6sea en la seleccion estaban asociados con un tiempo mas corto para la CR/CRh

- Otras covariables probadas no estaban asociadas significativamente con la aparicion de CR/CRh
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Figura 14

Exposicion a blinatumomab y trempo hasta ef pnmer evento neurofog:co

AnaI|S|s unlvarlante (n = 132) sgo { C del 95%) Valor de P :

de d05|s degpgldla (por Iog[pglml]) en eIC|cIo1 o "] 9" (1 14 3 3 ;

§AnaI|S|s muttivariante (n= 135) fente de rlesgo (IC del 95%) valor de P

C,, a dosis de 9 pg/dia (por log[pg/ml]) en el ciclo 1 2. 4 {’f A7, 3,90} 0.013
Mas de 2 terapias de rescate previas 809178, 211} 0604
Sin anomalias citogenéticas 0.34 (013, 0.92) 0.034
C_,. deIL-10 (por log[pg/mi]) en el ciclo 1 I {141, 2.73) 0.016

» La mediana del tiempo hasta el comienzo del primer evento neuroldgico fue 11 dias

« Andlisis univariante:

- Una mayor C__ estaba asociada con un tiempo mas corto hasta el comienzo del primer evento
neurolégico

= Analisis multivariante:

- Una mayor C__, mayores niveles maximos de IL-10, mas de 2 terapias de rescate previas,
y anomalias é’?ogenetlcas estaban asociados con un tiempo mas corto hasta el comienzo del
primer evento neurolégico

- Otras covariables probadas no estaban asociadas significativamente con el tiempo de comienzo
del primer evento neuroldgico

Figura 15

Expos;cron a bhnatumomab y CRS

acién de momios (IC del 95%)  Valor de P

A de 03|s de 9 pglla (por nglml]) enel CIC|01 T 1.22 {0.58, 2.51 059

* CRS se produjo al comienzo del tratamiento; la mediana del tiempo desde el inicio del tratamient
hasta el inicio de CRS fue 2 dias

* El comienzo de los eventos de CRS coincidid frecuentemente con los niveles maximos de citocinas

* La incidencia general de los eventos de CRS fue 9,85% entre los 132 pacientes que tuvieron
valores de C__ de blinatumomab estimados para la dosis de 9 pg/dia

* La C__ de blinatumomab no estaba asociada con la aparicion de CRS

* El andlisis multivariante no se llevé a cabo debido a que no hubiera sido informativo;
solo permanecieron 11 eventos de CRS después de ajustar las covariables perdidas
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Figura 16

Los niveles maximos de IL-10 fueron simifares en pacientes con y sin CRS
O eventas neurcliogicos
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