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DESCRIPCION
Tratamiento con obinutuzumab de un subgrupo de pacientes con LDLBG

La presente invencion se refiere a obinutuzumab (o sus equivalentes funcionales) para su uso en el tratamiento de
un paciente con LDLBG definido por biomarcador particular y un subgrupo de pacientes con LDLBG novedoso,
respectivamente. Ademas, en el presente documento se divulga un procedimiento para tratar LDLBG con
obinutuzumab (o sus equivalentes funcionales) en un paciente que lo necesita, en el que dicho paciente es un
paciente con LDLBG definido por biomarcador particular o pertenece a un subgrupo de pacientes con LDLBG
definido por biomarcador novedoso. En el presente documento se divulga ademas el uso de obinutuzumab (o sus
equivalentes funcionales) para la preparacién de una composicion farmacéutica para el tratamiento de LDLBG en
el paciente con LDLBG definido por biomarcador particular/subgrupo de pacientes con LDLBG novedoso. La
presente invencion se refiere ademas a un procedimiento para identificar a un paciente con LDLBG
particular/subgrupo de pacientes con LDLBG novedoso y un procedimiento para diagnosticar una forma novedosa
de LDLBG y un paciente con LDLBG particular/subgrupo de pacientes con LDLBG novedoso, respectivamente, en
los que, en el contexto de dichos procedimientos, se debe determinar usando una muestra (tumoral) de un paciente
si dicho paciente es dicho paciente con LDLBG definido por biomarcador particular y pertenece a dicho subgrupo
de pacientes con LDLBG novedoso, respectivamente.

El linfoma difuso de linfocitos B grandes (LDLBG) es el tipo mas comun de linfoma no hodgkiniano (LNH) agresivo.
La inmunoquimioterapia con el anticuerpo monoclonal (mAb) anti-CD20 rituximab (R), mas ciclofosfamida,
doxorrubicina, vincristina y prednisona (CHOP), es el tratamiento de referencia para pacientes sin tratamiento
previo que presentan enfermedad en estadio avanzado (Coiffier, N. Engl. J. Med. 346, 2002, 235-242; Tilly, Ann.
Oncaol. 26, 2015, v116-v125 (suppl 5); NCCN Clincal Practice Guidelines in Oncology: Non-Hodgkin’s Lymphomas,
Version 3. 2016; véase también www.NCCN.org). Los estudios han mostrado una tasa de respuesta completa y
completa no confirmada (RC/RCnc) de un 76 % (ensayo GELA) (Coiffier loc. cit.), y una tasa de supervivencia sin
fracaso a los 2 afios de un 77 % (Habermann, J. Clin. Oncol. 24, 2006, 3121-3127). Aunque el tratamiento de
primera linea (1L) para LDLBG es curativo para muchos pacientes (Maurer, J. Clin. Oncol. 32, 2014, 1066-1073),
todavia es necesario mejorar el resultado para un 20-40 % de los pacientes que no logran una remisiéon o que
recaen, y los resultados con un tratamiento de Ultimo recurso siguen siendo deficientes (Sehn, Blood 125, 2015,
22-32).

Obinutuzumab (Gazyva™/Gazyvaro™ GA101; G) es un mAb anti-CD20 de tipo Il glucomanipulado con mayor
induccién de muerte celular directa y citotoxicidad celular y fagocitosis dependientes de anticuerpos que R (Herter,
Mol. Cancer Ther. 12, 2013, 2031-2042; Mossner, Blood 115, 2010, 4393-4402; documentos EP-B1 2380910; WO
2005/044859; véase también lllidge, Expert Opin. Biol. Ther. 12(5), 2012, 543-5). Las secuencias de aminoacidos
de las regiones variables de la cadena pesada y ligera de G también son conocidas del documento
WQ02017/097723. En estudios de fase 3 de pacientes sin tratamiento previo con leucemia linfocitica crénica (LLC)
y afecciones coexistentes (LLC11), o linfoma folicular (LF; GALLIUM), G demostrd ser mas eficaz que R (Goede,
N. Engl. J. Med. 370, 2014, 1101-1110 Marcus, N. Engl. J. Med. (aceptado en mayo de 2017: en prensa). En
estudios mas pequefios, la monoterapia G y G-CHOP han demostrado ser prometedores en formas agresivas de
linfoma no hodgkiniano (LNH), incluyendo LDLBG (Morschhauser, J. Clin. Oncol. 31, 2013, 2912-2919; Zelenetz,
Blood 122, 2013, 1820). También Owen (Expert Opin. Biol. Ther. 12(3), 2012, 343-51) analiza el uso de
Obinutuzumab para el tratamiento de trastornos linfoproliferativos. Zelenetz (Blood 128(22), 2016, 3032) analiza
resultados comparables en un estudio de fase Ib de Venetoclax mas R- o G-CHOP en pacientes con linfoma no
hodgkiniano de linfocitos B. Un estudio multicéntrico, abierto, aleatorizado, clinico de fase 3 (GOYA; véase a
continuacion para mas detalles) comparé la eficacia y seguridad de G-CHOP con R-CHOP en pacientes con
LDLBG sin tratamiento previo (véase Vitolo, Blood 128(22), 2016, 470). Sin embargo, en GOYA, G-CHOP no
mejord el resultado clinico (por ejemplo, supervivencia sin progresion (SSP)) en relacion con R-CHOP en LDLBG
sin tratamiento previo (LDLBG 1L) con respecto al grupo completo de pacientes con LDLBG 1L que inicialmente
estaba destinado a tratarse en el contexto de GOYA.

Lenz (Proc Natl Acad Sci USA 105(36), 2008, 13520-5) ha identificado subtipos moleculares de LDLBG por la
determinacion del estado de la célula de origen (CDO) usando perfiles de expresion génica. Scott (Blood 123(8),
2014, 1214-7; JCO 33(26), 2015, 2848 57; Am. Soc. Clin. Oncol. Educ. Book 2015, 35:e458-66) y otros
(Nowakowski, Am. Soc. Clin. Oncol. Educ. Book 2015, 35:e449-57) realizaron una determinacion basada en
expresion génica de subtipos CDO de LDLBG usando el ensayo NanoString Lymph2Cx (Scott 2014 y 2015 loc.
cit.). En particular, Scott (2014 y 2015 loc. cit.) asignd los subtipos CDO de LDLBG, LDLBG similar a linfocitos B
del centro germinativo (LDLBG BCG), LDLBG similar a linfocitos B activados (LDLBG LBA) y LDLBG no clasificado,
en base a un ensayo de expresion génica de 20 genes y puntuaciones de factor prondstico lineal (Linear Predictor
Score, LPS) de ~ <1900, ~ 1900 — ~2450 y ~ >2450, respectivamente, (véase Scott 2014 loc. cit., fig. 1). Scott
(2014 y 2015 loc. cit.) también evalud el efecto del tratamiento de R-CHOP en estos subtipos CDO de LDLBG.
Wright (PNAS 100(17), 2003, 9991-6) formul6 una prueba diagndstica basada en expresién génica para la
clasificacion de subgrupos de LDLBG biolégica y clinicamente distintos.

Punnoose (Blood 126, 2015, 3971; véase también http://www.bloodjournal.org/content/126/23/3971) describe la



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2933256 T3

prevalenciay el valor pronéstico de la expresion de proteinas BCL2 y MYC dentro de los subtipos CDO LBAy BCG
en pacientes con LDLBG sin tratamiento previo de MAIN, un ensayo de fase Ill que evalué bevacizumab mas R-
CHOP (NCT 00486759).

Challa-Malladi (Cancer Cell 20, 2011, 728-40) divulga que la inactivacién genética combinada de 32-microglobulina
y CD58 revela una resistencia frecuente del reconocimiento inmunitario en LDLBG.

Dubois (Clin Cancer Res 22(12), 2016, 2919-28) analiza la secuenciacion de segunda generacién en LDLBG y la
divergencia molecular de LBA, BCG vy el linfoma de linfocitos B mediastinico primario (PMBL). Cartron (Blood
130(5), 2017, 581-9) analiza los ensayos clinicos sobre el uso de G en el contexto de LLC, linfoma folicular (LF) y
LDLBG. Tomita (J Clin Exp Hematop 56(2), 2016, 89-99) analiza la modulacion genética y epigenética de la
expresion de CD20 en neoplasias malignas de linfocitos B y sus mecanismos moleculares e importancia para la
resistencia a R.

A pesar del éxito previo en el tratamiento de LDLBG (por ejemplo, debido a los avances con R, en particular R-
CHOP), sin embargo, todavia existe una alta necesidad médica no cubierta para algunos pacientes con LDLBG
(véase NCCN clinical practice guidelines in oncology; non-Hodgkin’s lymphoma, v 2.2015) de un tratamiento
mejorado (véase Sehn, loc. cit.).

Por lo tanto, el problema técnico que subyace a la presente invencién es proporcionar un tratamiento mejorado de
LDLBG en determinados pacientes.

La solucion a dicho problema técnico se proporciona en el presente documento a continuacion y se caracteriza en
las reivindicaciones adjuntas.

Las referencias a procedimientos de tratamiento en los parrafos posteriores de la presente descripcién se deben
interpretar como referencia a los compuestos, composiciones farmacéuticas y medicamentos de la presente
invencion para su uso en un procedimiento para el tratamiento del cuerpo humano (o de animal) por tratamiento (o
para diagndstico).

Se descubrié sorprendentemente que, de todos los pacientes con LDLBG, algunos pacientes responden a un
tratamiento con obinutuzumab (en particular en combinacién con una quimioterapia, mas particular en combinacion
con una quimioterapia CHOP) por un resultado clinico mejorado, en particular en comparacion con un tratamiento
con rituximab (en particular en combinaciéon con una quimioterapia, mas particular en combinaciéon con una
quimioterapia CHOP). También se descubrio sorprendentemente que se pueden identificar/determinar subgrupos
de pacientes con LDLBG que responden a un tratamiento con obinutuzumab (en particular en combinacién con
una quimioterapia, mas particular en combinacién con una quimioterapia CHOP) por un resultado clinico mejorado,
en particular en comparacion con un tratamiento con rituximab (en particular en combinacién con una
quimioterapia, méas particular en combinacion con una quimioterapia CHOP). También se descubrié
sorprendentemente que existen pacientes con LDLBG que responden a un tratamiento con obinutuzumab (en
particular en combinacién con una quimioterapia, mas particular en combinacién con una quimioterapia CHOP) por
un resultado clinico mejorado, en particular en comparacién con un tratamiento con rituximab (en particular en
combinacién con una quimioterapia, mas particular en combinacién con una quimioterapia CHOP). Es la esencia
principal de la invencion que dichos pacientes con LDLBG particulares y subgrupos de pacientes con LDLBG,
respectivamente, se puedan definir; también denominado en el presente documento “"paciente definido en el
presente documento”. Es otra esencia de la invencién que dicho paciente se pueda definir por biomarcadores
(también denominados en el presente documento "biomarcadores predictivos" y "paciente definido por
biomarcadores predictivos", respectivamente).

En particular, en base a los andlisis exploratorios de GOYA, se demostrd en el contexto de la invencion, y se ilustra
por los ejemplos adjuntos, que obinutuzumab es superior a rituximab (cada uno en combinacion con una
quimioterapia CHOP) en (un) subconjunto(s) de pacientes con LDLBG BCG (por ejemplo, en un subgrupo de
pacientes con LDLBG BCG similar a linfoma folicular (LF) molecular nuevo) y/o en pacientes con LDLBG con
mutaciones en CD58 y/o con baja expresion de CD58. Esta fue la primera vez que se identific6 un beneficio de
obinutuzumab sobre R para determinados pacientes, en particular para un paciente definido en el presente
documento.

Por ejemplo, en el contexto de la presente invencion, se han identificado/determinado los siguientes pacientes con
LDLBG definidos por biomarcadores que se benefician del tratamiento con G (por ejemplo, G-CHOP) sobre el
tratamiento con R (por ejemplo, R-CHOP):

. pacientes con BCL2 translocada (véase, por ejemplo, la fig. 4);

. pacientes con sobreexpresion de proteina BCL2 (véase, por ejemplo, la fig. 5);

. pacientes con BCL2 translocada con sobreexpresion de proteina BCL2 (véase, por ejemplo, la fig. 6);
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. (a) subconjunto(s) de pacientes con LDLBG BCG. Estos se pueden identificar, por ejemplo, como:

o clasificacion de subgrupos (CDO) de pacientes con BCG por valores de corte de la puntuacién de factor
pronostico lineal (LPS) en subgrupos de pacientes con "BCG fuerte" (pacientes con LPS < valor de corte; por
ejemplo, en comparacion con el valor de corte de LDLBG BCG general de LPS ~ 1900) por ejemplo, fig. 7, 10 y
12);

o pacientes con BCG con alta expresion génica de BCL2;
o pacientes con BCG que con sobreexpresion de proteina BCL2;
o pacientes con BCG con translocacion de BCL2;

o pacientes con BCG con translocacion de BCL2 con sobreexpresion de proteina BCL2 (véase, por ejemplo, la
fig. 8);

. pacientes con CD58 mutada y/o pacientes con baja expresién de CD58 (véase, por ejemplo, la fig. 9).

Mas particular, en base a analisis exploratorios de GOYA, se demostrd en el contexto de la invencion, y se ilustra
por los ejemplos adjuntos, que una evaluacion de la LPS como variable continua identific6 un subgrupo de
pacientes con BCG que se beneficiaron de G (en particular G-CHOP) sobre R (en particular R-CHOP). Incluso mas
particular, se observo que la expresion ponderada de un perfil de matriz de expresion génica (EG) (medido por
LPS) se vincul6 con un beneficio en el resultado del tratamiento con G (por ejemplo, G-CHOP) sobre el tratamiento
con R (por ejemplo, R-CHOP) entre pacientes con BCG en GOYA.

Sobre esta base, se podrian determinar nuevos valores de corte de LPS que definan un subgrupo de pacientes
con LDLBG BCG fuerte que se beneficie del tratamiento con G sobre el tratamiento con R. Estos nuevos valores
de corte estan sustancialmente por debajo del valor de corte de LPS normalmente asignado a LDLBG BCG (~
<1900)). Por ejemplo, se determiné un nuevo valor de corte de LPS de <749 en andlisis de simulacion
multivariantes (véase la figura 10). De acuerdo con este ejemplo, los pacientes con 'BCG fuerte', definidos como
pacientes con una LPS de <749, representaron un 25 % (233/933) de los pacientes con LDLBG evaluables y un
43 % (233/540) de los pacientes con BCG evaluables en GOYA. Como otro ejemplo, se determiné un nuevo valor
de corte de LPS de <725 en andlisis de simulacion multivariantes (véanse las figuras 10, 12). De acuerdo con este
ejemplo, los pacientes con 'BCG fuerte' se definen de manera mas rigurosa como pacientes con una LPS de <725.
Estos pacientes representan un 25 % (229/933) de los pacientes con LDLBG evaluables y un 43 % (229/540) de
los pacientes con BCG evaluables en GOYA. Se demostrd que un valor de corte de LPS de alrededor de 725
refleja una extraordinaria solidez y alta generalizacion de los resultados para cohortes independientes ("paciente
definido en el presente documento"), es decir, pacientes con LDLBG BCG fuerte. Esto se demostr6 por
simulaciones de muestreo con reposicion.

Los pacientes con BCG fuerte tratados con G (G-CHOP) lograron resultados clinicos significativamente mejores,
por ejemplo en términos de supervivencia sin progresion (SSP), supervivencia sin sucesos (SSS) y supervivencia
global (SG), que los tratados con R (R-CHOP) (véase la tabla 4). La seguridad de alto nivel fue similar con cualquier
pauta de tratamiento.

En los analisis de enriquecimiento de conjuntos de genes en los datos de FoundationOne® Heme (FOH), los
pacientes con BCG fuerte se caracterizaron ademas como significativamente enriquecidos para los rasgos
caracteristicos de mutacion soméatica de LF, en comparacion con otros pacientes con BCG, denominados pacientes
con "BCG débil" (por ejemplo, tasas de descubrimientos falsos, TDF, 3,54e-9). En particular, las translocaciones
de BCL2 y mutaciones/tasas de mutacion en varios genes m7-FLIPI (BCL2, BCL6, CD70, CDKN2A, CREBBP,
EP300, IGH, MEF2B, MYC, MYD88, PCLO, TNFAIP3, TNFRSF14) estaban altamente enriquecidas en pacientes
con BCG fuerte y/o en pacientes con LDLBG con translocaciones de BCL2 y/o con alta expresién de BCL2, en
comparacion con otros pacientes con LDLBG (a una TDF <5 %,; figura 11). No existieron pruebas de LNH de
escasa malignidad transformado en el subconjunto de BCG fuerte en la evaluacién anatomopatolégica central.

En resumen, se han identificado nuevos subtipos clinica y molecularmente distintos de LDLBG, en patrticular de
LDLBG BCG, entre otros, un subtipo denominado "BCG fuerte". Los subtipos identificados representan LDLBG de
novo. Estos presentan rasgos caracteristicos moleculares de LF, tales como mutaciones tipicas de LF (véase
Morin, Nature 476 (7360), 2011, 298-303), sin embargo difieren clinicamente de LF. El tratamiento con G (por
ejemplo, G-CHOP) confiere un beneficio clinico sustancial sobre el tratamiento con R (por ejemplo, R-CHOP) en
estos nuevos subconjuntos de pacientes con LDLBG (BCG) ("paciente definido en el presente documento"), en
particular de LDLBG (BCG) 1L.

En consecuencia, la invencion prevé
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1. un anticuerpo anti-CD20 de tipo Il humanizado que comprende

(@) unaregion variable de la cadena pesada como se representa en SEQ ID NO:1 o como se comprende en SEQ
ID NO:5 (residuos aminoacidicos 1 a 119) y una region variable de la cadena ligera como se representa en SEQ
ID NO:2 o como se comprende en SEQ ID NO:6 (residuos aminoacidicos 1 a 115); o

(b) unaregion variable de la cadena pesada que se codifica por una secuencia de acido nucleico que es al menos
un 80 % idéntica a SEQ ID NO:3 0 SEQ ID NO:7 y una region variable de la cadena ligera que se codifica por una
secuencia de acido nucleico que es al menos un 80 % idéntica a SEQ ID NO:4 o SEQ ID NO:8,

en el que dicho anticuerpo puede provocar un incremento en la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC) en comparacion con rituximab, puede provocar un incremento en la fagocitosis celular dependiente de
anticuerpos (ADCP) en comparacion con rituximab y/o tiene un incremento en la afinidad por los receptores FcyRIII
en comparacion con rituximab, para su uso en el tratamiento del linfoma difuso de linfocitos B grandes (LDLBG)
en un paciente que responde a un tratamiento con obinutuzumab alcanzando un resultado clinico mejorado en
comparacién con un tratamiento con rituximab, en el que dicho paciente es

(i) un paciente con una o mas mutaciones en uno o mas de los genes seleccionados del grupo que consiste en
CREBBP, EP300, MEF2B, MYC, EZH2 y TNFRSF14;

(i) un paciente con (una) mutacién/mutaciones genética(s) en CD58 y/o con una baja expresion de CD58 que
corresponde a log2(lecturas normalizadas por kilobase por millon (nRPKM)) < 5,2;

(i) un paciente con un subtipo de célula de origen (CDO) de LDLBG que es LDLBG similar a linfocitos B del
centro germinativo (BCG) como se define por una puntuacion de factor prondstico lineal (LPS) <1141 (LDLBG BCG
fuerte); y/o

(iv) un paciente con LDLBG con BCL2 translocada y/o un paciente con LDLBG con alta expresion de BCL2 en el
que un =50 % de las células tumorales expresan BCL2.

2. El anticuerpo para su uso de acuerdo con el punto 1, en el que dicho resultado clinico es supervivencia sin
progresion (SSP), supervivencia global (SG) y/o supervivencia sin sucesos (SSS).

3.  El anticuerpo para su uso de acuerdo con el punto 1 o 2, en el que dicho paciente es:
(i)  un paciente como se define en el punto 1(i); y
(i) un paciente como se define en el punto 1(ii).

4. Elanticuerpo para su uso de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 1 a 3, en particular de acuerdo con el
punto 3(i), en el que dicho paciente es

(i) un paciente como se define en el punto 1(iii); y
(i) un paciente como se define en el punto 1(iv).

5. El anticuerpo para su uso de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 1 a 4, en particular de acuerdo con el
punto 1(iii) o 4(i), en el que dicho paciente se identifica determinando la expresion de un conjunto de genes que
comprende uno, mas o todos los genes TNFRSF13B, LIMD1, IRF4, CREB3L2, PIM2, CYB5R2, RAB7L1, and
CCDC50; and MME, SERPINA9, ASB13, MAML3, ITPKB, MYBL1 y S1PR2.

6. El anticuerpo para su uso de acuerdo con el punto 4(i) o 5, en el que dicho paciente con LDLBG BCG fuerte
es un paciente que tiene un tumor con una expresion ponderada de un conjunto de genes que comprende uno,
més o todos los genes TNFRSF13B, LIMD1, IRF4, CREB3L2, PIM2, CYB5R2, RAB7L1 y CCDC50; y MME,
SERPINA9, ASB13, MAMLS3, ITPKB, MYBL1 y S1PR2 lo que da como resultado una puntuacion de factor
pronéstico lineal (LPS) < 1141.

7. El anticuerpo para su uso de acuerdo con el punto 5 0 6, en el que dicho conjunto de genes comprende
ademas uno, més o todos los genes R3HDM1, WDR55, ISY1, UBXN4 y TRIM56.

8.  El anticuerpo para su uso de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 5 a 7, en el que la expresion de dicho
uno o mas genes como se define en los puntos 5 0 6 se normaliza a la expresion de uno, mas o todos los genes
como se define en el punto 7.

9.  El anticuerpo para su uso de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 1 a 8, en el que dicha LPS es la suma
ponderada de la expresién de genes o de la expresion de dichos genes calculada de acuerdo con la siguiente
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férmula (férmula 1):

LPS(X) = ZjaiX;,
en la que Xj es la expresién génica para el gen j y aj es el coeficiente para el gen j.
10. El anticuerpo para su uso de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 1 a 9, en el que dicha LPS es < 1100.
11. Elanticuerpo para su uso de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 1 a 10, en el que dicha LPS es < 749.
12. El anticuerpo para su uso de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 1 a 11, en el que dicha LPS es < 725.

13. El anticuerpo para su uso de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 1 a 12, en el que dicho anticuerpo
comprende una region Fc glucomanipulada.

14. El anticuerpo para su uso de acuerdo con el punto 13, en el que dicho anticuerpo tiene un incremento en la
fraccion de oligosacaridos no fucosilados unidos a dicha region Fc glucomanipulada.

15. El anticuerpo para su uso de acuerdo con el punto 13 o 14, en el que dicho anticuerpo tiene un incremento
en la fraccion de oligosacaridos no fucosilados bisectados unidos a dicha regién Fc glucomanipulada.

16. El anticuerpo para su uso de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 1 a 15, en particular de acuerdo con
el punto 16, en el que dicho anticuerpo tiene niveles significativamente mayores de unién a los receptores FcyRlll
humanos en relacién con el anticuerpo no glucomanipulado y/o en relacion con rituximab.

17. El anticuerpo para su uso de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 1 a 16, en particular de acuerdo con
el punto 13, en el que dicho anticuerpo tiene niveles significativamente mayores de actividad ADCC en relacién
con el anticuerpo no glucomanipulado y/o en relacién con rituximab.

18. El anticuerpo para su uso de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 1 a 17, en el que dicho anticuerpo es
obinutuzumab.

19. El anticuerpo para su uso de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 1 a 18, en el que se van a administrar
uno o mas de otros agentes citotéxicos o quimioterapicos adicionales o radiacion ionizante potenciando los efectos
de dicho agente o agentes.

20. El anticuerpo para su uso de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 1 a 19, en el que dicho anticuerpo se
va a administrar en combinacién con una quimioterapia CHOP.

21. El anticuerpo para su uso de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 1 a 20, en el que dicho anticuerpo
esta comprendido en una composicion farmacéutica que comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

22. Procedimiento para identificar a un paciente con LDLBG que responde a un tratamiento con obinutuzumab
alcanzando un resultado clinico mejorado en comparacion con un tratamiento con rituximab,

comprendiendo dicho procedimiento determinar, usando una muestra de un paciente, si un paciente es un paciente
como se define en uno cualquiera de los puntos 1 a 12.

23. Procedimiento para diagnosticar en un paciente una forma de LDLBG que se puede tratar con obinutuzumab
de modo que se alcance un resultado clinico mejorado en comparacion con un tratamiento con rituximab,

comprendiendo dicho procedimiento determinar, usando una muestra de un paciente, si un paciente es un paciente
como se define en uno cualquiera de los puntos 1 a 12, y diagnosticar dicha forma de LDLBG si el paciente es un
paciente como se define en uno cualquiera de los puntos 1 a 12.

24. Elanticuerpo para su uso de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 1 a 21, en el que (i) se ha determinado
si dicho paciente es un paciente como se define en uno cualquiera de los puntos 1 a 12, en el que (i) se ha
identificado a dicho paciente de acuerdo con el procedimiento del punto 22, o en el que (iii) una forma de LDLBG
se ha diagnosticado en dicho paciente de acuerdo con el procedimiento del punto 23.

25. Elanticuerpo para su uso de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 1 a 21y 24, en el que dicho tratamiento
comprende la etapa de (i) determinar si el paciente que se va a tratar es un paciente como se define en uno
cualquiera de los puntos 1 a 12, (ii) identificar a un paciente con LDLBG de acuerdo con el procedimiento del punto
22, o (iii) diagnosticar en el paciente una forma de LDLBG de acuerdo con el procedimiento del punto 23.

26. El anticuerpo para su uso de acuerdo con el punto 24 o 25, en el que dicho tratamiento comprende la etapa
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de determinar, usando una muestra del paciente, si el paciente que se va a tratar es un paciente como se define
en uno cualquiera de los puntos 1 a 12.

27. El procedimiento del punto 22 o 23 o el anticuerpo para su uso de acuerdo con el punto 26, en el que dicha
muestra es una muestra tumoral.

En el presente documento se divulgan medios y procedimientos para identificar/determinar/diagnosticar (un)
subconjunto(s) de pacientes con (BCG) LDLBG que responden ventajosamente a obinutuzumab ("paciente
definido en el presente documento"), en particular mas ventajosamente a obinutuzumab que a R. La
identificacion/determinacién/diagnéstico se puede realizar por varias formas, por ejemplo, determinando si existe
una translocacion de BCL2 y/o una sobreexpresion de proteina BCL2, si existe(n) (una) mutacién/mutaciones
genética(s) en CD58 y/o si existe expresion de CD58 reducida, o por analisis de expresién génica/determinacion
de expresion génica ponderada (por ejemplo, empleando el ensayo de CDO de NanoString) y usando valores de
corte novedosos para LPS (como se describe en el presente documento en otra parte).

Mas particular, en el presente documento se divulga un procedimiento para identificar a un paciente con LDLBG
(paciente con/que padece LDLBG) que responde a un tratamiento con obinutuzumab (en particular en combinacién
con una quimioterapia, mas particular en combinaciéon con una quimioterapia CHOP) alcanzando un resultado
clinico mejorado en comparacién con un tratamiento con rituximab (en particular en combinacién con una
guimioterapia, mas particular en combinacién con una quimioterapia CHOP). Comprendiendo dicho procedimiento
(la etapa de) determinar (por ejemplo, usando una muestra (tumoral) de un paciente) si un paciente es un paciente
definido en el presente documento.

En el presente documento se divulga ademas un procedimiento para diagnosticar en un paciente una forma de
LDLBG que se puede tratar con obinutuzumab (en particular en combinacién con una quimioterapia, mas particular
en combinacién con una quimioterapia CHOP) de modo que se alcance un resultado clinico mejorado en
comparacion con un tratamiento con rituximab (en particular en combinacién con una quimioterapia, mas particular
en combinacién con una quimioterapia CHOP). Comprendiendo dicho procedimiento (la etapa de) determinar (por
ejemplo, usando una muestra (tumoral) de un paciente) si un paciente es un paciente definido en el presente
documento. Comprendiendo (ademas) dicho procedimiento (la etapa de) diagnosticar dicha forma de LDLBG si el
paciente es un paciente definido en el presente documento.

La presente invencion también se refiere a obinutuzumab, o un equivalente funcional del mismo, para su uso en el
tratamiento/intervencion médica del paciente como se define en las reivindicaciones. En principio, el término
"obinutuzumab" como se usa en el presente documento también abarca sus equivalentes funcionales (véase a
continuaciéon para mas explicaciones/definiciones). En el contexto de la invencién, un equivalente funcional de
obinutuzumab es un anticuerpo anti-CD20 de tipo Il humanizado que comprende

(@) unaregion variable de la cadena pesada como se representa en SEQ ID NO:1 o como se comprende en SEQ
ID NO:5 (residuos aminoacidicos 1 a 119) y una regién variable de la cadena ligera como se representa en SEQ
ID NO:2 o como se comprende en SEQ ID NO:6 (residuos aminoacidicos 1 a 115); o

(b) unaregion variable de la cadena pesada que se codifica por una secuencia de acido nucleico que es al menos
un 80 % idéntica a SEQ ID NO:3 o SEQ ID NO:7 y una region variable de la cadena ligera que se codifica por una
secuencia de acido nucleico que es al menos un 80 % idéntica a SEQ ID NO:4 o SEQ ID NO:8,

en el que dicho anticuerpo puede provocar un incremento en la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC) en comparacidn con rituximab, puede provocar un incremento en la fagocitosis celular dependiente de
anticuerpos (ADCP) en comparacion con rituximab y/o tiene un incremento en la afinidad por los receptores FcyRlll
en comparacion con rituximab.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a obinutuzumab para su uso en el tratamiento de LDLBG en un
paciente como se define en las reivindicaciones.

En el contexto de este uso, se preve, por ejemplo, que (i) se ha determinado (por el uso de una muestra (tumoral)
de un paciente) si un paciente que se va a tratar es un paciente definido en el presente documento, (ii) un el
paciente que se va a tratar se ha identificado de acuerdo con el procedimiento para identificar de la invencién, o
(iif) una forma de LDLBG se ha diagnosticado en un paciente que se va a tratar de acuerdo con el procedimiento
de diagndstico de la invencion.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a obinutuzumab para su uso en el tratamiento de LDLBG en un
paciente como se define en las reivindicaciones, en el que se preve, por ejemplo, que dicho tratamiento comprenda
la etapa de (i) determinar (usando una muestra (tumoral) de un paciente) si un paciente (LDLBG) que se va a tratar
es un paciente como se define en el presente documento, (ii) identificar a un paciente con LDLBG de acuerdo con
el procedimiento para identificar de la invencion, o (iii) diagnosticar en el paciente una forma de LDLBG de acuerdo
con el procedimiento in vitro para diagnosticar de la invencion.
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En el contexto de la (etapa de) determinacion/identificacion/diagndstico, se puede emplear una muestra de un
paciente (LDLBG), por ejemplo, una muestra tumoral de un paciente (LDLBG). La determinacién puede ser en una
muestra de un paciente (LDLBG), por ejemplo, en una muestra tumoral de un paciente (LDLBG). Un ejemplo de
una muestra particular que se va a emplear de acuerdo con la invencién es una muestra de tejido tumoral/biopsia
tumoral, mas particular un tejido tumoral/biopsia tumoral fijado con formol e incluido en parafina. Dicha muestra se
puede preparar, por ejemplo, como se describe en Scott (2014 y 2015 loc. cit.). Otras muestras adecuadas se
describen en el presente documento en otra parte.

También se describe en el presente documento un procedimiento para tratar LDLBG en un paciente que lo
necesita, en el que dicho paciente es un paciente definido en el presente documento. El procedimiento puede
comprender las etapas de obtener una muestra de un paciente para el que se contempla tratamiento de LDLBG
y/o someter a prueba la/una muestra de un paciente para determinar si dicho paciente es un paciente definido en
el presente documento. Se prevé que el procedimiento para tratar como se divulga en el presente documento
comprenda la etapa de administrar una cantidad farmacéuticamente eficaz de obinutuzumab al paciente que se va
atratar. En el contexto de estas etapas, en particular la etapa de prueba, se puede emplear una muestra (tumoral)
de un paciente (LDLBG). La prueba puede ser en una muestra (tumoral) de un paciente (LDLBG). Lo que se dice
en el presente documento anteriormente y en otra parte con respecto a una "muestra” que se va a emplear también
se aplica aqui, mutatis mutandis.

En el contexto de estas etapas, en particular en el contexto de la etapa de prueba (o en lugar de esa etapa) también
se puede emplear un procedimiento para identificar o diagnosticar de acuerdo con la invencién.

Ademas, en el presente documento se divulga el uso de obinutuzumab para la preparacion de una composicion
farmacéutica para el tratamiento de LDLBG en un paciente definido en el presente documento. Dicho tratamiento
puede comprender la etapa de determinar/identificar/diagnosticar si un paciente (LDLBG) que se va a tratar es un
paciente como se define en el presente documento. En el contexto de la etapa de
determinacion/identificacion/diagndstico, se puede emplear una muestra de un paciente (LDLBG), por ejemplo,
una muestra tumoral de un paciente (LDLBG). La determinacién puede ser en una muestra de un paciente
(LDLBG), por ejemplo, en una muestra tumoral de un paciente (LDLBG). Lo que se dice en el presente documento
en otra parte con respecto a una "muestra” que se va a emplear se aplica aqui, mutatis mutandis. Asimismo, lo
gue se ha dicho anteriormente con respecto al uso y tratamiento se aplica aqui, mutatis mutandis.

El paciente que se va a tratar de acuerdo con la invencién ("paciente definido en el presente documento”) es un
paciente, en particular un paciente con/que padece LDLBG, que responde a un tratamiento con obinutuzumab (en
particular en combinacién con una quimioterapia, mas particular en combinacién con una quimioterapia CHOP)
alcanzando un resultado clinico mejorado en comparacién con un tratamiento con rituximab (en particular en
combinacién con una quimioterapia, mas particular en combinacién con una quimioterapia CHOP), en el que dicho
paciente es

(i) un paciente con una o mas mutaciones en uno o mas de los genes seleccionados del grupo que consiste en
CREBBP, EP300, MEF2B, MYC, EZH2 y TNFRSF14;

(i) un paciente con (una) mutacién/mutaciones genética(s) en CD58 y/o con una baja expresion de CD58 que
corresponde a log2(lecturas normalizadas por kilobase por millon (nRPKM)) < 5,2;

(i) un paciente con un subtipo de célula de origen (CDO) de LDLBG que es LDLBG similar a linfocitos B del
centro germinativo (BCG) como se define por una puntuacién de factor prondstico lineal (LPS) <1141 (LDLBG BCG
fuerte); y/o

(iv) un paciente con LDLBG con BCL-2 translocada y/o un paciente con LDLBG con alta expresion de BCL2 en
el que un 250 % de las células tumorales expresan BCL2.

En un aspecto (A), el paciente definido en el presente documento es un paciente definido por biomarcador
predictivo.

Un biomarcador es "predictivo” si se puede usar para identificar a un paciente definido en el presente documento
(opcionalmente en combinacién con uno o méas biomarcadores (predictivos)), es decir, un paciente que responde
al tratamiento con obinutuzumab (en particular en combinacién con una quimioterapia), mas particular en
combinacion con una quimioterapia CHOP) de forma mas ventajosa al tratamiento con rituximab (en particular en
combinacion con una quimioterapia, més particular en combinacion con una quimioterapia CHOP). Mas particular,
un biomarcador es predictivo si el efecto del tratamiento (es decir, el tratamiento con G en comparacion con el
tratamiento con R) difiere entre los (subgrupos de) pacientes definidos por biomarcadores. Es preferente en este
contexto, que el/los biomarcador(es) predictivo(s) sea(n) el/los biomarcador(es) como se define en el presente
documento en otra parte. Los ejemplos particulares de biomarcadores predictivos que se van a evaluar en el
contexto de la invencion son CD58 (por ejemplo, (a) mutacion/mutaciones genética(s) en el mismo y/o baja
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expresion del mismo), BCL2 (por ejemplo, translocaciones y/o alta expresién del mismo) y uno o mas
(preferentemente todos) de los genes TNFRSF13B, LIMD1, IRF4, CREB3L2, PIM2, CYB5R2, RAB7L1 y CCDC50;
y MME, SERPINA9, ASB13, MAML3, ITPKB, MYBL1y S1PR2 (por ejemplo, la expresion ponderada de los mismos
gue da como resultado una LPS sustancialmente por debajo de ~ 1900). En este contexto, también se hace
referencia a lo que se divulga a continuacion, por ejemplo, B a G.

En un aspecto (B), el paciente definido en el presente documento (que se va a tratar con obinutuzumab) es un
paciente con/que padece LDLBG de linfocitos B del centro germinativo (BCG) similar al linfoma folicular (LF)
molecular.

"Molecular" en este contexto quiere decir que, a nivel molecular, los pacientes se parecen a pacientes con LF
(véase Morin loc. cit.). Sin embargo, se prevé que, a nivel clinico/clinicamente, los pacientes no se parezcan a
pacientes con LF.

El LDLBG BCG similar a LF molecular de acuerdo con este aspecto se caracteriza preferentemente como LDLBG
BCG fuerte de acuerdo con la invencion y/o como LDLBG en pacientes con translocaciones de BCL2 y/o alta
expresion de BCL2 (véanse D y E, infra).

Un paciente que padece LDLBG BCG similar a LF molecular también se puede caracterizar como un paciente con
una o (preferentemente) mas mutaciones en uno o (preferentemente) mas de los genes seleccionados del grupo
gue consiste en BCL2, BCL6, CD70, CDKN2A, CREBBP, EP300, IGH, MEF2B, MYC, MYD88, PCLO, TNFAIP3y
TNFRSF14. Aunque es menos preferente, un paciente que padece LDLBG BCG similar a LF molecular también
se puede caracterizar como un paciente con una o (preferentemente) mas mutaciones en uno o (preferentemente)
mas de los genes seleccionados del grupo que consiste en BCL2, CREBBP, EP300, EZH2, MEF2B, PCLO y
TNFRSF14, con una o (preferentemente) mas mutaciones en uno o (preferentemente) mas de los genes
seleccionados del grupo que consiste en CREBBP, EP300, EZH2, MEF2B y TNFRSF14, o con una o
(preferentemente) mas mutaciones en uno o (preferentemente) mas de los genes seleccionados del grupo que
consiste en EZH2, MEF2B y TNFRSF14.

Un ejemplo particular, sin embargo, no limitante, de una mutacién aplicable a este respecto es una mutacion de
BCL2, en particular una translocacién de BCL2 (véase a continuacion para los detalles).

La(s) mutacion/mutaciones se puede(n) identificar, por ejemplo, basandose en los ejemplos adjuntos. El ensayo
de secuenciacion de segunda generacion de Foundation Medicine, FoundationOne® Heme, se puede usar, por
ejemplo, a este respecto (de acuerdo con el manual del distribuidor).

En un aspecto (C), el paciente definido en el presente documento (que se va a tratar con obinutuzumab) es un
paciente con una o mas mutaciones genéticas en CD58 y/o con baja expresion de CD58.

CD58 (véase también Challa-Malladi loc. cit.) es conocido por estar implicado en el reconocimiento inmunitario de
células tumorales y se expresa en células tumorales. CD58 se une a CD2 en CTL efectores y linfocitos NK
(proporcionando de este modo sefiales de activacion de células efectoras inmunitarias). La presencia de anomalias
genéticas en CD58 se asocia con una expresion de superficie de CD58 perdida o anémala (por ejemplo, detectable
por inmunohistogquimica, IHQ). Un 67 % de los casos de LDLBG muestran expresion de proteina CD58 andémala;
con igual proporcion en los subgrupos de CDO BCG y LBA.

Las secuencias de nucleétidos que codifican CD58 y las secuencias de aminoacidos de CD58, en particular CD58
de Homo sapiens (ser humano), son bien conocidas en la técnica. Se pueden descargar, por ejemplo, siguiendo
Uniform Resource Locator (URL) https://www.ncbi.nlm.nih.gov/search/?term=Homo+sapiens+CD58&utm
expid=.fAeH yO5JTBGXxnObh2WIrCA.0&utm referrer=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nim.nih.gov%
2Fsearch%2F%3Fterm%3DHomo%2Bsapiens%2BCD58. Las secuencias de nucledtidos que codifican CD58, en
particular CD58 de Homo sapiens (ser humano), estan disponibles, por ejemplo, por medio de los niumeros de
acceso de NCBI: XM_017002869.2 (variante X1); NR_026665.1 (variante 3); NM_001779.2 (variante 1);
NM_001144822.1 (variante 2). Las secuencias de aminoacidos de CD58, en particular de CD58 de Homo sapiens
(ser humano), estan disponibles, por ejemplo, por medio de los nimeros de acceso de NCBI: XP_016858358.1
(isoforma X1); NP_001138294.1 (isoforma 2); NP_001770.1 (isoforma 1). Un ejemplo de una secuencia de
nucleétidos que codifica CD58 de Homo sapiens (ser humano) se representa en SEQ ID NO:11. Un ejemplo de
una secuencia de aminoacidos de CD58 de Homo sapiens (ser humano) se representa en SEQ ID NO:12.

En principio, se prevé que "expresion” en el contexto de la invencion quiera decir tanto expresion génica, es decir,
aparicion de ARNm (primario) (nivel de transcripcién) como expresion de proteina, es decir, aparicion de proteina
(nivel de traduccién).

La apariciéon de ARNm (primario), por ejemplo, se puede medir/detectar por técnicas de hibridacion in situ (ISH),
por ejemplo por ISH de fluorescencia (FISH). Los respectivos medios y procedimientos son conocidos en la técnica
y se describen, por ejemplo, en Zhang (Chin. J. Cancer. Res. 23(2), 2011, 160-4; véase también
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3587538/).

La expresion génica/aparicion de ARNm (primario), en particular expresion génica de CD58/aparicion de ARNm
(primario) de CD58, también se puede evaluar usando secuenciacion de ARN TruSeq® (de acuerdo con el manual
del distribuidor (Illumina®, Inc.)).

La aparicion de proteina, por ejemplo, se puede medir/detectar por IHQ. Los respectivos medios y procedimientos
son conocidos en la técnica y se describen, por ejemplo, en Punnoose (loc cit.;; véase también
http://www.bloodjournal.org/content/126/23/3971).

La expresion de proteina/aparicion de proteina, en particular expresion de proteina CD58, también se puede
medir/detectar como se describe en Challa-Malladi loc. cit.

En general, los medios y procedimientos para evaluar la expresion de CD58 y las mutaciones de CD58 son
conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Challa-Malladi loc. cit.). Ademas, el experto en la técnica puede
evaluar facilmente si una expresién de CD58 dada es "baja" o si existe(n) (una) mutacién/mutaciones de CD58.

Ademas, el experto en la técnica puede elegir facilmente un control adecuado en comparacién con el que una
expresion de CD58 dada se considera "menor" o en comparacién con el que se considera que existe(n) (una)
mutaciéon/mutaciones de CD58. En este contexto, el experto en la técnica también se puede basar, por ejemplo,
en Challa-Malladi (loc. cit.).

"Baja expresion de CD58" quiere decir que CD58 se expresa a un nivel sustancialmente menor, en particular en
comparacion con un control adecuado. En general, una "baja expresion de CD58" quiere decir que la expresion de
CD58 es tan baja (por ejemplo, + 10 % o menos, + 7,5 % 0 menos, + 5 % 0 menos, + 3 % 0 menos, + 2 % 0 menos,
+ 1 % o menos, o0 incluso + 0 %) como la expresion de CD58 en un paciente que responde al tratamiento (es decir,
un paciente que responde a un tratamiento con obinutuzumab (en particular en combinacién con una quimioterapia,
mas particular en combinacién con una quimioterapia CHOP) alcanzando un resultado clinico mejorado en
comparacion con un tratamiento con rituximab (en particular en combinacién con una quimioterapia, mas particular
en combinacion con una quimioterapia CHOP); "paciente definido en el presente documento") y/o menor que la
expresion de CD58 en un paciente que no responde al tratamiento (es decir, un paciente que responde a un
tratamiento con obinutuzumab (en particular en combinacién con una quimioterapia, mas particular en combinacion
con una quimioterapia CHOP) no alcanzando un resultado clinico mejorado en comparacién con el tratamiento con
rituximab (en particular en combinacién con una quimioterapia, méas particular en combinacion con una
quimioterapia CHOP); distinto a "paciente definido en el presente documento"). El experto puede evaluar faciimente
cuando la expresiéon de CD58 es "baja" a este respecto y aplicar un control adecuado. Por ejemplo, un control a
este respecto puede ser una poblacion con LDLBG comuin, mas particular pacientes con LDLBG que no estan
clasificados como pertenecientes al subgrupo de pacientes clasificados de acuerdo con la invencién (distinto de
"paciente definido en el presente documento").

"Baja expresion de CD58" puede ser una expresion de CD58 menor que la mediana de la expresion de CD58 entre
un grupo de control, por ejemplo, entre dichos grupos de control mencionados anteriormente. Por ejemplo, una
"baja expresion de CD58" y un "nivel menor" de expresién de CD58, respectivamente, de acuerdo con la invencion
puede ser una expresion de CD58 que es menor que la mediana de expresién de CD58 entre los pacientes de
GOYA observados.

Como unidad de expresién (génica) de CD58, se puede usar la unidad log2(nRPKM), que son las lecturas
normalizadas por kilobase por millén. La mediana de expresion de CD58 usando esta unidad entre los pacientes
de GOYA es de alrededor de 5,3. En consecuencia, una "baja expresién de CD58" y un "nivel menor" de expresién
de CD58, respectivamente, de acuerdo con la invencion puede ser una expresion de CD58 que es menor que la
expresion de CD58 en un (grupo de) paciente(s) de control (véase anteriormente) correspondiente a la unidad
log2(nRPKM) 5,3 (mediana de expresién de CD58 en el (grupo de) paciente(s) de control). En otras palabras, la
expresion de CD58 en un paciente que se va a tratar de acuerdo con la invencién puede ser sustancialmente
menor que la expresion de CD58 en un (grupo de) paciente(s) de control correspondiente a la unidad log2(nRPKM)
de 5,3. Es decir, la expresion de CD58 en un paciente que se va a tratar de acuerdo con la invencion puede ser
una expresion de CD58 que corresponde a una unidad log2(nRPKM) < 5,2, <5,1,<5,0,<4,5,<4,0,<3,5,< 3,0,
<2,50<2,0.

Como se menciona anteriormente, CD58 se expresa en células tumorales y en la superficie de linfocitos B. En
consecuencia, en un aspecto particular, "baja expresion de CD58" y "nivel menor" de expresion de CD58,
respectivamente, quiere decir que CD58 se expresa en células tumorales y/o linfocitos B a un nivel que es
sustancialmente menor que la expresion de CD58, en células tumorales de LDLBG comunes y/o linfocitos B de
LDLBG comunes. "LDLBG comin" en este contexto, por ejemplo, quiere decir que las células tumorales y linfocitos
B, respectivamente, se derivan de un paciente que no responde al tratamiento, preferentemente de células
tumorales de LDLBG vy linfocitos B de LDLBG, respectivamente, derivados de un paciente con LDLBG que no esta
clasificado como un paciente definido en el presente documento.
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Por ejemplo, una "baja expresion de CD58" y un "nivel menor" (sustancialmente) de expresion de CD58,
respectivamente, quiere decir que CD58 se expresa a un nivel que es al menos un 10 % menor, al menos un 20 %
menor, al menos un 30 % menor, al menos un 40 % menor, al menos un 50 % menor, al menos un 75 % menor o
al menos un 100 % menor, en particular en comparacion con la expresion de CD58 en un control adecuado (por
ejemplo, "paciente/poblacion con LDLBG comun; distinto a "paciente definido en el presente documento"). Esto se
aplica tanto a expresion génica como a expresion de proteinas.

Las mutaciones, en particular mutaciones de CD58, se pueden identificar, por ejemplo, usando el panel
FoundationOne® Heme (FOH) (véase, por ejemplo, He, Blood 127(24), 2017, 3004-14; véanse también los
ejemplos adjuntos).

Los ejemplos de mutaciones genéticas en CD58 que pueden estar presentes (y detectarse) en un paciente definido
en el presente documento son mutaciones variantes cortas y/o variantes del nimero de copias.

El experto en la técnica puede elegir facilmente una muestra apropiada que se va a usar cuando se evalla/detecta
la expresion de CD58 o (una) mutacion/mutaciones de CD58 (como muestra de prueba o bien como muestra de
control).

Un ejemplo particular de una muestra que se va a emplear (como muestra de prueba o bien como muestra de
control) para evaluar/detectar si existe una baja expresion de CD58 es una muestra (por ejemplo, biopsia) de un
tumor (que expresa CD58) y/o una muestra (por ejemplo, una biopsia) que contiene linfocitos B (que expresan
CD58).

Un ejemplo particular de una muestra que se va a emplear (como muestra de prueba o bien como muestra de
control) para evaluar/detectar si existe(n)(a) mutacion/mutaciones de CD58 es una muestra de ADN.

En un aspecto (D), el paciente definido en el presente documento (que se va a tratar con obinutuzumab) es un
paciente con/que padece LDLBG BCG fuerte.

De acuerdo con la invencién, un paciente con/que padece LDLBG BCG fuerte se puede identificar determinando
la expresion (ponderada) de (un conjunto de genes que comprende) uno o0 mas (preferentemente todos) de los
genes TNFRSF13B, LIMD1, IRF4, CREB3L2, PIM2, CYB5R2, RAB7L1 y CCDC50 (genes sobreexpresados en
LDLBG LBA); y MME, SERPINA9, ASB13, MAML3, ITPKB, MYBL1 y S1PR2 (genes sobreexpresados en LDLBG
BCQG).

Més particular, un paciente con/que padece LDLBG BCG fuerte se puede definir como un paciente que tiene un
tumor con una determinada expresion (ponderada) de (un conjunto de genes que comprende) uno o mas,
preferentemente todos, de los genes TNFRSF13B, LIMD1, IRF4, CREB3L2, PIM2, CYB5R2, RAB7L1 y CCDC50;
y MME, SERPINA9, ASB13, MAML3, ITPKB, MYBL1 y S1PR2; y, opcionalmente, uno o mas, preferentemente
todos, de los genes R3HDM1, WDR55, ISY1, UBXN4 y TRIM56 (genes constitutivos).

Se prevé en particular en el contexto de este aspecto/modo de realizacién de la invenciéon que se evalle la
expresion génica ponderada.

En particular, cuando la puntuacion de factor prondstico lineal (LPS) resultante de la expresion ponderada de un
conjunto de genes divulgado en el presente documento esta por debajo de un determinado valor de corte, es decir,
sustancialmente por debajo del valor de corte de LPS normalmente asignado a LDLBG BCG (~ <1900), el LDLBG
BCG se considera como "LDLBG BCG fuerte". Asimismo, cuando la expresién ponderada de un conjunto de genes
divulgado en el presente documento corresponde a la expresion ponderada de un conjunto de genes divulgados
en el presente documento del que resulta una LPS por debajo de un determinado valor de corte, es decir, una LPS
sustancialmente por debajo del valor de corte de LPS normalmente asignado a LDLBG BCG (~ <1900), el LDLBG
BCG se considera "LDLBG BCG fuerte". De acuerdo con la invencion, los ejemplos de valores de corte particulares,
es decir, LPS resultante, que se pueden aplicar, es decir, que definen "LDLBG BCG fuerte", son los valores de
corte <1141, <1100, < 756, < 750, < 749, <745, < 725 0 < 699.

Los valores de corte preferentes son (aproximadamente) < 750, (aproximadamente) < 749 y (aproximadamente) <
725. Los valores de corte en particular preferentes son (aproximadamente) < 750 y (aproximadamente) < 725.

El conjunto de genes que se va a emplear de acuerdo con la invencién, es decir, de acuerdo con la
determinacion/identificacion/diagndstico de LDLBG BCG fuerte, puede comprender ademas uno o mas genes
constitutivos, por ejemplo, uno o mas (preferentemente todos) de los genes constitutivos. R3HDM1, WDR55, ISY1,
UBXN4 y TRIM56.

La expresion del uno o mas de los otros genes que se van a emplear se puede normalizar a la expresion de uno o
mas genes constitutivos, por ejemplo, genes constitutivos como se define en el presente documento. El experto en
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la técnica puede normalizar facilmente la expresién de uno o mas de estos otros genes (y de uno o mas de otros
genes que se pueden comprender en el conjunto de genes que se van a emplear de acuerdo con la invencion) en
base a uno o mas genes constitutivos, por ejemplo, en base al uno o mas genes constitutivos mencionados
anteriormente. Por ejemplo, a este respecto se pueden emplear al menos 1, 2, 3, 4 o 5 (de estos) genes
constitutivos. Para la respectiva guia, el experto en la técnica se puede basar, por ejemplo, en Scott (2014 y 2015
loc. cit.).

En principio, también se puede emplear un conjunto de genes que comprende solo un subconjunto de los conjuntos
de genes mencionados anteriormente de acuerdo con la invencion. Por ejemplo, dicho subconjunto puede
comprender al menos 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 o 19 de todo el conjunto de genes
mencionado anteriormente. Sin embargo, es mas preferente cuantos mas de estos genes se evalldan.

Los ejemplos de dichos subconjuntos de genes que se pueden emplear de acuerdo con la invenciéon son
subconjuntos de genes que comprenden al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6 0 7 de los genes TNFRSF13B, LIMD1, IRF4,
CREB3L2, PIM2, CYB5R2., RAB7L1 y CCDC50), almenos 1, 2, 3, 4, 5 0 6 de los genes MME, SERPINA9, ASB13,
MAMLS3, ITPKB, MYBL1y S1PR2,0almenos 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13 0 14 de los genes de estos dos
subconjuntos de genes. En principio, son preferentes los mayores nimeros de genes.

También se prevé que no soélo se puedan evaluar los conjuntos particulares de genes o subconjuntos de genes
como se menciona en el presente documento; sino también (sub)conjuntos de genes que comprenden uno o mas
de otros genes (por ejemplo, 2 0 mas, 3 0 mas, 4 o méas, 5 o0 mas, 6 o mas, 7 o mas, 8 o mas, 9 o mas, 10 o mas,
20 0 méas, 30 0 mas, 40 o mas, 50 o mas, 60 o mas, 70 o mas, 80 o mas, 90 o mas, 100 o mas, 150 o méas, 170 o
mas, o0 180 o mas mas de otros genes). Este/estos otro(s) gen(es) puede(n) ser, por ejemplo, uno o mas de los
(aproximadamente 180) genes conocidos por separar/distinguir LDLBG BCG y LBA (y no clasificado) en base a su
expresion (ponderada) (véase, en particular, Lenz (N. Engl. J. Med. 359 (2), 2008, 2313-23) y también Geiss
(Nature Biotechnology 26 (3), 2008, 317-25)).

Por ejemplo, un conjunto de genes que se va a evaluar puede comprender (al menos 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10,
11,12,13,14,15,16, 17,18 0 19 de) los genes de cualquiera de los conjuntos particulares de genes o subconjuntos
de genes mencionados anteriormente y uno o mas de otros genes (por ejemplo, 2 0 mas, 3 0 mas, 4 o mas, 50
mas, 6 0 mas, 7 0 mas, 8 o mas, 9 o mas, 10 o mas, 20 o mas, 30 o mas, 40 o mas, 50 o mas, 60 o mas, 70 o
mas, 80 o0 mas, 90 o mas, 100 o mas, 150 o mas, 170 o mas, o 180 o mas de otros genes), por ejemplo, de los
(aproximadamente 180) genes conocidos por separar/distinguir LDLBG BCG y LBA (y no clasificado) en base a su
expresion (ponderada) (véase Lenz y Geiss, loc.cit.).

Por ejemplo, se puede(n) afiadir uno (o mas) de otro(s) gen(es) a uno de los conjuntos o subconjuntos de genes
descritos anteriormente, por ejemplo, a uno de los paneles de 20, 15, 8 o 7 genes mencionados anteriormente, 0
uno (o mas) de los genes de uno de los conjuntos o subconjuntos de genes descritos anteriormente, por ejemplo,
de los paneles de 20, 15, 8 o 7 genes mencionados anteriormente, se pueden reemplazar por uno (o mas) de
otro(s) gen(es).

Un ejemplo preferente de otro gen que se va a emplear de acuerdo con D es el gen BLC2.

Un ejemplo de los medios y procedimientos que se pueden usar para determinar la expresion, en particular
expresion ponderada, de los genes mencionados anteriormente se proporciona por NanoString (NanoString
Technologies Inc., Seattle, WA, EE. UU.; véanse también Lenz (loc. cit.) y Geiss (loc. cit.)). Un ejemplo particular
no limitante por el que se puede determinar la expresion (ponderada) de los genes mencionados anteriormente es
el ensayo LST de uso exclusivo en investigacion de NanoString. Otro ejemplo es la herramienta de ARN TruSeq®
(lumina®, Inc.). Otros ejemplos se describen en Wright (PNAS 100 (17), 2003, 9991-6). También se describe en
Wright (loc. cit.) la aplicabilidad general de cualquier panel adecuado para andlisis de expresion génica
(ponderados).

De acuerdo con los ejemplos mencionados de medios y procedimientos que se pueden usar para determinar la
expresion (ponderada), un paciente con/que padece LDLBG BCG fuerte también se puede definir como un paciente
que tiene un tumor con una expresion génica (ponderada) que da como resultado una LPS por debajo de la LPS
normalmente asignada a LDLBG BCG (~ <1900; véase anteriormente para los ejemplos de los respectivos valores
de corte), en el que la LPS se deriva de un LST de NanoString, por ejemplo, del LST de uso exclusivo en
investigacion de NanoString (NanoString Technologies, Inc., Seattle, WA, EE. UU.), como la expresion génica
(ponderada) de los genes en el panel Nanostring (0 un tumor con una expresion génica (ponderada) que
corresponde a dicha expresion génica (ponderada)). Por ejemplo, los genes particulares mencionados
anteriormente pueden estar en el panel de Nanostring.

Un paciente con/que padece LDLBG BCG fuerte también se puede definir como un paciente que tiene un tumor
con una expresion génica (potenciada) con/que da como resultado una LPS por debajo de la LPS normalmente
asignada a LDLBG BCG (~ <1900; véase anteriormente para los ejemplos de los respectivos valores de corte), en
el que la LPS resulta de una clasificacion CDO por un perfil de expresién génica (ponderada) (por ejemplo, usando
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un LST de NanoString como se describe en el presente documento) (0 un tumor con una expresion geénica
(ponderada) que corresponde a dicha expresién génica (ponderada)).

En principio, la clasificacién de CDO (por ejemplo, en DCBCL BCG fuerte, no clasificado y débil) se puede basar
en perfiles de expresion génica, en particular perfiles de expresién génica ponderados (por ejemplo, usando un
LST de NanoString (como, por ejemplo, LST de uso exclusivo en investigacion de NanoString) (NanoString
Technologies, Inc., Seattle, WA, EE. UU.).

En principio, el significado de "LPS" es conocido en la técnica y, en consecuencia, se entiende por el experto en la
técnica. En particular, la LPS de acuerdo con la invencion es una variable continua (promedio ponderado para la
expresion génica; por ejemplo, de los genes mencionados en el presente documento, que pueden estar en un LST
de Nanostring).

En la suma de los pacientes evaluados en GOYA, la LPS tiene un intervalo de -1138 a 4504. Normalmente, como
se menciona anteriormente, la LPS se usa para clasificar a los pacientes en los subgrupos de CDO LDLBG BCG,
LDLBG LBA y LDLBG no clasificado (véase anteriormente y Scott 2014 y 2015 loc. cit.). El algoritmo de CDO
predeterminado usa un enfoque bayesiano con clasificacién de BCG/LBA en base a un valor de corte de 290 % en
la verosimilitud de ser BCG o LBA (no clasificado funciona como tampén).

Mas particular, se prevé que la LPS de acuerdo con la invencién sea la suma ponderada de la expresion de los
genes que se van a emplear en el perfil de expresion génica (por ejemplo, los genes mencionados anteriormente
comprendidos en los (sub)conjuntos de genes mencionados). La suma ponderada de la expresion génica se puede
calcular de acuerdo con la siguiente formula (férmula I):

LPS(X) = Zja; X,

en la que X representa cada muestra, X;j es la expresion génica para el gen j y a; es el coeficiente para el gen j.
(véase también Wright loc. cit.; en particular, las secciones "Gene Expression Data" y "Formulation of the DLBCL
Subgroup Predictor")

En general, el experto en la técnica puede determinar la expresion de genes, en particular la expresion ponderada
de genes, de acuerdo con las ensefianzas de la invencion. Los respectivos medios y procedimientos son conocidos
en la técnica y se describen, por ejemplo, en Wright (loc. cit.), en particular, en las secciones "Gene Expression
Data" y "Formulation of the DLBCL Subgroup Predictor". Wright (loc. cit.), por ejemplo, también explica como se
puede usar el algoritmo de expresion génica ponderada y como se puede transferir a través de plataformas de
expresion génica, como LST de NanoString y otras. También se proporciona una guia comparable en Lenz (loc.
cit.).

En el contexto de la clasificacion de LDLBG BCG fuerte de acuerdo con la invencién y, en particular como se
describe anteriormente, se puede considerar ademas lo siguiente:

Se puede usar la regresion multivariante de Cox y/o la regresion penalizada de red elastica (alfa=0,5) para evaluar
los efectos del tratamiento con biomarcadores. Las simulaciones para identificar el valor de corte 6ptimo, por
ejemplo, en base a LST de NanoString y la respectiva LPS, para el efecto del tratamiento se pueden realizar
usando validacion cruzada y/o muestreo con reposicion. Se puede realizar un ajuste de pruebas multiples
estimando las tasas de descubrimiento falso (TDF), por ejemplo, usando el procedimiento de Benjamini-Hochberg
(por ejemplo, significacion <5 % TDF). Se puede realizar el andlisis de enriquecimiento de vias por enriquecimiento
del conjunto de genes, por ejemplo, usando conjuntos de genes definidos por rasgos caracteristicos de MSigDB y
(0) un conjunto de genes con rasgos caracteristicos de mutacién somética de LF.

En particular, un valor de corte de LPS (por ejemplo, como se describe en el presente documento en otra parte) se
puede determinar en (un) andlisis de simulacion, preferentemente en (un) andlisis de simulacion multivariante(s).

La solidez de un valor de corte de LPS (por ejemplo, como se describe en el presente documento en otra parte) se
puede demostrar por simulaciones de muestreo con reposicion.

Ademas, en lugar de usar el algoritmo ponderado especifico de LPS, por ejemplo, de LST de NanoString, se puede
aplicar el primer componente principal de un andlisis de componente principal de los resultados, por ejemplo, de
otro panel de analisis de expresion (por ejemplo, la herramienta de ARN TruSeg® (lllumina®, Inc.)), evaluando,
por ejemplo, los genes mencionados anteriormente (por ejemplo, uno o mas de los ~180 genes conocidos por
separar BCG y LBA) por expresion génica. También se demostrd de acuerdo con la invencion que existe una
correlacion muy alta entre la LPS (derivada de LST de NanoString) y el primer componente principal.

En un aspecto (E), el paciente definido en el presente documento (que se va a tratar con obinutuzumab) es un

paciente con translocaciones de BCL2 y/o alta expresion de BCL2. Preferentemente, en el contexto de este aspecto
se prevé un paciente con BCL2 translocada con alta expresién de BCL2.
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BCL2 (véase también Zhang loc. cit.; Punnoose loc. cit.; Igbal, Clin Cancer Res 17(24), 2011, 7785 — 95; Igbal,
JCO 24(6), 2006, 961 - 8; Hu, Blood 121(20), 2013, 4021 — 31; Johnson, JCO 30(28), 2012, 3452 — 67; Green,
JCO 30(28), 2012, 3460 - 67) es conocida comdnmente como una proteina antiapoptotica con una sobreexpresion
gue se opone a las vias apoptoticas mitocondriales. BCL2 es conocido por expresarse en tumores de pacientes
con LDLBG.

Las secuencias de nucledtidos que codifican BCL2 y las secuencias de aminoacidos de BCL2, en particular BCL2
de Homo sapiens (ser humano), son bien conocidas en la técnica. Se pueden descargar, por ejemplo, siguiendo
Uniform Resource Locator (URL) https://www.ncbi.nlm.nih.qov/search/?term=Homo+sapiens+BCL2&utm
expid=.fAeH yO5JTBGXnObh2WIrCA.0&utm referrer=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nim.nih.qov%
2Fsearch%2F%3Fterm%3DHomo%2Bsapiens%2BBCL2. Las secuencias de nucledtidos que codifican BCL2, en
particular BCL2 de Homo sapiens (ser humano), estan disponibles, por ejemplo, por medio de los niumeros de
acceso de NCBI: XM_017025917.2 (variante X3); XM_011526135.3 (variante X2); XR_935248.3 (variante X1);
NM_000657.2 (variante beta); NM_000633.2 (variante alfa). Las secuencias de aminoacidos de BCL2, en particular
de BCL2 de Homo sapiens (ser humano), estan disponibles, por ejemplo, por medio de los niUmeros de acceso de
NCBI: XP_016881406.1 (isoforma X2); XP_011524437.1 (isoforma X1); NP_000648.2 (isoforma beta);
NP_000624.2 (isoforma alfa). Un ejemplo de una secuencia de nucleétidos que codifica BCL2 de Homo sapiens
(ser humano) se representa en SEQ ID NO:13. Un ejemplo de una secuencia de aminoacidos de BCL2 de Homo
sapiens (ser humano) se representa en SEQ ID NO:14.

Lo que se ha dicho en general en el presente documento anteriormente con respecto a "expresion”, la
medicidn/deteccion de ARNm (primario) y la medicion/deteccién de proteina se aplica aqui, mutatis mutandis.

En general, los medios y procedimientos para medir/detectar la expresién de BCL2 y las translocaciones de BCL2
son conocidos en la técnica y se describen, por ejemplo, en Zhang (loc. cit.) y Puunoose (loc. cit.). Ademas, el
experto en la técnica puede evaluar facilmente si una expresion de BCL2 dada es "alta" o si existe(n) (una)
translocacioén/translocaciones de BCL2.

Ademas, el experto en la técnica puede elegir facilmente un control adecuado en comparacién con el que una
expresion de BCL2 dada se considera "mayor" o en comparacion con el que se considera que existe(n) (una)
translocacién/translocaciones de BCL2. En este contexto, el experto en la técnica también se puede basar, por
ejemplo, en Zhang (loc. cit.) y Puunoose (loc. cit.).

La expresion de BCL2, por ejemplo, se puede evaluar por un ensayo de inmunohistoquimica (IHQ) de Ventana,
por ejemplo, por el ensayo IHQ de uso en investigacion de Ventana (clon de anticuerpo BCL2, 124) (atendiendo al
manual del proveedor). Por ejemplo, la alta expresion de BCL2 se puede definir en este contexto como una tincion
moderada o fuerte en = 50 % de las células tumorales (véase a continuacion para mas detalles).

La expresion de proteina BCL2/aparicién de proteina BCL2 también se puede medir/detectar como se describe en
Punnoose (loc. cit.), Igbal (2011 y 2006 loc. cit), Hu (loc. cit.), Johnson (loc. cit), Green (loc. cit.).

La expresién génica/aspecto de ARNm (primario), en particular la expresién génica de BCL2/aparicion de ARNm
(primario) de BCL2, se puede evaluar, por ejemplo, como se describe en Zhang (loc. cit.) o usando secuenciacion
de ARN TruSeg® ((Illumina ®, Inc.) de acuerdo con el manual del distribuidor).

"Alta expresion de BCL2" quiere decir que BCL2 se expresa a un nivel sustancialmente mayor, en particular en
comparacion con un control adecuado. En general, una "alta expresion de BCL2" quiere decir que la expresion de
BCL2 es tan alta (por ejemplo, + 10 % o menos, + 7,5 % o0 menos, £ 5 % o0 menos, £ 3 % o0 menos, + 2 % 0 menos,
+1 % o menos o incluso + 0 %) como la expresion de BCL2 en un paciente que responde al tratamiento (es decir,
un paciente que responde a un tratamiento con obinutuzumab (en particular en combinacién con una quimioterapia,
mas particular en combinacién con una quimioterapia CHOP) alcanzando un resultado clinico mejorado en
comparacién con un tratamiento con rituximab (en particular en combinacién con una quimioterapia, mas particular
en combinacién con una quimioterapia CHOP); "paciente definido en el presente documento”) y/o mayor que la
expresion de BCL2 en un paciente que no responde al tratamiento (es decir, un paciente que responde a un
tratamiento con obinutuzumab (en particular en combinacion con una quimioterapia, mas particular en combinacion
con una quimioterapia CHOP) no alcanzando un resultado clinico mejorado en comparacion con el tratamiento con
rituximab (en particular en combinaciébn con una quimioterapia, mas particular en combinacién con una
quimioterapia CHOP); distinto a "paciente definido en el presente documento"). El experto puede evaluar facilmente
cuando la expresion de BCL2 es "alta" a este respecto y aplicar un control adecuado. Por ejemplo, un control a
este respecto puede ser una poblacion con LDLBG comun, més particular pacientes con LDLBG que no estan
clasificados como pertenecientes al subgrupo de pacientes clasificados (distinto de “"paciente definido en el
presente documento”). "Alta expresion de BCL2" puede ser una expresion de BCL2 mayor que la mediana de
expresion de BCL2 entre un grupo de control, por ejemplo, entre dichos grupos de control mencionados
anteriormente. Por ejemplo, una "alta expresiébn de BCL2" y un "nivel mayor" de expresion de BCL2,
respectivamente, puede ser una expresion de BCL2 que es mayor que la mediana de expresion de BCL2 entre los
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pacientes evaluados en GOYA.

Un ejemplo de un control, en base al que se puede considerar si la expresién de BCL2 es "alta", es tejido normal,
es decir, no tumoral, mas particular tejido linfatico normal, es decir, no tumoral. El tejido puede ser de un paciente
con LDLBG. Por ejemplo, puede ser del paciente con LDLBG que se va a tratar. Sin embargo, en principio, el tejido
también puede ser de un sujeto normal/sano.

Un ejemplo preferente de un control, en base al que se puede considerar si la expresion de BCL2 es "alta", es
tejido tumoral, mas particular tejido tumoral linfatico de un paciente que no responde al tratamiento (distinto de
"paciente definido en el presente documento"). Es preferente que el tejido sea de un paciente con LDLBG que no
responde al tratamiento (distinto de "paciente definido en el presente documento” que es un paciente con LDLBG).
La expresion de BCL2 se considera "alta" si, por ejemplo, =30 %, =40 %, =50 % o =60 % de las células tumorales
expresan BCL2 (por ejemplo, muestran tincion de BCL2 en un ensayo IHQ), en particular muestran expresion de
BCL2 de moderada a fuerte (por ejemplo, muestra tincion de BCL2 de moderada a fuerte en un ensayo IHQ).

Es preferente que la expresion de BCL2, en particular la expresién de BCL2 "alta”, incorpore tanto el porcentaje
de células tumorales que expresan BCL2 como la intensidad de la expresion de BCL2 en estas células.

Cuando se evalla si una expresion de BCL2 dada es "alta", el experto en la técnica también se puede basar en
Igbal (2011 y 2006 loc. cit.), Hu (loc. cit.), Johnson (loc. cit.) y Green (loc. cit.).

Mas general, una "alta expresién de BCL2" y un "nivel mayor" (sustancialmente) de expresion de BCL2,
respectivamente, quiere decir que BCL2 se expresa a un nivel que es al menos un 10 % mayor, al menos un 20 %
mayor, al menos un 30 % mayor, al menos un 40 % mayor, al menos un 50 % mayor, al menos un 75 % mayor o
al menos un 100 % mayor, en particular en comparacion con la expresion de BCL2 en un control adecuado (por
ejemplo, "paciente/poblacion con LDLBG comun; distinto a "paciente definido en el presente documento"). Esto se
aplica tanto a expresion génica como a expresion de proteinas.

El significado de "(una) translocacion/translocaciones de BCL2" es bien conocido en la técnica. Tipicamente, una
"translocacion de BCL2" es una fusion génica entre BCL2 e IgH (que implica los cromosomas 14 y 18). La(s)
translocacién/translocaciones de BCL2 se describen, por ejemplo, en Zhang (loc. cit.) Las translocaciones BCL2,
por ejemplo, se pueden evaluar/detectar usando la tecnologia BCL2 Dual Color Break Apart (Vysis, Abbott
Molecular), en particular usando sondas Vysis LSI Dual Color Break Apart FISH Probes, (por ejemplo, con un valor
de corte (FISH) de un 5 % (usado tipicamente) o un 50 %); atendiendo al manual del proveedor.

Las translocaciones de BCL2 también se pueden evaluar/detectar con el ensayo de secuenciacion de segunda
generacién de Foundation Medicine, FoundationOne® Heme (atendiendo al manual del proveedor; véase también
He loc. cit.).

Los medios y procedimientos para evaluar/detectar translocaciones de BCL2 son conocidos en la técnica y se
describen, por ejemplo, en Zhang loc. cit.) y He (loc. cit.).

El experto en la técnica puede elegir facilmente una muestra apropiada que se va a usar cuando se evalUa/detecta
(una) translocacidn/translocaciones de BCL2 o expresion de BCL2 (como muestra de prueba o bien como muestra
de control).

Un ejemplo particular de una muestra que se va a emplear (como muestra de prueba o bien como muestra de
control) para evaluar/detectar si existe una alta expresién de BCL2 es una muestra (por ejemplo, biopsia) de un
tumor (que expresa BCL2).

Un ejemplo particular de una muestra que se va a emplear (como muestra de prueba o bien como muestra de
control) para evaluar/detectar si existe(n) translocacion/translocaciones de BCL2 es una muestra de ADN.

En un ejemplo (F), el paciente definido en el presente documento (que se va a tratar con obinutuzumab) se define
por una combinacién/una interseccién de cualquier 2, cualquier 3, cualquier 4 o cualquier 5 de las definiciones de
pacientes mencionadas en A, B, C, D y E supra. Es decir, el paciente se puede definir por una combinacién/una
interseccion de las definiciones de paciente a las que se hace referenciaen AyB; AyC;AyD;AyE;ByC;By
D,ByE,CyD;CyE;A/ByC,A,CyD;ADYE;A,ByD;A/BYyE;A,CyE;B,CyD;B,CyE;B,DYE;C,D
yE,A,B,CyD;A C,DYE;B,C,DYyE;yA, B, Dy E. Son preferentes las combinaciones/intersecciones que
comprenden las definiciones de acuerdo con D y E.

En un ejemplo (G), el paciente definido en el presente documento (que se va a tratar con obinutuzumab) se define
por una combinacion/una interseccion de las definiciones de paciente mencionadas en Dy E (0 A, D y E), supra.
Es decir, el paciente definido en el presente documento de acuerdo con este ejemplo es un paciente (i) con/que
padece LDLBG BCG fuerte; y (i) con translocaciones de BCL2 y/o alta expresion de BCL2. Esta
combinacion/interseccién de definiciones de paciente define un paciente preferente definido en el presente
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documento.

En general, un ejemplo de un "control" es preferentemente un control "que no responde al tratamiento", por ejemplo,
una muestra/célula/tejido obtenido de uno o més pacientes que no padecen el LDLBG particular como se define
en el presente documento (distinto de "paciente definido en el presente documento") y que es conocido por no
responder ventajosamente a obinutuzumab (en particular en combinacion con una quimioterapia, mas particular
en combinacién con una quimioterapia CHOP) en comparacién con rituximab (en particular en combinacién con
una quimioterapia, mas particular en combinacion con una quimioterapia CHOP).

Otro ejemplo de un control "que no responde al tratamiento" es una linea celular/muestra/célula/tejido que no
muestra una respuesta mejorada a obinutuzumab (en particular en combinacion con una quimioterapia, mas
particular en combinacién con quimioterapia CHOP) en comparacion con rituximab (en particular en combinacion
con una quimioterapia, mas particular en combinacién con una quimioterapia CHOP) en un ensayo ex vivo. Otro
ejemplo no limitante de un "control" es un "estandar interno", por ejemplo proteinas, péptidos, ADN y/o ARN
purificados o producidos sintéticamente, o una mezcla de los mismos, donde la cantidad de cada
proteina/péptido/ADN/ARN se mide usando el control "que no responde al tratamiento” descrito en el presente
documento.

En principio, se prevé que el paciente que se va a tratar sea un paciente con LDLBG. En otras palabras, el paciente
es un paciente con/que padece LDLBG. En consecuencia, se prevé en particular que también el paciente definido
con respecto a cualquierade A, B, C, D, E, F, G, supra, sea un paciente con LDLBG y un paciente con/que padezca
LDLBG, respectivamente. Sin embargo, no se requiere necesariamente que un paciente dado se diagnostique
como paciente con LDLBG, por ejemplo, antes (o después) de la determinacion/identificacion/diagnéstico como
paciente como se define en el presente documento, en particular como se define en uno (0o méas) de A a G, supra.
Sin embargo, es preferente que el paciente que se va a tratar de acuerdo con la invencioén, en una primera etapa,
se diagnostique como un paciente con LDLBG, o al menos como un paciente con linfoma, y, en una segunda
etapa, se determine/identifique/diagnostique como un paciente definido en el presente documento, en particular un
paciente como se define en uno (0 mas) de los aspectos/modos de realizacién A a G, supra. En principio, de
acuerdo con la invencién, un paciente dado, en wuna primera etapa, también se puede
determinar/identificar/diagnosticar como un paciente definido en el presente documento y, en una segunda etapa,
diagnosticar como un paciente con LDLBG, o al menos como un paciente con linfoma. Sin embargo, la dltima
opcién es menos preferente y, como se menciona, también se puede omitir la etapa (anterior o posterior) de
diagnosticar si el paciente que se va a tratar es un paciente con (DLBC)L.

A continuacion se proporciona un ejemplo no limitante de una forma en que el médico especialista elegiria si un
paciente dado se debe tratar:

De un paciente, por ejemplo, con una anomalia que eleva la sospecha clinica de linfoma (por ejemplo,
linfadenomegalias), se puede tomar una muestra (tumoral) (por ejemplo, biopsia (tumoral)). La muestra (tumoral)
se puede diagnosticar como (DLBC)L positiva (por ejemplo, por un anatomopatologo). Esta puede ser una de las
2 dos etapas mencionadas anteriormente.

Como se menciona, esta etapa se puede omitir.

De (un resto de la) muestra (tumoral) (por ejemplo, tejido/biopsia (tumoral)), o de otra muestra (tumoral) del mismo
u otro paciente, o de otro tumor del mismo u otro paciente, se puede extraer proteina, ARN (por ejemplo, ARNm
(primario)) y/lo ADN. El paciente definido en el presente documento a continuacion se puede
determinar/identificar/diagnosticar, es decir, a continuacién se puede(n) realizar andlisis de biomarcadores, con la
proteina, ARN (por ejemplo, ARNm (primario)) y/o ADN de muestra. Por ejemplo, las muestras se pueden analizar
con el ensayo de expresion génica ponderada (por ejemplo, usando LST de NanoString) para obtener la LPS,
sometidas a prueba para determinar (a) mutacion(mutaciones) genética(s) en CD58 y/o baja expresion de CD58
y/o sometidas a prueba para determinar translocaciones de BCL2 y/o alta expresiéon de BCL2. A continuacion, los
resultados del/de los andlisis permiten clasificar al paciente en los subgrupos de LDLBG definidos en el presente
documento.

En otras palabras, a continuacién los resultados del/de los andlisis permiten clasificar si el paciente es un "paciente
definido en el presente documento”. Esta puede ser la otra de las 2 dos etapas mencionadas anteriormente (es
decir, la etapa obligatoria).

Se pueden emplear ejemplos no limitantes del/de los analisis de biomarcadores de acuerdo con lo siguiente:

Se puede tomar de un paciente una muestra tumoral, por ejemplo, una muestra tumoral de diagnéstico (por
ejemplo, biopsia tisular), por ejemplo fijada con formol y/o incluida en parafina. Se puede extraer ARN (o proteina
0 ADN) y se puede analizar la expresion génica para determinar la clasificacion de BCG fuerte, translocacion/baja
expresion de CD58 y/o mutacién/mutaciones/baja expresion de BCL2. Se puede extraer ADN para evaluar (una)
mutacion/mutaciones de CD58. Se pueden cortar e incluir cortes tisulares, en particular cortes de tejido tumoral,
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por ejemplo, para andlisis IHQ y/o (F)ISH.

Como se menciona, se prevé en el contexto de la invencion el uso de obinutuzumab, o un equivalente funcional
de obinutuzumab, para tratar al paciente definido en el presente documento. El equivalente funcional de
obinutuzumab de acuerdo con la invencién es un anticuerpo anti-CD20 de tipo || humanizado que comprende

(&) unaregion variable de la cadena pesada como se representa en SEQ ID NO:1 o como se comprende en SEQ
ID NO:5 (residuos aminoacidicos 1 a 119) y una region variable de la cadena ligera como se representa en SEQ
ID NO:2 0 como se comprende en SEQ ID NO:6 (residuos aminoacidicos 1 a 115); o

(b) unaregion variable de la cadena pesada que se codifica por una secuencia de acido nucleico que es al menos
un 80 % idéntica a SEQ ID NO:3 o SEQ ID NO:7 y una region variable de la cadena ligera que se codifica por una
secuencia de acido nucleico que es al menos un 80 % idéntica a SEQ ID NO:4 o SEQ ID NO:8,

en el que dicho anticuerpo puede provocar un incremento en la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC) en comparacién con rituximab, puede provocar un incremento en la fagocitosis celular dependiente de
anticuerpos (ADCP) en comparacion con rituximab y/o tiene un incremento en la afinidad por los receptores FcyRIII
en comparacion con rituximab.

El propio obinutuzumab es bien conocido en la técnica y se describe, por ejemplo, en los documentos EP-B1
2380910 y WO 2005/044859. Véase a continuacion para mas detalles sobre el propio obinutuzumab.

También el significado de "equivalente funcional de obinutuzumab" es claro para el experto en la técnica. En
particular, el término "equivalente funcional de obinutuzumab" se refiere a un anticuerpo, en particular a un
anticuerpo anti-CD20 de tipo Il humanizado, que es mas adecuado para tratar (en particular en combinacion con
una quimioterapia, mas particular en combinacién con una quimioterapia CHOP) al paciente definido en el presente
documento que rituximab (en particular en combinacién con una quimioterapia, mas particular en combinacién con
una quimioterapia CHOP). En otras palabras, este término se refiere a un anticuerpo, en particular un anticuerpo
anti-CD20 de tipo Il humano, con rasgos caracteristicos y mecanismos de accion (MDA) que hacen que el
anticuerpo pueda tratar a un paciente definido en el presente documento de modo que responda alcanzando un
resultado clinico mejorado en comparacién con un tratamiento con rituximab. Mas particular, el término
"equivalente funcional de obinutuzumab" se refiere a un anticuerpo, en particular un anticuerpo anti-CD20 de tipo
I, que tiene los mismos rasgos caracteristicos y funciones biolégicas que el propio obinutuzumab, en particular las
mismas funciones biolégicas que el propio obinutuzumab, lo que hace que el anticuerpo sea mas adecuado para
tratar al paciente definido en el presente documento que rituximab.

Los ejemplos de los rasgos caracteristicos y MDA mas pertinentes de un equivalente de obinutuzumab de acuerdo
con la invencion (y del propio obinutuzumab) se definen en el presente documento en otra parte. Se pueden
determinar facilmente por el experto en la técnica.

En principio, se prevé que el término "equivalente funcional de obinutuzumab" también cubra los biosimilares de
obinutuzumab. En particular, se prevé que el significado de ese término también cubra cualquier biosimilar de
obinutuzumab que sea mas adecuado para tratar al paciente definido en el presente documento que rituximab. En
otras palabras, el "equivalente funcional de obinutuzumab" puede ser un biosimilar de obinutuzumab que puede
tratar a un paciente definido en el presente documento de modo que responda alcanzando un resultado clinico
mejorado en comparacién con un tratamiento con rituximab (en particular en combinacién con una quimioterapia,
mas particular en combinacién con una quimioterapia CHOP).

En general, el significado de "biosimilar" es bien conocido en la técnica. En este contexto, un "biosimilar" es
conocido por ser un producto médico biolégico que es casi una copia idéntica de un producto médico bioldgico
original y también es conocido como medicamento bioldgico similar o medicamento bioldgico de entrada posterior.
Los biosimilares son versiones aprobadas oficialmente de productos "innovadores" originales. En este contexto,
se hace referencia, por ejemplo, a la guia de EMEA sobre Similar Biological Medicine Products (CHMP/437/04
London, 2005).

En el contexto de la invencidn, se prevé que obinutuzumab, en particular el equivalente funcional de obinutuzumab,
sea un anticuerpo, en particular un anticuerpo anti-CD20 de tipo Il humanizado, que comprende

(@) una region variable de la cadena pesada como se representa en SEQ ID NO:1 y una region variable de la
cadena ligera como se representa en SEQ ID NO:2 (esta region variable de la cadena ligera también es conocida
como region variable de la cadena ligera KV1; "KV1" significa la regién variable de la cadena ligera humanizada
del anticuerpo monoclonal B-Lyl murino, véase el documento EP-B1 2380910); o

(b) unaregion variable de la cadena pesada que se codifica por una secuencia de acido nucleico que es al menos

un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % idéntica
a SEQ ID NO: 3y una region variable de la cadena ligera que se codifica por una secuencia de acido nucleico que
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es al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 98 % o al menos un
99 % idéntica a SEQ ID NO: 4 (los valores mayores son preferentes), en el que dicho anticuerpo puede provocar
un incremento en la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) en comparacion con rituximab, puede
provocar un incremento en la fagocitosis celular dependiente de anticuerpos (ADCP) en comparacion con rituximab
y/o tiene un incremento en la afinidad por los receptores FcyRIll en comparacién con rituximab.

Es preferente que obinutuzumab, en patrticular el equivalente funcional de obinutuzumab que se va a emplear, sea
un anticuerpo monoclonal, en particular un anticuerpo anti-CD20 de tipo || humanizado monoclonal.

En particular es preferente que el anticuerpo que se va a emplear de acuerdo con la invencién sea un anticuerpo
anti-CD20 de tipo Il, en particular un anticuerpo monoclonal anti-CD20 de tipo Il humanizado, o, preferentemente
y, un anticuerpo que comprende una region Fc glucomanipulada, en particular, una region Fc glucomanipulada
como se define en el presente documento a continuacion. Es preferente ademas que, de acuerdo con la invencion,
dicho anticuerpo, o cualquier otro anticuerpo que se va a emplear de acuerdo con la invencién, muestre niveles
sustancialmente mayores de actividad ADCC, en particular en comparacioén con un anticuerpo anti-CD20 de tipo |
comparable y/o en comparacién con un anticuerpo no glucomanipulado (por ejemplo, rituximab).

El significado de anticuerpo anti-CD20 de "tipo II" es bien conocido en la técnica. En general, los anticuerpos
monoclonales anti-CD20 se dividen en dos categorias distintas en base a su mecanismo de accién para erradicar
células de linfoma. Los anticuerpos anti-CD20 de tipo | utilizan principalmente el complemento para destruir células
diana, mientras que los anticuerpos de tipo Il funcionan por diferentes mecanismos, principalmente apoptosis.
Rituximab y 1F5 son ejemplos de anticuerpos anti-CD20 de tipo |, mientras que B 1 es un ejemplo de un anticuerpo
de tipo Il. Véase, por ejemplo, Cragg (Blood 103(7), 2004, 2738-2743); Teeling (Blood 104(6), 2004, 1793-1800).
Ademas, el propio obinutuzumab es un anticuerpo de tipo Il. Véanse, por ejemplo, los documentos EP-B1 2380910
y WO 2005/044859.

El experto en la técnica conoce, sino al menos puede determinar facilmente, los residuos determinantes de
especificidad pertinentes de las regiones variables de la cadena pesada y ligera de obinutuzumab. En cuanto a la
respectiva guia, el experto en la técnica se puede basar, por ejemplo, en los documentos EP-B1 2380910 y WO
2005/044859.

En un aspecto, se prevé que obinutuzumab/el equivalente funcional de obinutuzumab como se emplea, en
particular como se define en (b), supra, tenga, entre otros, uno o0 mas de los siguientes rasgos caracteristicos:

(i) capacidad de inducir niveles mayores de apoptosis cuando se incuba con células humanas positivas para
CD20 en relacion con un control en condiciones idénticas usando rituximab;

(i) capacidad de provocar un incremento de la destruccion de linfocitos B tumorales CD20* en comparacion con
rituximab;

(i) capacidad de provocar un incremento en la muerte celular directa en comparacion con rituximab (sin quedar
vinculado a ninguna teoria, esto se debe a una geometria de unién alternativa (por ejemplo, modificacion de la
bisagra del codo));

(iv) capacidad de provocar una disminucion en la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) en
comparacién con rituximab (sin quedar vinculado a ninguna teoria, esto se debe a una geometria de union
alternativa (por ejemplo, modificacion de la bisagra del codo));

(v) capacidad de provocar un incremento en la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) en
comparacion con rituximab (sin quedar vinculado a ninguna teoria, esto se debe a la regién Fc glucomanipulada);

(vi) capacidad de provocar un incremento en la fagocitosis celular dependiente de anticuerpos (ADCP) en
comparacioén con rituximab (sin quedar vinculado a ninguna teoria, esto se debe a la region Fc glucomanipulada);

(vii) un incremento en la afinidad por los receptores FcyRIIl en comparacion con rituximab (sin quedar vinculado
a ninguna teoria, esto se debe a la regién Fc glucomanipulada);

(viii) capacidad de desencadenar, tras la union a CD20, menos internalizacion de CD20 de superficie en
comparacion con rituximab.

En otro aspecto, se prevé que obinutuzumab/el equivalente funcional de obinutuzumab como se emplea, en
particular como se define en (b), supra, muestre, entre otros, uno o mas de los siguientes MDA:

(i) capacidad de inducir niveles mayores de apoptosis cuando se incuba con células humanas positivas para
CD20 en relaciéon con un control en condiciones idénticas usando rituximab;
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(iii) capacidad de provocar un incremento en la muerte celular directa en comparacién con rituximab (sin quedar
vinculado a ninguna teoria, esto se debe a una geometria de unién alternativa (por ejemplo, modificacion de la
bisagra del codo));

(iv) capacidad de provocar una disminucién en la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) en
comparacién con rituximab (sin quedar vinculado a ninguna teoria, esto se debe a una geometria de union
alternativa (por ejemplo, modificacion de la bisagra del codo));

(v) capacidad de provocar un incremento en la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) en
comparacion con rituximab (sin quedar vinculado a ninguna teoria, esto se debe a la region Fc glucomanipulada);

(vi) capacidad de provocar un incremento en la fagocitosis celular dependiente de anticuerpos (ADCP) en
comparacion con rituximab (sin quedar vinculado a ninguna teoria, esto se debe a la regién Fc glucomanipulada);

(vii) un incremento en la afinidad por los receptores FcyRIIl en comparacion con rituximab (sin quedar vinculado
a ninguna teoria, esto se debe a la region Fc glucomanipulada);

(viii) capacidad de desencadenar, tras la unién a CD20, menos internalizacién de CD20 de superficie en
comparacion con rituximab.

Los medios y procedimientos que se pueden usar para determinar los rasgos caracteristicos pertinentes de un
anticuerpo que se va a emplear (por ejemplo, funciones biolégicas, MDA) son bien conocidos en la técnica y se
pueden aplicar facilmente por el experto en la técnica.

Los medios y procedimientos que se pueden usar para determinar el nivel de apoptosis, en particular si un
anticuerpo dado puede inducir niveles mayores de apoptosis cuando se incuba con células humanas positivas para
CD20 en relacion con un control en condiciones idénticas usando rituximab, son conocidos en la técnica y se
describen, por ejemplo, en los documentos EP-B1 2380910 y WO 2005/044859.

Un "nivel mayor de apoptosis" quiere decir, por ejemplo, al menos 1,2 veces mayor, al menos 1,5 veces mayor, al
menos 2 veces mayor, al menos 3 veces mayor, al menos 4 veces mayor, al menos 5 veces mayor, o al menos 10
veces mayor en comparacion con el nivel de apoptosis resultante de una aplicacion comparable de rituximab.

Los medios y procedimientos que se pueden usar para determinar la muerte de linfocitos B tumorales CD20*, en
particular si existe un incremento en la muerte de linfocitos B tumorales CD20* en comparacion con rituximab, son
conocidos en la técnica y se divulgan, por ejemplo, en los documentos EP-B1 2380910 y WO 2005/044859.

La muerte de linfocitos B tumorales CD20* se "incrementa”, si es, por ejemplo, al menos 1,2 veces mayor, al menos
1,5 veces mayor, al menos 2 veces mayor, al menos 3 veces mayor, al menos 4 veces mayor, al menos 5 veces
mayor, o al menos 10 veces mayor en comparacion con la muerte de linfocitos B tumorales CD20* resultante de
una aplicacién comparable de rituximab.

Los medios y procedimientos que se pueden usar para determinar la muerte celular directa, en particular si existe
un incremento en la muerte celular directa en comparacién con rituximab, son conocidos en la técnica y se divulgan,
por ejemplo, en los documentos EP-B1 2380910 y WO 2005/044859.

La muerte celular directa se "incrementa”, si es al menos 1,2 veces mayor, al menos 1,5 veces mayor, al menos 2
veces mayor, al menos 3 veces mayor, al menos 4 veces mayor, al menos 5 veces mayor o al menos 10 veces
mayor en comparacion con la muerte celular directa resultante de una aplicacion comparable de rituximab.

Los medios y procedimientos que se pueden usar para determinar CDC, en particular si existe una disminucion en
la CDC en comparacion con rituximab, son conocidos en la técnica y se divulgan, por ejemplo, en Herter (loc. cit.),
Mdssner (loc. cit.), documentos EP-B1 238090, WO 2005/044859, WO 2015/067586 y WO 2016/207312.

CDC se "disminuye", si es, por ejemplo, al menos 1,2 veces menor, al menos 1,5 veces menor, al menos 2 veces
menor, al menos 3 veces menor, al menos 4 veces menor, al menos 5 veces menor, o al menos 10 veces menor
en comparacion con la CDC resultante de una aplicacion comparable de rituximab.

El término "citotoxicidad dependiente del complemento (CDC)" se refiere a la lisis de células diana tumorales
humanas por el anticuerpo que se va a emplear en presencia del complemento. La CDC se mide preferentemente
por el tratamiento de una preparacion de células que expresan CD20 con un anticuerpo anti-CD20 que se va a
emplear en presencia del complemento. La CDC se encuentra si el anticuerpo induce, por ejemplo a una
concentracion de 100 nM, la lisis (muerte celular) de, por ejemplo, un 20 % o més de las células tumorales después
de, por ejemplo, 4 horas. El ensayo se realiza preferentemente con células tumorales marcadas con 5'Cro Eu y
medicion de 5!Cr o Eu liberado. Los controles incluyen la incubacion de las células tumorales diana con
complemento pero con rituximab y, opcionalmente, sin el anticuerpo.
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El experto en la técnica puede adaptar faciimente este ejemplo particular de un ensayo de CDC para poder someter
a prueba si la actividad CDC disminuye tras la aplicaciéon de un anticuerpo que se va a usar en comparacion con
la aplicacion de rituximab, segun sea el caso.

Los medios y procedimientos que se pueden usar para determinar ADCC, en particular si existe un incremento en
la ADCC en comparacion con rituximab, son conocidos en la técnica y se divulgan, por ejemplo, en Herter (loc.
cit.), Méssner (loc. cit.), Tobinai (Adv. Then 34, 2017, 324-56), documentos EP-B1 2380910, WO 2005/044859,
WO 2015/067596 y WO 2016/207312.

ADCC, mas en general, se "incrementa”, si es, por ejemplo, al menos 1,2 veces mayor, al menos 1,5 veces mayor,
al menos 2 veces mayor, al menos 3 veces mayor, al menos 4 veces mayor, al menos 5 veces mayor o al menos
10 veces mayor en comparacion con la ADCC resultante de una aplicacién comparable de rituximab.

Un ensayo de ADCC in vitro aceptado, no limitante, es como sigue:

1) el ensayo usa células diana que son conocidas por expresar el antigeno diana reconocido por la region de
unioén a antigeno del anticuerpo (CD20);

2) el ensayo usa células mononucleares de sangre periférica (PBMC) humanas, aisladas de sangre de un
donante sano elegido al azar, como células efectoras;

3) el ensayo se lleva a cabo de acuerdo con el siguiente protocolo:

i) se aislan las PBMC usando procedimientos de centrifugacién por densidad estandar y se suspenden a 5 x
10° células/ml en medio de cultivo celular RPMI,

ii) se cultivan las células diana por procedimientos de cultivo tisular estandar, se recogen de la fase de
crecimiento exponencial con una viabilidad mayor de un 90 %, se lavan en medio de cultivo celular RPMI, se
marcan con 100 microcurios de 5'Cr, se lavan dos veces con medio de cultivo celular y se resuspenden en medio
de cultivo celular a una densidad de 10° células/ml;

iii) se transfieren 100 microlitros de la suspension de células diana final anterior a cada pocillo de una placa de
microvaloracion de 96 pocillos;

iv) se diluye el anticuerpo en serie de 4000 ng/ml a 0,04 ng/ml en medio de cultivo celular y se afiaden 50
microlitros de las soluciones de anticuerpo resultantes a las células diana en la placa de microvaloracién de 96
pocillos, sometiendo a prueba por triplicado diversas concentraciones de anticuerpo que abarcan todo el intervalo
de concentraciones anterior;

v) paralos controles de liberacion maxima (MR), 3 pocillos adicionales en la placa que contiene las células diana
marcadas reciben 50 microlitros de una solucion acuosa al 2 % (VN) de un detergente no iénico (Nonidet, Sigma,
St. Louis), en lugar de la solucién de anticuerpo (punto iv anterior);

vi) para los controles de liberacién espontanea (SR), 3 pocillos adicionales en la placa que contiene las células
diana marcadas reciben 50 microlitros de medio de cultivo celular RPMI en lugar de la solucion de anticuerpo
(punto iv anterior);

vii) acontinuacion, se centrifuga la placa de microvaloracién de 96 pocillos a 50 x g durante 1 minuto y se incuba
durante 1 hora a 4 °C;

viii) se afiaden 50 microlitros de la suspension de PBMC (punto i anterior) a cada pocillo para proporcionar una
proporcion de células efectoras:diana de 25:1 y se disponen las placas en una estufa de incubacion en una
atmasfera con COz al 5 % a 37 °C durante 4 horas;

ix) se recoge el sobrenadante sin células de cada pocillo y se cuantifica la radioactividad liberada
experimentalmente (ER) usando un contador gamma;

X)  se calcula el porcentaje de lisis especifica para cada concentracion de anticuerpo de acuerdo con la formula
(ER-MR)/(MR-SR) x 100, donde ER es la radioactividad promedio cuantificada (véase el punto ix anterior) para
esa concentracion de anticuerpo, MR es la radioactividad promedio cuantificada (véase el punto ix anterior) para
los controles de MR (véase el punto v anterior) y SR es la radioactividad promedio cuantificada (véase el punto ix
anterior) para los controles de SR (véase el punto vi anterior);

4)  "incremento en la ADCC" se define como un incremento en el porcentaje maximo de lisis especifica observada
dentro del intervalo de concentraciones de anticuerpo sometido a prueba anterior y/o bien una reduccion en la
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concentracion de anticuerpo requerida para lograr la mitad del porcentaje maximo de lisis especifica observada
dentro del intervalo de concentraciones de anticuerpo sometido a prueba anterior. El incremento en la ADCC es
relativo a la ADCC, medida con el ensayo anterior, mediada por el mismo anticuerpo, producido por el mismo tipo
de células huésped, usando los mismos procedimientos estandar de produccion, purificacion, formulacion y
almacenamiento, que son conocidos por los expertos en la técnica, pero que no se ha producido por células
huésped genomanipuladas para sobreexpresar GnTIII.

El experto en la técnica puede adaptar facilmente este ejemplo particular de un ensayo de ADCC para poder
someter a prueba si la actividad ADCC se incrementa tras la aplicacién de un anticuerpo que se va a usar en
comparacion con la aplicacion de rituximab, seguin sea el caso.

Los medios y procedimientos que se pueden usar para determinar ADCP, en particular si existe un incremento en
ADCP en comparacion con rituximab, son conocidos en la técnica y se divulgan, por ejemplo, en Herter (loc. cit.)
y Méssner (loc. cit.).

ADCP se "incrementa", si es, por ejemplo, al menos 1,2 veces mayor, al menos 1,5 veces mayor, al menos 2 veces
mayor, al menos 3 veces mayor, al menos 4 veces mayor, al menos 5 veces mayor, o al menos 10 veces mayor
en comparacion con la ADCP resultante de una aplicacion comparable de rituximab.

Los medios y procedimientos que se pueden usar para determinar la afinidad por los receptores FcyRIIl, en
particular si existe un incremento en la afinidad por los receptores FcyRIIl en comparacion con rituximab, son
conocidos en la técnica y se divulgan, por ejemplo, en Tobinai (loc. cit.)

La afinidad por los receptores FcyRIll se "incrementa", si es, por ejemplo, al menos 1,2 veces mayor, al menos 1,5
veces mayor, al menos 2 veces mayor, al menos 3 veces mayor, al menos 4 veces mayor, al menos 5 veces mayor,
o al menos 10 veces mayor en comparacion con la afinidad por los receptores FcyRIll resultante de una aplicacion
comparable de rituximab.

Los medios y procedimientos que se pueden usar para determinar la capacidad de desencadenar la internalizacion
de CD20 de superficie (tras unirse a un anticuerpo anti-CD20), en particular si existe la capacidad de desencadenar
menos internalizacién de CD20 de superficie (cuando se une a obinutuzumab) en comparacion con rituximab, son
conocidos en la técnica y se divulgan, por ejemplo, se describen en Lim (Blood 118(9), 2011, 2530-40).

De acuerdo con la invencién, la internalizacion de CD20 de superficie es "menor"”, si es, por ejemplo, al menos 1,2
veces menor, al menos 1,5 veces menor, al menos 2 veces menor, al menos 3 veces menor, al menos 4 veces
menor, al menos 5 veces menor o al menos 10 veces menor en comparacion con la capacidad para desencadenar
la internalizacion de CD20 de superficie resultante de una aplicacion comparable de rituximab.

Como se menciona, es preferente en el contexto de la invencién que obinutuzumab/el equivalente funcional de
obinutuzumab que se va a emplear en el contexto de la invencién comprenda una region Fc glucomanipulada. En
este contexto, también se hace referencia a los documentos EP-B1 2380910 y WO 2005/044859.

Es en particular preferente que la regién Fc del anticuerpo que se va a emplear esté glucomanipulada de modo
gue el anticuerpo tenga uno o mas de los rasgos caracteristicos y MDA, respectivamente, mencionados
anteriormente, mas particular en las secciones (v), (vi) y (vii), supra. El rasgo caracteristico/MDA de la seccion (v)
es el mas preferente a este respecto (incremento en ADCC).

Obinutuzumabl/el equivalente funcional de obinutuzumab que se va a emplear puede tener un incremento en la
fraccion de oligosacaridos no fucosilados unidos a dicha region Fc glucomanipulada. Obinutuzumab/el equivalente
funcional de obinutuzumab que se va a emplear puede tener un incremento en la fraccién de oligosacéaridos
bisectados no fucosilados unidos a dicha region Fc glucomanipulada. Obinutuzumab/el equivalente funcional de
obinutuzumab que se va a emplear puede tener niveles significativamente mayores de unién a los receptores
FcyRIIl humanos en relacién con el anticuerpo no glucomanipulado y/o en relacién con rituximab.

Como se menciona, es preferente en el contexto de la invencién que obinutuzumabl/el equivalente funcional de
obinutuzumab que se va a emplear en el contexto de la invencion, en particular como se define en (b), supra,
presente niveles significativamente mayores de actividad ADCC, en particular en relacién con el anticuerpo no
glucomanipulado y/o en relaciébn con rituximab. Sin quedar vinculado a ninguna teoria, los niveles
significativamente mayores de actividad ADCC resultan de la region Fc glucomanipulada (véase anteriormente).

El experto en la técnica puede glucomanipular facilmente la regidon Fc de un anticuerpo para lograr un anticuerpo
que se va a emplear, por ejemplo, como se menciona anteriormente y de manera que recupere el/los rasgo(s)
caracteristico(s)/MDA pertinente(s). Ademas, el experto en la técnica puede deducir facilmente lo que es un
incremento en la fraccion de oligosacaridos no fucosilados y un incremento en la fraccién de oligosacaridos no
fucosilados bisectados. En este contexto, el experto en la técnica se puede basar, entre otros, en la guia
proporcionada por los documentos EP-B1 2380910 y WO 2005/044859. Los ejemplos no limitantes de dichos
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incrementos son incrementos de al menos 1,2 veces, al menos 1,5 veces, al menos 2 veces, al menos 3 veces, al
menos 4 veces, al menos 5 veces o al menos 10 veces (en relacién con el anticuerpo no glucomanipulado).

Los términos "identidad" o "idéntico" o "porcentaje de identidad" o "identidad de secuencia” en el contexto de dos
(o mas) secuencias de acido nucleico se refieren a dos (0 mas) secuencias o subsecuencias que son iguales, o
gue tienen un porcentaje especificado de nucleétidos que son iguales (preferentemente al menos un 80 % de
identidad, mas preferentemente al menos un 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 % o0 98 % de identidad, mas
preferentemente al menos un 99 % identidad), cuando se comparan y alinean para la maxima correspondencia
sobre una ventana de comparacion, o sobre una region designada como se mide usando un algoritmo de
comparacion de secuencias como es conocido en la técnica, o por alineacién manual e inspeccion visual. Las
secuencias que tienen, por ejemplo, de un 80 % a un 90 % o mas de identidad de secuencia se pueden considerar
sustancialmente idénticas. Dicha definicion también se aplica al complemento de una secuencia de prueba. La
identidad descrita puede existir en una region que tiene al menos aproximadamente de 15 a 25 nucleétidos de
longitud, en una regién que tiene al menos aproximadamente de 50 a 100 nucleétidos de longitud o en una region
gue tiene al menos aproximadamente de 800 a 1200 nucleétidos de longitud (o durante toda la longitud de la
secuencia). Los expertos en la técnica sabran cémo determinar el porcentaje de identidad entre secuencias
usando, por ejemplo, algoritmos tales como los basados en el programa informatico CLUSTALW (Thompson Nucl.
Acids Res. 2 (1994), 4673-4680) o FASTDB (Brutlag Comp. App. Biosci. 6 (1990), 237-245), como es conocido en
la técnica.

Aunque el algoritmo FASTDB tipicamente no considera las deleciones o adiciones no coincidentes internas en las
secuencias, es decir, huecos, en su célculo, esto se puede corregir manualmente para evitar una sobreestimacion
del % de identidad. CLUSTALW, sin embargo, tiene en cuenta los huecos de secuencia en sus calculos de
identidad. También estan disponibles para los expertos en esta técnica los algoritmos BLAST y BLAST 2.0
(Altschul, (1997) Nucl. Acids Res. 25:3389-3402; Altschul (1993) J. Mol. Evol. 36:290-300; Altschul (1990) J. Mol.
Biol. 215:403-410). El programa BLASTN para secuencias de acidos nucleicos usa por defecto una longitud de
palabra (W) de 11, una expectativa (E) de 10, M=5, N=4 y una comparacién de ambas hebras. La matriz de
puntuaciéon BLOSUMG62 (Henikoff (1989) PNAS 89:10915) usa alineaciones (B) de 50, expectativas (E) de 10, M=5,
N=4 y una comparacion de ambas hebras.

Para determinar si un residuo nucleotidico en una secuencia de acido nucleico corresponde a una determinada
posicion en una secuencia de nucle6tidos dada, el experto en la técnica puede usar medios y procedimientos bien
conocidos en latécnica, por ejemplo, alineaciones, manualmente o bien usando programas informaticos tales como
los mencionados en el presente documento. Por ejemplo, se puede usar BLAST 2.0, que significa herramienta de
busqueda de alineacion local basica BLAST (Altschul (1997), loc. cit.; Altschul (1993), loc. cit.; Altschul (1990), loc.
cit.), para buscar alineaciones de secuencias locales. BLAST, como se analiza anteriormente, produce alineaciones
de secuencias de nuclettidos para determinar la similitud de secuencia. Debido a la naturaleza local de las
alineaciones, BLAST es especialmente Util para determinar coincidencias exactas o identificar secuencias
similares. La unidad fundamental de la salida del algoritmo BLAST es el par de segmentos de puntuacion alta
(HSP). Un HSP consiste en dos fragmentos de secuencia de longitudes arbitrarias pero iguales con una alineacién
que es localmente maxima y para los que la puntuacion de alineaciéon cumple o supera una puntuaciéon umbral o
de corte establecida por el usuario. El enfoque BLAST consiste en buscar HSP entre una secuencia de consulta 'y
una secuencia de base de datos, evaluar la significacion estadistica de cualquier coincidencia hallada e informar
solo de las coincidencias que satisfacen el valor umbral de significacion seleccionado por el usuario. El parametro
E establece el umbral estadisticamente significativo para informar de coincidencias de secuencias de bases de
datos. E se interpreta como el limite superior de la frecuencia de aparicion fortuita esperada de un HSP (o conjunto
de HSP) dentro del contexto de toda la blsqueda en la base de datos. Cualquier secuencia de base de datos con
una coincidencia que satisfaga E se informa en la salida del programa.

Se usan técnicas informaticas analogas que usan BLAST (Altschul (1997), loc. cit.; Altschul (1993), loc. cit.; Altschul
(1990), loc. cit.) para buscar moléculas idénticas o relacionadas en bases de datos de nucledtidos tales como
GenBank o EMBL. Este andlisis es mucho mas rapido que las hibridaciones basadas en membranas mudltiples.
Ademas, la sensibilidad de la blsqueda informatica se puede modificar para determinar si una coincidencia
particular se clasifica como exacta o similar. La base de la busqueda es la puntuacion del producto que se define
como:

% de identidad de secuencia x % de puntuacién BLAST maxima
100

y tiene en cuenta tanto el grado de similitud entre dos secuencias como la longitud de la coincidencia de
secuencias. Por ejemplo, con una puntuacion de producto de 40, la coincidencia sera exacta dentro de un error de
un 1-2 %; y a 70, la coincidencia seré exacta. Las moléculas similares normalmente se identifican seleccionando
las que muestran puntuaciones de producto entre 15 y 40, aunque puntuaciones menores pueden identificar
moléculas relacionadas. Otro ejemplo de un programa que puede generar alineaciones de secuencias es el
programa informatico CLUSTALW (Thompson (1994) Nucl. Acids Res. 2:4673-4680) o FASTDB (Brutlag (1990)
Comp. App. Biosci. 6:237-245), como es conocido en la técnica.
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En general, los términos "anticuerpo", "anticuerpos" o "equivalentes funcionales de los mismos" como se usa en el
presente documento son términos reconocidos en la técnica y se entiende que se refieren a moléculas o fragmentos
activos de moléculas que se unen a antigenos conocidos, en particular a moléculas de inmunoglobulina y a
porciones inmunolégicamente activas de moléculas de inmunoglobulina, es decir, moléculas que contienen un sitio
de unién que se une inmunoespecificamente a un antigeno. La inmunoglobulina, en principio, puede ser de
cualquier tipo (IgG, IgM, IgD, IgE, IgA e IgY) o clase (IgG1, I9G2, IgG3, IgG4, IgAl e IgA2) o subclases de molécula
de inmunoglobulina.

Se pretende que los "anticuerpos" incluyan anticuerpos monoclonales, policlonales, quiméricos, monocatenarios,
biespecificos, simicos, humanos y humanizados, asi como fragmentos activos de los mismos. Los ejemplos de
fragmentos activos de moléculas que se unen a antigenos conocidos incluyen fragmentos Fab y F(ab')?, incluyendo
los productos de una coleccion de expresién de inmunoglobulina Fab y fragmentos de union a epitopo de
cualquiera de los anticuerpos y fragmentos mencionados anteriormente.

Estos fragmentos activos se pueden derivar de un anticuerpo particular (por ejemplo, obinutuzumab) por una serie
de técnicas. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales purificados se pueden escindir con una enzima, tal como
pepsina, y someterse a filtracién en gel de HPLC. A continuacion, la fraccién apropiada que contiene fragmentos
Fab se puede recoger y concentrar por filtracion por membrana y similares. Para una descripcion adicional de
técnicas generales para el aislamiento de fragmentos activos de anticuerpos, véanse, por ejemplo, Khaw, B. A. et
al. J. Nucl. Med. 23:1011-1019 (1982); Rousseaux et al. Methods Enzymology, 121:663-69, Academic Press, 1986.

Un "anticuerpo humanizado" se refiere a un tipo de anticuerpo genomanipulado que tiene su CDR derivadas de
una inmunoglobulina de donante no humano, y derivandose las partes derivadas de inmunoglobulina restantes de
la molécula de una (o0 mas) inmunoglobulina(s) humana(s).

Un anticuerpo humanizado se puede referir ademas a un anticuerpo que tiene una regioén variable donde una o
mas de sus regiones estructurales tienen aminoacidos humanos (o de primate). Ademas, los residuos de soporte
estructurales se pueden alterar para preservar la afinidad de unién. Los procedimientos para obtener "anticuerpos
humanizados" son bien conocidos para los expertos en la técnica. (véanse, por ejemplo, Queen et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 86:10029-10032 (1989), Hodgson et al., Bio/Technoloy, 9:421 (1991)).

También se puede obtener un "anticuerpo humanizado” por un enfoque de genomanipulacién novedoso que
permite la produccién de anticuerpos policlonales de tipo humano madurados en afinidad en animales grandes
tales como, por ejemplo, conejos (http://www.rctech.com/bioventures/therapeutic.php).

El término "anticuerpo monoclonal" también es bien conocido en la técnica y se refiere a un anticuerpo que se
produce en masa en el laboratorio a partir de un solo clon y que reconoce solo un antigeno. Los anticuerpos
monoclonales tipicamente se fabrican fusionando un linfocito B productor de anticuerpos, normalmente de vida
corta, con una célula de crecimiento rapido, tal como una célula cancerosa (a veces denominada célula "inmortal").
La célula hibrida resultante, o hibridoma, se multiplica rapidamente y crea un clon que produce grandes cantidades
del anticuerpo.

El término "antigeno” se refiere a una entidad o fragmento de la misma que puede inducir una respuesta inmunitaria
en un organismo, en particular un animal, mas en particular un mamifero incluyendo un ser humano. El término
incluye inmundgenos y regiones responsables de antigenicidad o determinantes antigénicos.

Como se usa en el presente documento, el término "soluble" quiere decir parcial o completamente disuelto en una
solucioén acuosa.

También como se usa en el presente documento, el término "inmundgeno” se refiere a sustancias que provocan o
potencian la produccién de anticuerpos, linfocitos Ty otras células inmunitarias reactivas dirigidas contra un agente
inmundgeno y contribuyen a una respuesta inmunitaria en seres humanos o animales.

El término "hibridoma" se reconoce en la técnica y se entiende por los expertos en la técnica que se refiere a una
célula producida por la fusiéon de una célula productora de anticuerpos y una célula inmortal, por ejemplo, una
célula de mieloma mudiltiple. Esta célula hibrida puede producir un suministro continuo de anticuerpos. Véase la
definicion de "anticuerpo monoclonal” anterior para obtener una descripcién mas detallada del procedimiento de
fusién.

En un aspecto, se prevé que el equivalente funcional de obinutuzumab comprenda la region de la cadena pesada
constante del propio obinutuzumab (por ejemplo, las posiciones aminoacidicas 120 a 449 de SEQ ID NO. 5), o la
regién de la cadena ligera constante del propio obinutuzumab (por ejemplo, las posiciones aminoacidicas 116 a
219 de SEQ ID NO. 6), 0 ambas, las regiones de la cadena pesada y ligera constantes del propio obinutuzumab.
La secuencia de aminoacidos de la region de la cadena pesada y/o ligera constante que esta comprendida en el
equivalente funcional del obinutuzumab puede ser un 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de la region
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de la cadena pesada y/o ligera constante del propio obinutuzumab. Sin embargo, también puede variar hasta cierto
punto de esta(s) secuencia(s) de aminoacidos. Por ejemplo, puede ser al menos un 70 %, al menos un 75 %, al
menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 98 %, al menos un 99 %
idéntica a la respectiva secuencia de aminoacidos del propio obinutuzumab. Sin embargo, se prevé que dicha
region de la cadena pesada y/o ligera constante variante todavia contribuya a los rasgos caracteristicos pertinentes
de obinutuzumab y el equivalente funcional de obinutuzumab, respectivamente (véase anteriormente para los
detalles), en particular al rasgo caracteristico de glucomanipularse como se define en el presente documento y
contribuir a un nivel significativamente mayor de actividad ADCC como se define en el presente documento,
respectivamente.

Lo mas preferentemente, el anticuerpo que se va a usar de acuerdo con la invencion es el propio obinutuzumab
(también conocido como Gazyva™/Gazyvaro™ y GA101; WHO Drug Information 27(1), 2013, 90, Recommended
INN: List 69). Como se menciona, obinutuzumab es bien conocido en la técnica y se describe, por ejemplo, en los
documentos EP-B1 2380910 y WO 2005/044859. Obinutuzumab tiene la siguiente estructura:

Cadena pesada

QVOLVYQSGAE
IFPGRDGDTDY
FDGYWLVYWG
YEPEPVTVEW
ICNVNHKPSN
DTLMISRTPE
TYRVVSVLTV
YTLPPERDEL
DSDGSEFLYS

Cadena ligera

DIVMTQTPLS
LLIYOMSNLY
YTEGGGTKVE
VOWKVDNALQ
YTHQGLSS PV

VREPGSSVKY
NGKFKGRVTI
QGTLVTVSSA
NSGALTSGVH
TKVDKKVEPK
VTCVVVDVSH
LHQDWLNGKE
TKNQVSLTCL
KLTVDKSRWQ

LPVTPGEPAS
SGVPDREBEGES
IKRTVAAPSY
SGNSQESVTE
TKSFNRGEC

SCRASGYAES
TADKSTSTAY
STKGPSVFPL
TFPAVLQSSG
SCDKTHTCPP
EDPEVKFNWY
YKCKVSNKAL
VKGFYPSDIA
QGNVFSCSVM

ISCRSSKSLL
GSGTDETLKI
FIFPPSDEQL
QDSKDSTYSL

YSWINWVRQA
MELSSLRSED
APSSKSTSCGC
LYSLSSVVTV
CPAPELLGGP
VDGVEVHNAK
PAPIEKTISK
VEWESNGQPE
HEALHNHYTQ

HSNGITYLYW
SRVEAEDVGV
KSGTASVVCL
SSTLTLSKAD

PGQGLEWMGR
TAVYYCARNV
TAALGCLYKD
PSSSLGTQTY
SVELEFPPKPK
TKPREEQYNS
ARGQPREPQV
NNYKTTP2VL
KSLSLSPGK

YLQKPGQSPQ
YYCAQNLELP
LNNFYPREAXK
YEKHKVYACE

20

100
150
200
250
300
350
400
449

20"

100"
150"
200"
219!

Localizacion de puentes disulfuro

139°-199"  §39"-199™
231-231" 263-323 263"-323"

146-202 146"-202"
369-427 369"-427"

22-86 22"-86" 1393
219222 219™.222"

23-"_9 3~r|
228-228"

Sitio de glucosilacién
H CH2 N84.4
299, 299" (enriquecido en oligosacaridos no fucosilados bisectados)

El anticuerpo rituximab (denominacion del producto médico: MabThera®; también conocido como Rituxan®)
también es conocido en la técnica. Se describe, por ejemplo, en el documento EP-B1 1005870 (por ejemplo, figuras
4y 5). La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de rituximab es la representada en SEQ ID NO. 9. La
secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de rituximab se representa en SEQ ID NO. 10.

El experto en la técnica puede evaluar facilmente si un paciente responde ventajosamente al tratamiento con
obinutuzumab (en particular en combinaciéon con una quimioterapia, mas particular en combinacién con una
guimioterapia CHOP), en comparacion con un tratamiento con rituximab (en particular en combinacion con una
quimioterapia, mas particular en combinacién con una quimioterapia CHOP). En particular, el resultado clinico o
los criterios de valoracion clinicos del tratamiento se pueden evaluar a este respecto. Los resultados
clinicos/criterios de valoracion clinicos que se pueden evaluar a este respecto estan disponibles para el experto en
la técnica y se describen, por ejemplo, en Goede (loc. cit.), Owen (Expert Opin. Biol. Ther. 12(3), 2012, 343-51) e
lllidge (Expert Opin. Biol. Ther. 12(5), 2012, 543-5) y en los ejemplos adjuntos.

Los ejemplos preferentes de un resultado clinico que se va a evaluar de acuerdo con la invencion son supervivencia
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sin progresién (SSP), supervivencia global (SG) y/o supervivencia sin sucesos (SSS). La superioridad de
obinutuzumab sobre rituximab también se puede determinar en base a uno o mas criterios de valoracion clinicos.
En principio, se prevé que el término resultado clinico se refiera a un momento durante el tratamiento y se prevé
que el término criterio de valoracion clinico se refiera al momento en (o después de) el final del tratamiento. El
criterio de valoracion clinico puede ser un criterio de valoracion clinico primario. Los resultados clinicos y criterios
de valoracion clinicos particulares, sin embargo no limitantes, se describen en los ejemplos adjuntos.

El experto en la técnica puede decidir facilmente si un resultado clinico dado se mejora de acuerdo con la invencion,
es decir, se mejora en comparacion con un tratamiento con rituximab. Por ejemplo, "mejorado” en este contexto
quiere decir que el resultado clinico (resultante del tratamiento con obinutuzumab/un equivalente funcional de
obinutuzumab (en particular en combinacién con una quimioterapia, mas particular en combinacién con una
quimioterapia CHOP)) es al menos un 3 % mayor, al menos un 5 % mayor, al menos un 7 % mayor, al menos un
10 % mayor, al menos un 15 % mayor, al menos un 20 % mayor, al menos un 25 % mayor, al menos un 30 %
mayor, al menos un 40 % mayor, al menos un 50 % mayor, al menos un 75 % mayor, al menos un 100 % mayor o
al menos un 120 % mayor, en comparacion con el resultado clinico resultante de un tratamiento comparable con
rituximab (en particular en combinaciébn con una quimioterapia, mas particular en combinacién con una
quimioterapia CHOP).

El momento en el que se evalla el resultado clinico/criterio de valoracion clinico se puede determinar facilmente
por el experto en la técnica. En principio, se determina en un momento en el que la diferencia en el resultado
clinico/criterio de valoracion clinico entre los dos tratamientos (tratamiento con obinutuzumab frente a tratamiento
con rituximab) se hace (significativamente) evidente. Este tiempo puede ser, por ejemplo, de al menos 1 mes, al
menos 2 meses, al menos 3 meses, al menos 6 meses, al menos 12 meses, al menos 18 meses, al menos 24
meses, al menos 30 meses, al menos 36 meses, al menos 42 meses, 0 al menos 48 meses, después del inicio del
tratamiento.

Preferentemente, el paciente (LDLBG) que se va a tratar de acuerdo con la invencion es un paciente humano/ser
humano.

Lo mas preferentemente, el paciente (LDLBG) que se va a tratar de acuerdo con la invenciéon es un paciente
humano con LDLBG 1L. Esto quiere decir que el paciente con LDLBG es un paciente con LDLBG sin tratamiento
previo.

Sin embargo, en principio, también se pueden tratar otros pacientes de acuerdo con la invencién, por ejemplo, un
paciente no humano, por ejemplo, una mascota (por ejemplo, perro, gato, conejo, rata o ratén), ganado (por
ejemplo, vaca, cerdo, oveja), un caballo, un poni o un pajaro (por ejemplo, pollo, pavo, loro). También se pueden
tratar otros animales de sangre caliente de acuerdo con la invencion.

Como se menciona, se prevé en particular en el contexto de la invencién que el paciente definido en el presente
documento responda a un tratamiento con obinutuzumab (en particular en combinaciéon con una quimioterapia,
mas particular en combinacién con una quimioterapia CHOP) alcanzando un resultado clinico mejorado en
comparacion con un tratamiento con rituximab (en particular en combinacién con una quimioterapia, mas particular
en combinacion con una quimioterapia CHOP).

El anticuerpo que se va a usar en el contexto de la invencién (es decir, obinutuzumab o un equivalente funcional
del mismo) se puede administrar en combinacién con otros agentes. Por ejemplo, se pueden coadministrar uno o
mas de otros agentes citotdéxicos o quimioterapéuticos adicionales, o radiacion ionizante que potencie los efectos
de dicho(s) agente(s); véanse, por ejemplo, los documentos EP-B1 2380910, WO 2005/044859, WO 2015/067586
y WO 2016/207312 para los respectivos ejemplos.

Los términos "administrado en combinacion con” o "coadministracion”, "coadministrar”, "politerapia” o "tratamiento
combinado” se refieren a la administracion del anticuerpo como se describe en el presente documento, y el/los
otro(s) agente(s) como se describe en el presente documento, por ejemplo, como formulaciones/aplicaciones
separadas (0 como una sola formulacién/aplicacion). La coadministracién puede ser simultdnea o secuencial en
cualquier orden, en la que preferentemente existe un periodo de tiempo durante el que ambos (o todos los) agentes
activos ejercen simultdneamente sus actividades biolégicas. Dicho anticuerpo y dicho(s) otro(s) agente(s) se
coadministran de forma simultanea o bien secuencial (por ejemplo, por via intravenosa (i.v.)), por ejemplo a través
de una infusion continua. Cuando ambos agentes terapéuticos se coadministran secuencialmente, la dosis se
administra el mismo dia en dos administraciones separadas, bien o uno de los agentes se puede administrar el dia
1y el segundo se puede coadministrar del dia 2 al dia 7, preferentemente del dia 2 al 4. Por tanto, en un aspecto,
el término "secuencialmente" quiere decir dentro de (aproximadamente) 7 dias después de la dosis del primer
componente, preferentemente dentro de (aproximadamente) 4 dias después de la dosis del primer componente; y
el término "simultdneamente" quiere decir al mismo tiempo. El término "coadministracién" con respecto a las dosis
de mantenimiento del anticuerpo y/o de otro(s) agente(s) quiere decir que las dosis de mantenimiento se pueden
coadministrar simultdneamente, si el ciclo de tratamiento es apropiado para ambos farmacos, por ejemplo, cada
semana o bien el otro agente se administra, por ejemplo, cada primer a tercer dia y dicho anticuerpo se administra
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cada semana. O bien las dosis de mantenimiento se coadministran secuencialmente, en uno o bien varios dias.

Ademas del anticuerpo, opcionalmente en combinacion con otro(s) agente(s), también se pueden administrar (un)
agente(s) quimioterapico(s) o tratamientos dirigidos.

Dichos agentes quimioterapicos adicionales que se pueden coadministrar incluyen, pero no se limitan a, agentes
antineoplasicos que incluyen agentes alquilantes que incluyen: mostazas nitrogenadas, tales como mecloretamina,
ciclofosfamida, ifosfamida, melfalan y clorambucilo; nitrosoureas, tales como carmustina (BCNU), lomustina
(CCNU) y semustina (metil-CCNU); Temodal(TM) (temozolamida), etileniminas/metiimelamina tales como
trietilenmelamina (TEM), trietileno, tiofosforamida (tiotepa), hexametilmelamina (HMM, altretamina); sulfonatos de
alquilo tales como busulfano; triacinas tales como dacarbazina (DTIC); antimetabolitos que incluyen analogos de
acido folico tales como metotrexato y trimetrexato, analogos de pirimidina tales como 5-fluorouracilo (5FU),
fluorodesoxiuridina, gemcitabina, arabinésido de citosina (AraC, citarabina), 5-azacitidina, 2,2'-
difluorodesoxicitidina, analogos de purina tales como 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, azatioprina, T-
desoxicoformicina  (pentostatina), eritrohidroxinoniladenina (EHNA), fosfato de fludarabina y 2-
clorodesoxiadenosina (cladribina, 2-CdA); productos naturales que incluyen farmacos antimitéticos tales como
paclitaxel, alcaloides de la vinca que incluyen vinblastina (VLB), vincristina y vinorelbina, taxotere, estramustina y
fosfato de estramustina; pipodofilotoxinas tales como etopésido y tenipdésido; antibiéticos tales como actinomicina
D, daunomicina (rubidomicina), doxorrubicina, mitoxantrona, idarrubicina, bleomicinas, plicamicina (mitramicina),
mitomicina C y actinomicina; enzimas tales como L-asparaginasa; modificadores de la respuesta bioldgica tales
como interferén a, IL-2, G-CSF y GM-CSF; agentes diversos que incluyen complejos de coordinacion de platino
tales como oxaliplatino, cisplatino y carboplatino, antracenodionas tales como mitoxantrona, urea sustituida tal
como hidroxiurea, derivados de metilhidracina que incluyen N-metilhidracina (MIH) y procarbacina, supresores
corticosuprarrenales tales como mitotano (o, p-DDD) y aminoglutetimida; hormonas y antagonistas que incluyen
antagonistas de corticoesteroides tales como prednisona y equivalentes, dexametasona y aminoglutetimida;
Gemzar(TM) (gemcitabina), progestina tal como caproato de hidroxiprogesterona, acetato de medroxiprogesterona
y acetato de megestrol; estrogenos tales como equivalentes de dietilestilbestrol y etinilestradiol; antiestrégenos
tales como tamoxifeno; andrégenos que incluyen propionato de testosterona y fluoximesterona/equivalentes;
antiandrégenos tales como flutamida, analogos de la hormona liberadora de gonadotropinas y leuprorelina; y
antiandrégenos no esteroideos tales como flutamida. Los tratamientos de seleccion del mecanismo epigenético
que incluyen, pero sin limitarse a, inhibidores de histona desacetilasa, agentes desmetilantes (por ejemplo, Vidaza)
y tratamientos de liberacion de represion transcripcional (ATRA) también se pueden combinar con las proteinas de
unién a antigeno. En un aspecto, el agente quimioterapico se selecciona del grupo que consiste en taxanos (como,
por ejemplo, paclitaxel (Taxol), docetaxel (Taxotere), paclitaxel modificado (por ejemplo, Abraxane y Opaxio),
doxorrubicina, sunitinib (Sutent), sorafenib (Nexavar) y otros inhibidores de multicinasa, oxaliplatino, cisplatino y
carboplatino, etopésido, gemcitabina y vinblastina. En un aspecto, el agente quimioterapico se selecciona del grupo
que consiste en taxanos (como, por ejemplo, taxol (paclitaxel), docetaxel (Taxotere), paclitaxel modificado (por
ejemplo, Abraxane y Opaxio). En un aspecto, el agente quimioterapico adicional se selecciona de 5-fluorouracilo
(5-FU), leucovorina, irinotecan u oxaliplatino. En un modo de realizacién, el agente quimioterapico es 5-
fluorouracilo, leucovorina e irinotecan (FOLFIRI). En un modo de realizacion, el agente quimioterapico es 5-
fluorouracilo y oxaliplatino (FOLFOX).

En un modo de realizacion preferente, el anticuerpo definido en el presente documento (es decir, obinutuzumab y
sus equivalentes funcionales) se puede administrar en combinacion con una quimioterapia, por ejemplo, con una
quimioterapia CHOP (mas preferente) o con variantes de una quimioterapia CHOP, como una quimioterapia
CHOEP, una quimioterapia CHOP-14 o quimioterapia ACVBP (véanse, por ejemplo, los ejemplos adjuntos, infra,
y también los documentos EP-B12380910, WO 2005/044859 y Scott, 2014 y 2015, loc. cit.). Los agentes
guimioterapicos adicionales que se van a coadministrar se seleccionan del grupo que consiste en ciclofosfamida,
hidroxidaunorrubicina, oncovin, prednisona o prednisolona y, opcionalmente, etopdsido.

El anticuerpo que se va a usar en el contexto de la invencién puede estar comprendido en una composicion, en
particular en una composicion farmacéutica. La composicion farmacéutica puede comprender un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas y los vehiculos farmacéuticamente aceptables son conocidos en la
técnica y se describen, por ejemplo, en los documentos EP-B1 2380910, WO 2005/044859, WO 2015/067586 y
WO 2016/207312.

En consecuencia, en otro aspecto, se prevé que se emplee una composicion, por ejemplo, una composicion
farmacéutica, que contiene un anticuerpo, o una porciéon de union a antigeno del mismo, como se define en el
presente documento, opcionalmente formulada conjuntamente con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Como se usa en el presente documento, "vehiculo farmacéuticamente aceptable" incluye cualquiera y todos los
disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos y de
retraso de la absorcion/reabsorcion, y similares, adecuados que sean fisiolégicamente compatibles.
Preferentemente, la composicion farmacéutica y el vehiculo, respectivamente, son adecuados para inyeccion o
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infusion.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen soluciones o dispersiones acuosas estériles y polvos
estériles para la preparacion de soluciones o dispersiones inyectables estériles. El uso de dichos medios y agentes
para sustancias farmacéuticamente activas es conocido en la técnica. Ademas de agua, el vehiculo puede ser, por
ejemplo, una solucion salina tamponada isoténica.

Los vehiculos, excipientes o estabilizantes aceptables no son téxicos para los receptores a las dosificaciones y
concentraciones empleadas, e incluyen tampones tales como fosfato, citrato y otros acidos organicos;
antioxidantes incluyendo acido ascorbico y metionina; conservantes (tales como cloruro de
octadecildimetilbencilamonio; cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio; cloruro de bencetonio; fenol, alcohol
butilico o bencilico; alquilparabenos tales como metil o propilparabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-
pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular (menos de aproximadamente 10 residuos); proteinas,
tales como seroalbumina, gelatina o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tales como polivinilpirrolidona;
aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos y
otros carbohidratos incluyendo glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA; glucidos tales
como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones formadores de sales tales como sodio; complejos
metdlicos (por ejemplo, complejos Zn-proteina); y/o tensioactivos no iénicos tales como TWEEN™, PLURONICS™
o polietilenglicol (PEG).

El anticuerpo para su uso de acuerdo con la presente invencidon se puede administrar por una variedad de
procedimientos conocidos en la técnica. Como se apreciara por el experto en la técnica, la via y/o modo de
administracion variaran dependiendo de los resultados deseados.

Independientemente de la via de administracion seleccionada, los compuestos de la presente invencién, que se
pueden usar en una forma hidratada adecuada, se formulan en formas de dosificacion farmacéuticamente
aceptables por procedimientos convencionales conocidos para los expertos en la técnica.

Las formulaciones de anticuerpos ejemplares que se pueden emplear, apropiadamente adaptadas, se describen
en el documento W098/56418. Esta publicacion describe una formulacion multidosis liquida que comprende
40 mg/ml de anticuerpo, acetato 25 mM, trehalosa 150 mM, alcohol bencilico al 0,9 %, polisorbato 20 al 0,02 % a
pH 5,0 que tiene un tiempo de vida Gtil minimo de dos afios de almacenamiento a 2-8 °C. Otra formulacién de
anticuerpo comprende 10 mg/ml de anticuerpo en 9,0 mg/ml de cloruro de sodio, 7,35 mg/ml de citrato de sodio
dihidrato, 0,7 mg/ml de polisorbato 80 y agua estéril para inyectables, pH 6,5.

Se pueden variar los niveles de dosificacion reales de los ingredientes activos en las composiciones farmacéuticas
para obtener una cantidad del ingrediente activo que sea eficaz para lograr la respuesta terapéutica deseada para
un paciente, composicion y modo de administracion particulares, sin que sean toxicos para el paciente (cantidad
eficaz). El nivel de dosificacion seleccionado dependera de una variedad de factores farmacocinéticos, incluyendo
la actividad de las composiciones particulares, o el éster, sal o0 amida de las mismas, la ruta de administracién, el
tiempo de administracion, la tasa de excrecién del compuesto particular que se esta empleando, otros farmacos,
compuestos y/o materiales usados en combinacion con las composiciones particulares empleadas, la edad, sexo,
peso, estado, salud general y antecedentes médicos anteriores del paciente que se esta tratando, y (otros) factores
similares bien conocidos en las técnicas médicas.

El término "un procedimiento de tratamiento” o su equivalente, cuando se aplica, por ejemplo, a LDLBG y al
paciente definido en el presente documento, respectivamente, se refiere a un procedimiento o modo de accién que
se disefia, por ejemplo, para reducir o eliminar el nimero de células tumorales de LDLBG en un paciente, o para
aliviar los sintomas de un tumor LDLBG. Sin embargo, "un procedimiento de tratamiento” de LDLBG no quiere
decir necesariamente que las células tumorales de LDLBG de hecho se eliminen, que el nimero de células de
hecho se reduzca, o que los sintomas de un tumor de LDLBG de hecho se alivien. A menudo, se realizara un
procedimiento de tratamiento de LDLBG incluso con una baja verosimilitud de éxito, pero que, dados los
antecedentes meédicos y la expectativa de supervivencia estimada de un paciente, se considera no obstante que
induce un modo de accién beneficioso global, en particular en comparacién con un tratamiento con rituximab.

Es evidente que el anticuerpo se administra (que se va a administrar) al paciente en una "cantidad
terapéuticamente eficaz" (o simplemente "cantidad eficaz") que es la cantidad del respectivo compuesto o
combinacion que provocara la respuesta biolégica o médica, por ejemplo, de un tejido, sistema, animal o ser
humano que se busca por el investigador, veterinario, médico u otro facultativo.

La cantidad de coadministracion y el momento de coadministracion dependeran del tipo (especie, sexo, edad,
peso, etc.) y estado del paciente que se esta tratando y la gravedad de la enfermedad o afeccidon que se esta
tratando. El anticuerpo, y opcionalmente otro agente, se (co)administran adecuadamente al paciente en un
momento o durante una serie de tratamientos, por ejemplo, el mismo dia o al dia siguiente.

Dependiendo del tipo y gravedad de la enfermedad, aproximadamente de 0,1 mg/kg a 50 mg/kg (por ejemplo, 0,1-
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20 mg/kg) del anticuerpo definido en el presente documento es una dosificacion candidata inicial para la
coadministracién al paciente.

Sin embargo, un ejemplo no limitante particular de un esquema de administracion (incluyendo vias de
administracion y dosificaciones) para obinutuzumab/un equivalente funcional de obinutuzumab (mas particular G-
CHOP) se describe y se proporciona por los ejemplos adjuntos (en particular el ejemplo 1 y el ejemplo 2 que
describe el disefio de estudio y los tratamientos aplicados en el contexto del estudio GOYA en detalle). El experto
en la técnica, si es necesario, puede adaptar facilmente este ejemplo de un esquema de administracion de G a
cualquier otro esquema de administracion de G que pueda ser apropiado.

El anticuerpo y la composicion farmacéutica, respectivamente, que se van a emplear se pueden proporcionar junto
con un manual de instrucciones o folleto de instrucciones. El manual/folleto de instrucciones puede comprender
una guia para el experto/médico especialista sobre como tratar el LDLBG y el paciente definido en el presente
documento. Por ejemplo, el manual/folleto de instrucciones puede comprender una guia en cuanto al modo de
administracion/régimen de administracion descrito en el presente documento (por ejemplo, via de administracion,
pauta posologica, hora de administracion, frecuencia de administracién). En particular, el manual/folleto de
instrucciones puede comprender informacion en cuanto al paciente que se va a tratar, es decir, el paciente definido
en el presente documento. En principio, lo que se ha dicho en el presente documento en otra parte con respecto a
obinutuzumab, el paciente que se va a tratar, el modo de administracién/pauta de administracion (incluyendo
dosificaciones, etc.) etc. se puede comprender en el manual/folleto de instrucciones.

Una muestra preferente para emplearse en un procedimiento para identificar o diagnosticar un paciente con DLBL
de acuerdo con la invencién se deriva del tejido tumoral del paciente (por ejemplo, como una biopsia). Por ejemplo,
se puede emplear tejido tumoral fijado con formol o, preferentemente, incluido en parafina (por ejemplo, cortes de
tejido tumoral en un portaobjetos). Sin embargo, también se prevé que se empleen otras muestras, por ejemplo,
cortes/biopsias de otros tejidos, muestras de sangre, muestras de suero u otras muestras de liquidos corporales,
y similares.

La invencion se describira ahora por referencia a las siguientes figuras y ejemplos.

Las figuras muestran:

Figura 1

Disposicion de pacientes en GOYA.

*Interrumpido se refiere a pacientes que interrumpieron el tratamiento de estudio (anticuerpos).

fLa mediana del tiempo de observacién fue de 29 meses en cada grupo; el tratamiento completado se refiere a los
pacientes que completaron el tratamiento (con anticuerpos) del estudio.

Se estratificaron pacientes en la aleatorizacién por puntuacion IPI (riesgo bajo/bajo-intermedio, alto-intermedio y
alto), numero previsto de ciclos de CHOP (8 frente a 6) y region geografica (Europa occidental, Europa oriental,
Suramérica y Centroamérica, Norteamérica, Asia y otros).

G-CHOP, obinutuzumab mas ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y prednisona/prednisolona; R-CHOP,
rituximab mas ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y prednisona/prednisolona.

Figura 2

Estimaciones de Kaplan-Meier de SSP y SG en GOYA.

(A) SSP evaluada por el investigador (criterio de valoracion principal) por tratamiento, poblacion por intencién de
tratar, (B) SG por tratamiento, poblacion por intencion de tratar (C) SSP evaluada por el investigador por subtipo
de célula de origen (independientemente del tratamiento de estudio) en pacientes con datos de células de origen.
LBA, similar a linfocitos B activados; IC, intervalo de confianza; BCG, similar a linfocitos B del centro germinativo;
G-CHOP, obinutuzumab mas ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y prednisona; CRI: cociente de riesgos
instantaneos; SG: supervivencia global; SSP, supervivencia sin progresion; R-CHOP, rituximab mas
ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y prednisona.

Figura 3

Cocientes de riesgos instantaneos no estratificados para SSP evaluada por el investigador en subgrupos
de pacientes GOYA.
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(A) factores de estratificacion de aleatorizacion y (B) caracteristicas de referencia.

LBA, similar a linfocitos B activados; IC, intervalo de confianza; LDLBG, linfoma difuso de linfocitos B grandes;
ECOG PS, valoracion funcional del Eastern Cooperative Oncology Group; BCG, similar a linfocitos B del centro
germinativo; G-CHOP, obinutuzumab mas ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y prednisona; IPI, indice
pronéstico internacional; KM, Kaplan-Meier; SSP, supervivencia sin progresion; R-CHOP, rituximab mas
ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y prednisona.

*Casos donde se marcé "si" en el CRDe para afectacién extraganglionar; 14 pacientes con sitios extraganglionares
0 se marcaron por error.

Figura 4

Beneficio de Gazyva en pacientes con BCL2 translocada en GOYA

Figura 5

Beneficio de Gazyva en pacientes con sobreexpresién de proteina BCL2 en GOYA

Figura 6

Beneficio de Gazyva en pacientes con BCL2 translocada con sobreexpresion de proteina BCL2 en GOYA

Evaluacion del efecto del tratamiento en cuadrantes definidos por IHQ (pos/neg) BCL2 y FISH (pos/neg) BCL2 en
GOYA. Se ha demostrado que la superioridad de Gazyva es especifica para pacientes con IHQ+/FISH+ BCL2.

Figura 7

Beneficio de Gazyva en subgrupos de BCG definidos por diversos valores de corte de la puntuacion de
factor prondstico lineal en GOYA

A: Grafico de BOSQUE, valor de corte 25 %-36 % (%)
B: Grafico de BOSQUE, valor de corte 25 %-50 % (%)

C: Beneficio de Gazyva en el subgrupo de BCG fuerte para el criterio de valoracién principal (INV-SSP) en el valor
de corte de LPS <749.

Q CRI*(IC 95 %) en pacientes de GOYA con BCG fuerte
-  SSP:0,33[0,18 — 0,83], valor de p=0,0007

U Los pacientes con BCG fuerte representan un 25 % (n=233/933) de todos los pacientes con LDLBG en GOYA
con LPS < 749.

O Los pacientes con BCG fuerte representan un 43 % (n=233/540) de los pacientes con BCG en GOYA
Figura 8

Beneficio de Gazyva en pacientes con BCL con BCL2 translocada y con sobreexpresion de proteina BCL2
en GOYA.

Figura 9

Beneficio de Gazyva en pacientes con CD58 mutada y/o pacientes con baja expresion génica de CD58 en
GOYA.

Figura 10

Optimizacion de simulacion multivariante del valor de corte de LPS para el beneficio de G-CHOP sobre R-
CHOP en la supervivencia sin progresion en pacientes evaluables con biomarcadores con anélisis de CDO
(N=xx).

Optimizacion del valor de corte de LPS para el efecto del tratamiento con BCG fuerte en los datos originales de

GOYA. *CRI multivariante ajustado para tratamiento, indice de prondstico internacional, nimero de ciclos de

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES2933256 T3

guimioterapia (6 u 8) y region geogréfica. Linea azul, estimacién puntual del CRI, linea amarilla, IC 95 %; IC,
intervalo de confianza; CDO, célula de origen; CRI: cociente de riesgos instantaneos; LPS, puntuacion de factor
pronéstico lineal.

Figura 11

Caracterizacién molecular de pacientes con BCG fuerte? en GOYA.

Los pacientes con BCG fuerte tienen una prevalencia significativamente mayor de rasgos caracteristicos de
mutacion somatica de LF.

(A) Prevalencia de rasgos caracteristicos de mutacion somatica de LF* (cualquier tipo de mutacion).

(B) Prevalencia de translocaciones de BCL2"

#Otros biomarcadores evaluados para caracterizar BCG fuerte del débil, donde no se identificaron diferencias
significativas en la tasa de prevalencia, fueron: por expresion génica, firmas del gen 1/2 estromal, firmas del gen
1/2 de respuesta inmunitaria, CD20 y PTEN; por expresién de proteinas, doble expresién de BCL2, MYC y
BCL2/MYC; y por translocaciones de genes, translocaciones de MYC y mutaciéon doble de BCL2/MYC. LBA,
linfocitos B activados; LDLBG, linfoma difuso de linfocitos B grandes; TDF, tasa de descubrimientos falsos; FISH,
hibridacion in situ con fluorescencia; LF, linfoma folicular; BCG, linfocitos B del centro germinativo; NGS,
secuenciacion de segunda generacion.

Figura 12

Distribucion del valor de corte de LPS 6ptimo en muestras de muestreo con reposicién

O Simulaciones multivariantes de muestreo con reposicion para someter a prueba ademas la solidez y la
generalizacion de una LPS 6ptima identificada usando la "regla CRI min."

O El pico extremo en las muestras de muestreo con reposicion esta en LPS = 725
Q Ladistribucién de LPS con su pico Unico respalda la solidez de la sefial del efecto del tratamiento
Q Elvalor de corte de LPS 6ptimo sugerido para un nuevo estudio de confirmacion potencial es de LPS <725

— Histéricamente, todos los andlisis de biomarcadores de GOYA han definido BCG fuerte como < 749 (25 % de
los pacientes en GOYA), incluyendo los andlisis de biomarcadores presentados en este OBRF

- n = 4 pacientes con 725 < LPS < 749, todos G-CHOP (1 suceso)
Figura 13

Estimaciones de Kaplan-Meier del tiempo hasta el siguiente tratamiento antilinfoma (criterio de valoracion
secundario) en la poblacién con intencién de tratar.

IC, intervalo de confianza; G-CHOP, obinutuzumab mas ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y
prednisona/prednisolona; CRI: cociente de riesgos instantadneos; R-CHOP, rituximab mas ciclofosfamida,
doxorrubicina, vincristina y prednisona/prednisolona.

Figura 14

Estimaciones de Kaplan-Meier de SSP evaluada por el investigador por grupo de tratamiento en pacientes
con datos de CDO, subagrupados por subtipo CDO.

(A) BGC; (B) LBA, (C) no clasificado,

LBA, similar a linfocitos B activados; IC, intervalo de confianza; CDO, célula de origen; BCG, similar a los linfocitos
B del centro germinativo; G-CHOP, obinutuzumab més ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y
prednisona/prednisolona; CRI: cociente de riesgos instantaneos; R-CHOP, rituximab mas ciclofosfamida,
doxorrubicina, vincristina y prednisona/prednisolona.

La presente invencidn también se refiere a las siguientes tablas.
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Tabla 1. Caracteristicas de referencia de paciente y enfermedad (poblacién por intencién de tratar)

G-CHOP R-CHOP
Caracteristica (N = 706)* (N =712)*

Mediana de edad, afios (intervalo) 62,0 (18-86) 62,0 (16-83)
Hombres, n.° (%) 369 (52,3) 383 (53,8)
Region geografica, n.° (%)
Asia 260 (36,8) 258 (36,2)
Europa occidental 211 (29,9) 215 (30,2)
Norteamérica 109 (15,4) 107 (15,0)
Europa oriental 97 (13,7) 99 (13,9)
Otra 29 (4,1) 33 (4,6)
ECOG PS, n.° (%) n =705 n=712
0-1 618 (87,7) 613 (86,1)
2-3 87 (12,3) 99 (13,9)
Estadio Ann Arbor, n.° (%) n =706 n=711
lyll 170 (24,1) 171 (24,0)
myiv 536 (75,9) 540 (75,8)
IPI grupo de riesgo, n.° (%)
Bajo/bajo-intermedio 376 (53,3) 409 (57,4)
Alto-intermedio 221 (31,3) 192 (27,0)
Alto 109 (15,4) 111 (15,6)
Ciclos de quimioterapia previstos, n.° (%)
6 523 (74,1) 526 (73,9)
8 183 (25,9) 186 (26,1)
LDH elevada, n.° (%) n =705 n =708

415 (58,9) 401 (56,6)
Afectacion extraganglionar, n.° (%)* 484 (68,6) 468 (65,7)
Neoplasia maligna con gran masa tumoral 261/703 (37,1) 262/710 (36,9)
(27,5 cm), n.° (%)
Célula de origen n=471*% n = 462*
BCG 271 (57,5) 269 (58,2)
LBA 125 (26,5) 118 (25,5)
No clasificado 75 (15,9) 75 (16,2)

LBA, similar a linfocitos B activados (subgrupo); ECOG PS, valoracion funcional del Eastern Cooperative Oncology
Group; G-CHOP, obinutuzumab mas ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y prednisona/prednisolona; BCG,
similar a linfocitos B del centro germinativo (subgrupo); IPI, indice pronéstico internacional; LDH, lactato
deshidrogenasa; PET, tomografia por emisién de positrones; R-CHOP, rituximab mas ciclofosfamida,
doxorrubicina, vincristina y prednisona/prednisolona.

*n = 706 para G-CHOP y n = 712 para R-CHOP para todos los parametros a menos que se especifique de otro
modo.

fCasos donde se marcd "si" en el CRDe para afectacion extraganglionar, 14 pacientes con sitios
extraganglionares O se marcaron por error.

* No consto la clasificacion del subtipo CDO para 485 pacientes (G-CHOP, 235; R-CHOP, 250); incluye muestras
de China que no se pudieron analizar debido a la falta de una licencia de exportacion; se prevé el andlisis de estas
muestras en un futuro préximo.

31



ES2933256 T3

Tabla 2. Sumario de criterios de valoracion de eficacia (poblacién por intencion de tratar)

Evaluacidn del investigador

G-CHOP R-CHOP

Criterio de valoracion N = 706) N =712)
Mediana del tiempo de observacién, meses (intervalo) 29,0 (0,1-56,6) 28,9 (0,1-56,2)
SSP evaluada por el investigador (criterio de valoracion N =706 N =712
principal)
Pacientes con suceso, n.° (%) 201 (28,5) 215 (30,2)
SSP 3 afios, % 69,6 66,9
CRI estratificado (IC 95 %) — valor de p (rango log)* 0,92 (0,76-1,11), p = 0,3868
SSP evaluada por IRC N =706 N =712
Pacientes con suceso, n.° (%) 171 (24,2) 186 (26,1)
SSP 3 afios, % 72,5 70,6
CRI estratificado (IC 95 %), valor de p (rango log)* 0,89 (0,72 a 1,10), p=0,2736
SG N =706 N =712
Pacientes con suceso, n.° (%) 126 (17,8) 126 (17,7)

SG 3 afios, % (IC 95 %)
CRI estratificado (IC 95 %)*

81,2 (77,9 a 84,1) 81,4 (78,1 a 84,3)
1,00 (0,78 a 1,28)

SSE en pacientes con RC evaluada por el investigador n =397 n = 369
Pacientes con suceso, n.° (%) 77 (19,4) 64 (17,3)
CRI estratificado (IC 95 %)* 1,27 (0,91 a1,77)

SSS evaluada por el investigador N =706 N =712
Sucesos, n.° (%) 236 (33,4) 250 (35,1)
CRI estratificado (IC 95 %)* 0,92 (0,77 a1,11)

Momento de inicio de nuevo tratamiento antilinfoma N = 706 N =712
Pacientes con suceso, n.° (%) 213 (30,2) 230 (32,3)

Proporcion sin sucesos a 3 afios, % (IC 95 %)
CRI estratificado (IC 95 %)*

69,9 (66,2 a 73,2) 66,5 (62,7 a 70,1)
0,92 (0,76 a 1,11)

Respuesta evaluada por el investigador (con PET) al final n = 669 n =665
del tratamiento®

TRG

Proporcion, n.° (%) 518 (77,4) 518 (77,9)
Diferencia en porcentaje (IC 95 %) -0,47 (-5,01 a 4,08)

RC

Proporcion, n.° (%) 379 (56,7) 396 (59,5)
Diferencia (IC 95 %) -2,90 (-8,27 a 2,48)
Respuesta evaluada por el investigador (sin PET) al final N =706 N =712
del tratamiento®

TRG

Proporcion, n.° (%) 577 (81,7) 572 (80,3)
Diferencia en porcentaje (IC 95 %) 1,39 (-2,76 a 5,54)

RC

Proporcion, n.° (%) 248 (35,1) 241 (33,8)

Diferencia (IC 95 %)

1,28 (-3,74 a 6,30)

IC, intervalo de confianza; RC, respuesta completa; SSE, supervivencia sin enfermedad; SSS, supervivencia sin
sSucesos;

G-CHOP, obinutuzumab mas ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y prednisona/prednisolona; CRI: cociente de
riesgos instantdneos; IRC, Comité de Revision Independiente; TRG, tasa de respuesta global; SG: supervivencia
global; PET, tomografia por emision de positrones; SSP, supervivencia sin progresion; R-CHOP, rituximab méas
ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y prednisona/prednisolona.

*Los factores de estratificacion fueron la puntuacién del indice de prondéstico internacional y el nimero previsto de
ciclos de CHOP (6 u 8).

*De acuerdo con criterios de respuesta revisados.'3
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Tabla 3. Sumario de AA, incluyendo AA de grado 3-5 y graves informados por = 5 % de los pacientes en cualquier
grupo (en el nivel de término preferente; poblacién de seguridad)

G-CHOP R-CHOP
(N =704), n.° (%) (N =703), n.° (%)
Numero de muertes por cualquier motivo 126 (17,9) 122 (17,4)
Numero de pacientes retirados del estudio debido a un 4 (0,6) 3(0,4)
AA
Pacientes con al menos un
AA 683 (97,0 %) 657 (93,5)
AA grado 3-5 519 (73,7) 455 (64,7)
AA con desenlace mortal* 41 (5,8) 30 (43)
AA grave 300 (42,6) 264 (37,6)
AA relacionados con el tratamiento 639 (90,8) 596 (84,8)
AA que dan lugar a la retirada de cualquier tratamiento 84 (11,9) 60 (8,5)
AA que dan lugar a la reduccién de dosis para 145 (20,6) 138 (19,6)
cualquier tratamiento
Grado 3-5 Grave Grado 3-5 Grave
AA AA AA AA

Trastornos sanguineos y del sistema linfatico
NuUmero total de pacientes con al menos un AA 415 (58,9) 135 (19,2) 348 (49,5) 113 (16,1)
Neutrocitopenia 325 (46,2) 52 (7,4) 268 (38,1) 40 (5,7)
Neutrocitopenia febril 123 (17,5) 81 (11,5) 107 (15,2) 72 (10,2)
Leucocitopenia 96 (13,6) 10 (1,4) 71 (10,1) 5(0,7)
Anemia 51 (7,2) 9(1,3) 53 (7,5) 6 (0,9)
Infecciones e infestaciones
NuUmero total de pacientes con al menos un AA 135 (19,2) 121 (17,2) 109 (15,5) 94 (13,4)
Neumonia 40 (5,7) 40 (5,7) 35 (5,0) 32 (4,6)

AA, acontecimiento adverso; G-CHOP, obinutuzumab mas ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y
prednisona/prednisolona; R-CHOP, rituximab mas ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y prednisona/prednisolona.

*Los AA mortales que se informaron en mas de un paciente en cualquier grupo, enumerados como términos preferentes,
fueron: choque septicémico (6 [0,9 %] pacientes), neumonia (5 [0,7 %]), muerte [causa desconocida; 3 [0,4 %]), embolia
pulmonar (2 [0,3 %]) y accidente cerebrovascular (2 [0,3 %]) en el grupo G-CHOP y neumonia (6 [0,9 %)]), sepsis (3
[0,4 %]), accidente cerebrovascular (2 [0,3 %]) y muerte (causa desconocida; 2 [0,3 %]) en el grupo R-CHOP.

Tabla 4: Efecto de G-CHOP y R-CHOP en los resultados clinicos en BCG fuerte y todos los demas pacientes

CRI de andlisis multivariante (G
frente a R)* [IC 95 %]; valor de p

Tasa a 3 afios (%)

Pacientes con BCG fuerte (n=233)
R-CHOP: n=121
G-CHOP: n=112

Todos los demas pacientes (n=700)
R-CHOP: n=341
G-CHOP: n=359

0,33 [0,18-0,63]; p=0,0007

0,99 [0,76-1,28]; p=0,9117

R: 79 %; G: 92 %

SSP R: 66 %: G: 88 % R: 66 %; G: 66 %

s 0,47 [0,28-0,78], p=0,00344 1,01 [0,79-1,29]; p=0,9513
R 59 %: G- 80 % R: 63 %: G: 62 %

- 0,41 [0,20-0,87], p=0,019 1,10 [0,79-1,53]; p=0,582

R: 81 %; G: 78 %

geografica

*Ajustado por grupo de tratamiento, indice prondstico internacional, nimero de ciclos de quimioterapia (6 u 8) y region

IC, intervalo de confianza; SSS: supervivencia sin sucesos; BCG, linfocitos B del centro germinativo; CRI: cociente de
riesgos instantaneos; SG: supervivencia global; SSP, supervivencia sin progresion (evaluada por el investigador)

Tabla 5: Estudio Exposicion a farmaco

NuUmero de dosis de obinutuzumab o rituximab recibidas,

mediana (intervalo)

Pacientes con modificaciones en cualquier dosis de

obinutuzumab o rituximab*

G-CHOP R-CHOP
(N = 704), n.° (%) (N = 703), n.° (%)

10 (1-10) 8 (1-8)

222 (31,5) 210 (29,9 %)
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Pacientes con modificaciones en dosis de obinutuzumab o 192/702 (27,4) 155/703 (22,0)
rituximab en ciclo 1*

Dia 1l 39/651 (6,0) 0

Dia 8 41/624 (6,6) 0

Dia 15

Pacientes con retrasos en las dosis de obinutuzumab o 92 (13,1) 64 (9,1)
rituximab > 7 dias

Pacientes con = 90 % de intensidad de dosis prevista de 671 (95,3) 697 (99,1)

obinutuzumab o rituximab
Pacientes con > 90 % de intensidad de dosis prevista de

ciclofosfamida 642 (91,3) 647 (92,0)
doxorrubicina 631 (89,8) 639 (90,9)
prednisona 662 (94,0) 643 (91,5)
vincristina 642 (91,3) 625 (88,9)
Duracion de la exposicion a obinutuzumab o rituximab, 25,3 (1-32) 25,3 (0-32)
semanas, mediana (intervalo)

Dosis acumulativa de obinutuzumab o rituximab en mg, 10.000 5.133,5
mediana (intervalo) (998-10.065) (515-8.084)

G-CHOP, obinutuzumab mas ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y prednisona; R-CHOP, rituximab mas
ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y prednisona.

*Incluyendo interrupciones de infusiones y ralentizacion de tasas de infusién.

Tabla 6. Numero (y %) de pacientes que informaron AA de cualquier grado con una tasa de incidencia de al
menos un 10 % (en el nivel de término preferente) en cualquier grupo de tratamiento, enumerado por categoria
de d6rgano, aparato o sistema y término preferente (poblacion de seguridad)

G-CHOP R-CHOP
(N =704), n.° (%) (N =703), n.° (%)

Trastornos sanguineos y del sistema linfatico
NuUmero total de pacientes con al menos un AA 451 (64,1) 389 (55,3)
Neutrocitopenia 340 (48,3) 286 (40,7)
Neutrocitopenia febril 127 (18,0) 108 (15,4)
Leucocitopenia 115 (16,3) 87 (12,4)
Anemia 95 (13,5) 99 (14,1)
Trastornos gastrointestinales
NuUmero total de pacientes con al menos un AA 428 (60,8) 410 (58,3)
Nauseas 207 (29,4) 199 (28,3)
Estrefiimiento 165 (23,4) 172 (24,5)
Diarrea 112 (15,9) 92 (13,1)
Vomitos 103 (14,6) 74 (10,5)
Trastornos generales y afecciones en el sitio de administracion
NuUmero total de pacientes con al menos un AA 420 (59,7) 323 (45,9)
Fatiga 137 (19,5) 123 (17,5)
Pirexia 142 (20,2) 83 (11,8)
Escalofrios 133 (18,9) 37 (5,3)
Astenia 71 (10,1) 76 (10,8)
Lesiones, intoxicaciones y complicaciones quirdrgicas
Numero total de pacientes con al menos un AA 281 (39,9) 204 (29,0)
reaccion relacionada con infusion 254 (36,1) 165 (23,5)
Trastornos de metabolismo y nutricion
Numero total de pacientes con al menos un AA 202 (28,7) 170 (24,2)
Disminucion del apetito 97 (13,8) 71 (10,1)
Trastornos del sistema nervioso
Numero total de pacientes con al menos un AA 336 (47,7) 299 (42,5)
Neuropatia periférica 88 (12,5) 89 (12,7)
Cefalea 75 (10,7) 57 (8,1)
Trastornos psiquiatricos
Numero total de pacientes con al menos un AA 107 (15,2) 83 (11,8)
Insomnio 76 (10,8) 58 (8,3)
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Trastornos respiratorios, toracicos y mediastinicos

Numero total de pacientes con al menos un AA 232 (33,0) 197 (28,0)
Tos 83 (11,8) 60 (8,5)
Trastornos de la piel y del tejido subcutaneo

Numero total de pacientes con al menos un AA 226 (32,1) 226 (32,1)
Alopecia 145 (20,6) 142 (20,2)

AA, acontecimiento adverso; G-CHOP, obinutuzumab mas ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y
prednisona/prednisolona; R-CHOP, rituximab mas ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina vy
prednisona/prednisolona.

Tabla 7. Sumario de AA de particular interés como términos preferentes o categorias predefinidas (poblacién de

seguridad)
Todos los grados Grados 3-5

Categoria G-CHOP R-CHOP G-CHOP R-CHOP

(N =704),n. (N =703),n.0 (N = 704), (N = 703),

(%) (%) n.° (%) n.° (%)

Infecciones* 379 (53,8) 310 (44,1) 135 (19,2) 109 (15,5)
Infecciones oportunistas® 13(1,8) 15(2,1) 8(1,1) 9(1,3)
Neutrocitopenia¥ 398 (56,5) 338 (48,1) 384 (54,5) 324 (46,1)
Reacciones relacionadas con 319 (45,3) 223 (31,7) 69 (9,8) 24 (3,4)
infusion®
Reacciones relacionadas con 273 (38,8) 174 (24,8) 53 (7,5) 16 (2,3)
infusion (relacionadas con
anticuerpos)®
Sindrome de lisis tumoral 4 (0,6) 4 (0,6) 4 (0,6) 4 (0,6)
Complicaciones cardiacas? 75 (10,7) 53 (7,5) 33 (4,7) 20 (2,8)
Trombocitopenia® 55 (7,8) 18 (2,6) 31 (4,4) 10 (1,4)
Segundas neoplasias malignas** 15(2,1) 15(2,1) 12 (1,7) 13 (1,8)
Reactivacion de la hepatitis BTt 16 (2,3) 6 (0,9) 2(0,3) 2(0,3)
Leucoencefalopatia multifocal 1(0,1) 0 1(0,1) 0
progresiva
Perforacion gastrointestinal®* 14 (2,0 8(1,1) 12 (1,7) 8(1,1)
Sucesos de perforacion 7 (1,0) 7 (1,0) 6 (0,9) 7 (1,0)
Abscesos/otros 8(1,1) 2(0,3) 8(1,1) 2(0,3)
Sucesos hemorragicoss® 65 (9,2) 39 (5,5) 23 (3,3) 10 (1,4)

AA, acontecimiento adverso; G-CHOP, obinutuzumab mas ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y
prednisona/prednisolona; VHB, infeccion por hepatitis B; MedDRA, diccionario médico para actividades de registro
farmacéutico; R-CHOP rituximab mas ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y prednisona/prednisolona.
*Cualquier término preferente en infecciones e infestaciones por categoria de 6rgano, aparato o sistema.
fConsulta estandarizada de MedDRA.

*Neutrocitopenia y complicaciones asociadas informadas como AA, sin incluir valores de laboratorio anémalos.
SRelacionado con cualquier tratamiento de infusién y que se produce durante/dentro de las 24 horas de la infusion.
fCualquier término preferente en trastornos cardiacos por categoria de érgano, aparato o sistema.

**Cualquier término preferente en neoplasias benignas, malignas y no especificadas por categoria de érgano,
aparato o sistema (incluyendo quistes y p6lipos) que comenzaron 6 meses después de la primera toma del farmaco

de estudio.

TTAl menos uno de un incremento en el nivel de ADN del VHB de 2100 Ul/ml o un AA de reactivacion de la hepatitis
B.

 Consulta estandarizada de MedDRA, que comprende sucesos de perforacion (términos preferentes en trastornos
gastrointestinales por categoria de érgano, aparato o sistema) y abscesos y otros sucesos (términos preferentes
en otras categorias de 6rgano, aparato o sistema).

88 Consulta estandarizada de MedDRA, que comprende afecciones cerebrovasculares hemorragicas y hemorragia
(términos de laboratorio y distintos de laboratorio).
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Ejemplo 1: materiales y procedimientos generales
Descripcion del ensayo LST de NanoString

Si no se indica lo contrario, el ensayo LST de NanoString se realiz6 en el contexto de la invencién de acuerdo con
el manual del distribuidor (NanoString Technologies, Inc., Seattle, WA, EE. UU.). Se proporciona otra guia sobre
el ensayo en Scott (2014 y 2015 loc cit.).

Vision general del ensayo de CDO

El ensayo de expresion génica LST de NanoString se desarrollo para permitir la identificacion de los subtipos CDO
en el sistema de analisis nCounter®. El ensayo de expresion génica nCounter® conjuntamente con la tecnologia
NanoString proporciona un procedimiento ultrasensible y altamente multiplexado para detectar ARNm con codigos
de barras moleculares denominados sondas indicadoras nCounter sin el uso de transcripcion inversa o
amplificacion (Geiss loc. cit.). La deteccion de ARNm se basa en la deteccion digital y el codigo de barras molecular
directo de moléculas diana a través del uso de un par de sondas codificadas por colores. El par de sondas consiste
en una sonda indicadora, que transporta la sefial en su extremo 5', y una sonda de captura. Los codigos de color
tienen seis posiciones y cada posicién puede ser uno de cuatro colores, lo que permite por tanto una gran
diversidad de marcas que se pueden mezclar en un solo pocillo para la hibridacion directa con la diana y aun asi
resolver e identificar individualmente durante la recopilacion de datos. La tecnologia de sondas indicadoras y de
captura de NanoString emplea la sonda indicadora que lleva el cédigo de barras codificado por colores y la sonda
de captura que permite inmovilizar el complejo para la recopilacién de datos.

Los pares de sondas LST personalizados se mezclan con el ARN de muestra en un exceso masivo para seleccionar
ARNmM para garantizar que cada diana encuentre un par de sondas. Después de la hibridacién, el exceso de sondas
no unidas se elimina por lavado y los complejos diana/sonda se inmovilizan en el cartucho para la recopilacion de
datos. La recopilacion de datos se lleva a cabo en el analizador digital nCounter®. Las imagenes digitales se
procesan y los recuentos de codigos de barras se tabulan en un formato de valores separados por comas (CSV)
listo para la normalizacién de muestras y el analisis de datos.

Antes de los analisis de datos, cada muestra se normaliza a los recuentos de referencia generados a partir de la
transcripcion de control de referencia de ARN sintético y los genes constitutivos.

Determinacion del estado de CDO en muestras de pacientes

El ensayo LST genera datos de expresion génica para cada paciente para 20 genes (véase la tabla 5). Cinco de
estos genes son genes de referencia constitutivos, mientras que los otros 15 genes distinguen BCG de LBA,
especificamente ocho genes son conocidos por sobreexpresarse en LDLBG similar a LBA, y siete genes son
conocidos por sobreexpresarse en LDLBG similar a BCG (en base a Scott 2014 loc.cit.).

Tabla 5 Lista de veinte genes en el ensayo LST de NanoString

Tipo Genes

Sobreexpresados en LDLBG similar a LBA TNFRSF13B; LIMD1; IRF4; CREB3L2; PIM2;
CYB5R2; RAB7L1; CCDC50

Genes constitutivos R3HDM1; WDR55; ISY1; UBXN4; TRIM56

Sobreexpresados en LDLBG similar a BCG MME; SERPINA9; ASB13; MAML3; ITPKB; MYBL1;
S1PR2

Se calcula una puntuacion de factor pronéstico lineal (LPS) para cada paciente en base a los datos de expresion
génica. La LPS es una suma ponderada de la expresion génica de los 20 genes en el ensayo LST:

LPS(X) = Zja; X,
donde Xj es la expresion génica para el gen j y a;j es el coeficiente para el gen j.

A continuacién, la LPS de cada paciente se compara con los umbrales predefinidos para determinar el subtipo
CDO de LDLBG para un paciente. Para una puntuacion LPS individual, se determina una probabilidad de si es
probable que el tumor forme parte del subtipo LBA o del subtipo BCG. Los tumores con una probabilidad de ser
LBA superior a un 90 % se consideran LBA, mientras que aquellos con una probabilidad de ser BCG superior a un
90 % se consideran BCG. Los tumores con una probabilidad de ser LBA o de ser BCG menor de un 90 %, se
consideran no clasificados (Scott 2014 y 2015 loc. cit.)
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Pautas de G-CHOP y R-CHOP

Los pacientes recibiran tratamiento con una de dos pautas de inmunoquimioterapia:

. G-CHOP (grupo en investigacion): quimioterapia CHOP combinada con obinutuzumab

. R-CHOP (grupo de control): quimioterapia CHOP combinada con rituximab

Obinutuzumab y rituximab se consideran medicamentos en investigacion a los efectos de este protocolo.

En el grupo en investigacion, se administrara obinutuzumab por infusién i.v. a una dosis absoluta (fija) de 1000 mg
el dia 1 de cada ciclo de 21 dias durante 8 ciclos. Durante el ciclo 1, obinutuzumab también se infundira los dias 8
y 15. La administracion de obinutuzumab los dias en que se van a dar tanto obinutuzumab como CHOP se debe
completar durante al menos 30 minutos antes de comenzar la administracién de quimioterapia. Se puede dar
guimioterapia CHOP el dia siguiente después de la administracion de obinutuzumab si la duracion de la infusion
de obinutuzumab necesita la administracion de la infusion de CHOP el dia siguiente. La quimioterapia CHOP se
dara durante un maximo de 8 u 8 ciclos, como se describe en la seccidén 4.5.3.a y la tabla 5. Si solo se van a
administrar 6 ciclos de quimioterapia CHOP (véase la tabla 5), los ciclos 7 y 8 de obinutuzumab se daran como
monoterapia en una pauta de 21 dias.

En el grupo de control del estudio, se administrara rituximab en una dosis de 375 mg/m? por infusion i.v. el dia 1
de cada ciclo de 21 dias durante 8 ciclos. Rituximab se administrara antes de CHOP, y se debe completar la
infusion y observar a los pacientes durante al menos 30 minutos antes de comenzar con CHOP. Se puede dar
CHORP el dia 2 si la duracion de la infusion de rituximab necesita la administracion de la infusion de CHOP el dia
siguiente. Si solo se van a administrar 6 ciclos de quimioterapia CHOP (véase la tabla 5), los ciclos 7 y 8 de
rituximab se dardn como monoterapia en una pauta de 21 dias.

La dosis de rituximab y quimioterapia se debe calcular en base al peso corporal del paciente en la evaluacion de
deteccion (dia —14 a dia —1). Para cambios > 10 % en el peso corporal del cribado para todas las dosis posteriores,
las dosis de rituximab y quimioterapia se deben modificar en consecuencia. El peso que desencadend un ajuste
de dosis se tomara como el nuevo peso de referencia para futuros ajustes de dosis.

Como se indica en la seccion 3.6.1.c, se recomienda el uso de G-CSF de acuerdo con las guias de ASCO, EORTC
y ESMO para pacientes de = 60 afios de edad y los que presentan comorbilidades. Se recomienda plenamente en
el ciclo para todos los pacientes tratados con G-CHOP.

Obinutuzumab (datos técnicos)
a  Formulacién

Obinutuzumab se proporciona como una formulacién liquida estéril de dosis Unica en un vial de vidrio de calidad
farmacéutica de 50 ml que contiene 1000 mg nominales de obinutuzumab (material G3). La especialidad
farmacéutica formulada consiste en 25 mg/ml de sustancia farmacéutica (G3) formulada en histidina, trehalosa y
poloxamero 188. El vial contiene 41 ml (con 2,5 % de sobrellenado).

Para otros detalles, véase el manual del investigador de Obinutuzumab.
b  Manipulacion y Almacenamiento

Las condiciones de almacenamiento recomendadas para la especialidad farmacéutica obinutuzumab estan entre
2°C y 8°C, protegida de la luz. Se ha demostrado la estabilidad quimica y fisica en uso para diluciones de
obinutuzumab en cloruro de sodio al 0,9 % (NaCl) durante 24 horas a 2 °C-8 °C, a temperatura ambiente y con
iluminaciéon ambiente. El producto diluido preparado se debe usar de inmediato. Si no se usa de inmediato, los
tiempos y condiciones de almacenamiento en uso antes del uso son responsabilidad del usuario y normalmente
no excederan las 24 horas a 2 °C-8 °C. Obinutuzumab no se debe congelar ni agitar. Mezcla suave. Todos los
procedimientos de transferencia requieren un estricto cumplimiento de las técnicas asépticas. No se usa filtro en
linea adicional debido a la posible adsorcion.

Para otros detalles, véase el manual del investigador de Obinutuzumab.

c Dosis y pauta de obinutuzumab

Obinutuzumab se administrara por infusion i.v. como una dosis absoluta (fija) de 1000 mg el dia 1 de cada ciclo de
21 dias durante 8 ciclos. Obinutuzumab se administrard antes de CHOP, y se debe observar a los pacientes 30

minutos antes de comenzar con CHOP. Si CHOP no se completa el dia 1 debido a la larga duracién del tratamiento
con obinutuzumab, la quimioterapia CHOP se puede administrar el dia 2. Durante el ciclo 1, obinutuzumab también
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se infundird los dias 8 y 15. Si la quimioterapia CHOP no se administra en los ciclos 7 y 8, obinutuzumab se
administrar4d como monoterapia.

d Preparacién de obinutuzumab

La especialidad farmacéutica obinutuzumab destinada a la infusién i.v. se prepara por dilucion de la especialidad
farmacéutica en una bolsa de infusion que contiene NaCl al 0,9 % hasta la concentracién final del farmaco de
4 mg/ml. Usando una bolsa de infusién de 250 ml que contiene NaCl al 0,9 %, se extrae y se desechan 40 ml del
cloruro de sodio. Se extraen 40 ml de obinutuzumab de un solo vial de vidrio y se inyecta en la bolsa de infusion
(se desecha cualquier porcion no usada de obinutuzumab que quede en el vial). Se invierte suavemente la bolsa
de infusién para mezclar la solucién; sin sacudir.

Son compatibles y se pueden usar equipos de administracion con poli(cloruro de vinilo) (PVC), poliuretano (PUR)
o polietileno como superficie de contacto de producto y bolsas i.v. con poliolefina, polipropileno (PP), PVC o
polietileno como superficie de contacto de ducto.

No se usa obinutuzumab mas alla de la fecha de vencimiento estampada en la caja.
e Administracion de obinutuzumab

Obinutuzumab se debe administrar a los pacientes en un entorno clinico (pacientes hospitalizados o ambulatorios),
donde las instalaciones completas de reanimacion de emergencia estén de inmediato disponibles y los pacientes
deben estar bajo la estrecha supervision del investigador en todo momento. No se administra como bolo o inyeccion
lenta i.v. Después del final de la primera infusién, la via i.v. o el catéter venoso central deben permanecer en su
lugar durante = 2 horas para poder administrar farmacos i.v. si es necesario. Si no se producen acontecimientos
adversos después de 2 horas, se puede retirar la via i.v. 0 se puede retirar el acceso al catéter venoso central.
Para las infusiones posteriores, la toma (a través de una via i.v. o catéter venoso central) debe permanecer en su
lugar durante al menos 1 hora desde el final de la infusién y, si no se producen acontecimientos adversos después
de 1 hora, se puede retirar la toma i.v.

Véase la seccion 4.3.5, Precauciones generales (para una guia sobre el uso de premedicacion y profilaxis del
sindrome de lisis tumoral), antes de la administracién de obinutuzumab. Las instrucciones para la primera y
posteriores infusiones de obinutuzumab se presentan en la tabla 1.

Tabla 8 Administracion de primeras y posteriores infusiones de obinutuzumab

Primeras Infusiones (dia 1) Infusiones posteriores
° Se comienza la infusion a una tasa inicial dee Siun paciente experimentd una reaccion a la infusién
50 mg/h. durante la infusién previa, se comienza a la misma tasa

que la primera infusién (50 mg/h) y se siguen las

e Sino se produce ninguna reaccion a la infusion, seinstrucciones como se indican,

incrementa la tasa de infusion en incrementos de 50 mg/h

cada 30 minutos, hasta un maximo de 400 mg/h, e Si el paciente toler6 bien la infusion previa (definidal
como una ausencia de reacciones de grado 2 durante unal

e Sise desarrolla una reaccion a la infusién, se detienetasa de infusion final de = 100 mg/h), se comienza la|

0 se ralentiza la infusion. Se administran medicamentos infusién a una tasa de 100 mg/h,

de reaccién a la infusion y tratamientos de apoyo de

acuerdo con el protocolo institucional. Se reanuda lae Si no se produce ninguna reaccion a la infusion, se|

infusiébn con una reduccion de un 50 % en la tasaincrementa la tasa de infusion en incrementos de

(uséndose la tasa en el momento en que se produjo la100 mg/h cada 30 minutos, hasta un méaximo de 400 mg/h,

reaccion de hipersensibilidad o relacionada con la

infusidn) si la reaccion se resolvié. e Sise desarrolla una reaccion a la infusion, se detiene
0 se ralentiza la infusién. Se administran medicamentos
de reaccién a la infusién y tratamientos de apoyo de
acuerdo con el protocolo institucional. Se reanuda la
infusion con una reduccion de un 50 % en la tasa
(usandose la tasa en el momento en que se produjo la|
reaccion de hipersensibilidad o relacionada con Ia
infusion) si la reaccion se resolvio.

Obinutuzumab se debe dar como una infusidn i.v. lenta a través de una via dedicada. Se deben usar bombas de
infusién i.v. para controlar la tasa de infusién de obinutuzumab. No se administra como bolo o inyeccién lenta i.v.

Los dias en que se dan obinutuzumab y CHOP, se administrar4 obinutuzumab antes de CHOP y se debera

observar a los pacientes 30 minutos antes de comenzar con CHOP. Se puede dar quimioterapia CHOP el dia
siguiente si no se puede dar el mismo dia que la administracion de obinutuzumab. Antes de cada infusién de
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obinutuzumab que se administra en combinacién con CHOP (dia 1 de los ciclos 1-6 o ciclos 1-8), los pacientes
deben tomar la dosis del dia 1 de prednisona oral (100 mg) especificada para cada ciclo de la pauta de CHOP.
También se puede considerar el uso profilactico de corticoesteroides (por ejemplo, 100 mg de prednisolona i.v. o
equivalente) para pacientes que se cree que tienen un alto riesgo de RRP, si se considera apropiado por el
investigador, y también se debe administrar antes de la infusién de obinutuzumab. Para la gestion de RRP y
anafilaxia, véase la seccion 4.3.6.a y la tabla 3.

Quimioterapia CHOP

CHOP se considera tratamiento estandar para el tratamiento de LDLBG. Por eleccion del centro, los sitios elegiran
antes del inicio del estudio si administraran 8 ciclos o 6 ciclos de quimioterapia CHOP.

a  Dosificacion y administracion

La quimioterapia CHOP consiste en ciclofosfamida i.v., doxorrubicina i.v., vincristina administrada por inyeccion
lenta i.v. y prednisona o prednisolona oral. CHOP estandar se administrara durante seis a ocho ciclos de 21 dias.
La quimioterapia CHOP en los ciclos 7 y 8 se administrara de acuerdo con la eleccién prospectiva del centro para
8 frente a 8 ciclos previstos.

. Ciclofosfamida 750 mg/m? administrada por via intravenosa el dia 1

. Doxorrubicina 50 mg/m? administrada por via intravenosa el dia 1

. Vincristina 1,4 mg/m? administrada por inyeccién lenta i.v. el dia 1 con un limite recomendado de 2,0 mg
. Prednisona 100 mg/dia por via oral (v.0.) los dias 1-5

Nota: La dosis de prednisona sigue las recomendaciones de National Comprehensive Cancer Network (2010), que
se basaron en Cruzman et al. 1999; Hidemann et al. 2005. Se puede reemplazar prednisona con prednisolona
(conversién 1:1, 100 mg) en paises donde no esta disponible prednisona o no es el tratamiento de eleccién o se
puede reemplazar con 80 mg de metilprednisolona en paises 0 sitios que no tienen acceso a
prednisona/prednisolona.

CHOP se administrara de acuerdo con los procedimientos de preparacion e infusién estandar en cada centro de
investigacion y después de la infusién de rituximab u obinutuzumab. Véanse los prospectos de envase especificos
para conocer las guias de preparacion, administracion y almacenamiento. A discrecion del investigador, la dosis
de vincristina se puede limitar a 2 mg. Para los pacientes = 70 afios de edad, la dosis de vincristina se puede limitar
a 1,5 mg. BSA se puede limitar a 2 m? segun los estandares institucionales.

Cuando obinutuzumab o rituximab y CHOP se pautan para administrarse el mismo dia, se recomienda dar
prednisona (100 mg) antes de la infusién de obinutuzumab o rituximab. La administraciéon de obinutuzumab o
rituximab se debe completar al menos 30 minutos antes de la administracién de las infusiones de CHOP
(ciclofosfamida, vincristina y adriamicina). Si es una fuerte preferencia del investigador o del sitio (por ejemplo, por
motivos logisticos), se permite la administracion de rituximab u obinutuzumab un dia antes de la administracion de
CHOP con premedicacion (definido en la seccidon 4.3.5). También se permite dividir la infusiéon de anticuerpo
(rituximab u obinutuzumab) durante 2 dias si el paciente presenta un incremento en el riesgo de RRI (carga tumoral
elevada, recuento de linfocitos periféricos alto). Ademas, en pacientes que experimentan un acontecimiento
adverso durante la infusion de obinutuzumab o rituximab, la administracion de obinutuzumab se puede continuar
al dia siguiente si es necesario. Si se divide la dosis del ciclo 1 del dia 1 de obinutuzumab, ambas infusiones se
deben realizar con la premedicaciéon adecuada y a la primera tasa de infusion (véase la tabla 2). Si se inicia CHOP
después del dia 1 del ciclo, a continuacion el dia 1 previsto del siguiente ciclo se debe calcular a partir del dia en
gue se inicié realmente CHOP, para mantener el intervalo de quimioterapia regular de 21 dias.

Ejemplo comparativo 2: obinutuzumab o rituximab (m&s CHOP) en LDLBG sin tratamiento previo
(descripcién del estudio clinico de fase 3 de Roche GOYA (B021005))

Pacientes

Los pacientes elegibles tenian = 18 afios de edad con: LDLBG positivo para CD20 documentado histolégicamente
sin tratamiento previo (como se evalla por el laboratorio de anatomia patolégica local); = 1 lesion medible
bidimensionalmente (> 1,5 cm de la dimensién mas grande en la tomografia computarizada [TC]); valoracion
funcional del Eastern Cooperative Oncology Group de 0-2; funcion hemética, hepética y renal adecuadas; fraccion
de eyeccion del ventriculo izquierdo = 50 %; y una puntuacion del indice prondstico internacional (IP1) de = 2 (y
pacientes con una puntuacion IPl de 1 de < 60 afios de edad, con o sin neoplasia maligna con gran masa tumoral,
y los que tienen una puntuacién IPI de 0 y neoplasia maligna con gran masa tumoral, es decir, una lesiéon 27,5 cm).
Los criterios completos de inclusidn/exclusion se detallan a continuacion. Todos los pacientes proporcionaron su
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consentimiento informado por escrito.

Criterios completos de inclusion y exclusion

Los pacientes debian cumplir con los siguientes criterios para su entrada en el estudio:
1. Consentimiento informado por escrito.

2. Linfoma difuso de linfocitos B grandes (LDLBG) positivo para CD20 sin tratamiento previo documentado
histol6gicamente usando lo siguiente:

a. El informe anatomopatolégico debe estar disponible para su evaluacion y un taco de tejido enviado para
confirmacion central retrospectiva.

b. Se prefieren tacos de tejido fijados con formol e incluidos en parafina; sin embargo, en paises que usan un
fijador diferente, se aceptara cualquier taco de tejido disponible y se incluira la anotacién del tipo de fijador.

c.  Sino esta disponible un taco de tejido, se aceptaran 15 portaobjetos sin tefiir (de 3-5 um de grosor).

d. Lamuestra del depdsito clinico de Roche opcional y las muestras de biomarcadores exploratorios requeridas
se obtendran del mismo taco de tejido, si no se puede realizar una confirmacion central en el material enviado,
también se pueden solicitar portaobjetos tefiidos usados para diagnoéstico.

3. Pacientes en un grupo de riesgo de enfermedad del indice de pronéstico internacional (IPI) que es uno de los
siguientes: alto, alto-intermedio o bajo-intermedio.

a. Los pacientes en el grupo de riesgo bajo son elegibles, pero deben tener una puntuaciéon IPI de 1,
independientemente de la neoplasia maligna con gran masa tumoral, o una puntuacion IPI de O con neoplasia
maligna con gran masa tumoral, definida como una lesién = 7,5 cm.

b. Nota: los pacientes con IPI 1 debido solo a la edad (es decir, pacientes > 60 afios de edad sin otros factores de
riesgo) sin neoplasia maligna con gran masa tumoral no son elegibles para este ensayo.

4. Al menos una lesion medible bidimensionalmente definida como > 1,5 cm en su dimensién mas grande en
tomografia computarizada.

5. Capacidad y disposicion para cumplir con los procedimientos del protocolo de estudio.
6. Edad 218 afios.
7.  Valoracion funcional del Eastern Cooperative Oncology Group de 0, 1 0 2.

8. Fraccién de eyecciéon del ventriculo izquierdo = 50 % en la exploracion de adquisicién cardiaca con
sincronizacién mdltiple o en el ecocardiograma cardiaco.

9.  Funcién hematica adecuada (a menos que se deba a una enfermedad subyacente, como se establece por
afectacion extensa de médula 6sea o debido a hiperesplenismo secundario a la afectacion del bazo por LDLBG
segun el investigador) definida como sigue:

a. Hemoglobina =9 g/dl;
b. Recuento absoluto de neutrofilos = 1,5 x 109/1;
c. Recuento de plaquetas = 75 x 109/1.

10. Para hombres que no son estériles quirdrgicamente: acuerdo de uso de un procedimiento anticonceptivo de
barrera durante el periodo de tratamiento y hasta = 3 meses después de la ultima dosis de obinutuzumab o
rituximab, o de acuerdo con las guias institucionales para quimioterapia CHOP, lo que sea mas prolongado, y
acuerdo para solicitar que sus parejas usen un procedimiento anticonceptivo adicional, tal como anticonceptivos
orales, dispositivo intrauterino, procedimiento de barrera o gel espermicida.

11. Para mujeres en edad reproductiva que no son estériles quirdrgicamente: acuerdo de uso de dos
procedimientos anticonceptivos adecuados, tales como anticonceptivos orales, dispositivo intrauterino o
procedimiento anticonceptivo de barrera junto con gel espermicida durante el periodo de tratamiento y hasta = 12
meses después de la dltima dosis de obinutuzumab o rituximab, o de acuerdo con las guias institucionales para
guimioterapia CHOP, lo que sea mas prolongado.
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Pacientes que cumplieron cualquiera de los siguientes criterios excluidos de la entrada en el estudio:

1. Antecedentes de reacciones alérgicas o anafilacticas graves a anticuerpos monoclonales humanizados o
murinos, o sensibilidad o alergia conocida a productos murinos o a cualquier componente de CHOP u
obinutuzumab.

2. Contraindicacién de cualquiera de los componentes individuales de CHOP, incluyendo la recepcién previa de
antraciclinas.

3. Pacientes con linfoma transformado y pacientes con linfoma folicular en estadio 3b.
4.  Tratamiento previo para LDLBG, con la excepcion de biopsia ganglionar o irradiacion local.

5. Tratamiento previo con farmacos citotdxicos o rituximab para otra afeccién (por ejemplo, artritis reumatoide)
0 uso previo de un anticuerpo anti-CD20.

6. Uso previo de cualquier anticuerpo monoclonal dentro de los 3 meses posteriores al inicio del ciclo 1.

7. Uso de corticosteroides > 30 mg/dia de prednisona o equivalente, con propositos distintos al control de
sintomas de linfoma.

a. Los pacientes que reciben tratamiento con corticoesteroides con < 30 mg/dia de prednisona o equivalente
deben estar documentados con una dosis estable de al menos 4 semanas de duracion antes de la aleatorizacion
(ciclo 1, dia 1).

b.  Siserequiere urgentemente tratamiento con glucocorticoides para el control de los sintomas del linfoma antes
del inicio del tratamiento del estudio, se pueden administrar 100 mg de prednisona o equivalente durante un
méaximo de 5 dias, pero todas las evaluaciones tumorales se deben completar antes del inicio del tratamiento con
glucocorticoides.

8. Linfoma del sistema nervioso central (SNC) primario y afectacion del SNC secundaria por linfoma, linfoma de
células del manto o pruebas histolégicas de transformacion a un linfoma de Burkitt, LDLBG mediastinico primario,
linfoma de efusién primario, linfoma plasmablastico y LDLBG cutaneo primario.

9.  Vacunacién con vacunas vivas dentro de los 28 dias antes a la aleatorizacion.

10. Cualquier tratamiento en investigacion dentro de los 28 dias antes del inicio del ciclo 1.

11. Antecedentes de otras neoplasias malignas que podrian afectar al cumplimiento del protocolo o a la
interpretacion de resultados.

a. Son elegibles pacientes con antecedentes de carcinoma basocelular o de células escamosas tratado
curativamente, o melanoma de la piel o carcinoma in situ del cuello uterino en cualquier momento antes del estudio.

b. Son elegibles pacientes con cualquier otra neoplasia maligna que se haya tratado con cirugia sola con
intencion curativa y la neoplasia maligna haya estado en remision sin tratamiento durante 2 5 afios antes de la
inclusion.

12. Pruebas de enfermedades concomitantes significativas y no controladas que podrian afectar al cumplimiento
del protocolo o a la interpretacion de resultados, incluyendo cardiovasculopatia significativa (tal como cardiopatia
de clase 1l o IV segun la Asociacion Neoyorquina de Cardiologia, infarto de miocardio en los Gltimos 6 meses,
arritmias inestables o angina de pecho inestable) o enfermedad pulmonar (incluyendo enfermedad pulmonar
obstructiva y antecedentes de broncoespasmo).

13. Cirugia mayor reciente (dentro de las 4 semanas antes del inicio del ciclo 1), que no sea para diagndstico.

14. Cualquiera de los siguientes valores de laboratorio anémalos (a menos que cualquiera de estas anomalias
se deba a un linfoma subyacente):

a. Creatinina > 1,5 veces el limite superior de lo normal (LSN; a menos que el aclaramiento de creatinina sea
normal), o aclaramiento de creatinina calculado < 40 ml/min (usando la férmula de Cockcroft-Gault).

b.  Aspartato aminotransferasa o alanina aminotransferasa > 2,5 x LSN.

c. Bilirrubina total = 1,5 x LSN: los pacientes con enfermedad de Gilbert documentada se pueden incluir si la
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bilirrubina total es < 3,0 x LSN.
d. Indice internacional normalizado > 1,5 x LSN en ausencia de anticoagulacion terapéutica.

e. Tiempo de tromboplastina parcial o tiempo de tromboplastina parcial activada > 1,5 x LSN en ausencia de un
anticoagulante lapico.

15. Infeccion bacteriana, viral, fingica, micobacteriana, parasitaria 0 de otro tipo activa conocida (excluyendo
infecciones fangicas de lechos ungueales) o cualquier episodio importante de infeccidon que requiera tratamiento
con antibiéticos intravenosos u hospitalizacion (en relacion con la finalizacion del ciclo de antibiéticos, excepto si
se trata de fiebre por tumor) dentro de las 4 semanas antes del inicio del ciclo 1.

16. Pacientes con sospecha de tuberculosis activa o latente.
a. Latuberculosis latente se debe confirmar por un ensayo de liberacién de interferén-gamma positivo.

17. Resultados de prueba positivos para la infeccion por hepatitis B crénica (definida como serologia positiva
para HBsAgQ).

a. Se pueden incluir pacientes con infeccién por hepatitis B asintomatica o previa (definida como positiva para
anticuerpo central del virus de la hepatitis B total y negativa para HBsAQ) si el ADN del VHB es indetectable. Estos
pacientes deben estar dispuestos a someterse a pruebas de ADN mensuales.

18. Resultados de prueba positivos para hepatitis C (prueba seroldgica de anticuerpos contra el VHC).

a. Los pacientes positivos para anticuerpos contra el VHC son elegibles solo si la reaccién en cadena de la
polimerasa es negativa para el ARN del VHC.

19. Antecedentes conocidos de estado seropositivo para VIH.

a. Parapacientes con estado de VIH desconocido, la prueba del VIH se realizara en el cribado si asi lo requieren
las normativas locales.

20. Resultados positivos para el virus linfétropo T humano 1 (HTLV).

a. Se requieren pruebas de HTLV para pacientes en sitios en paises endémicos (Japon y Melanesia, y paises de
la cuenca del Caribe, Suramérica, América Central y Africa subsahariana).

21. Pacientes con antecedentes de leucoencefalopatia multifocal progresiva confirmada.
22. Embarazo o lactancia.

23. Esperanza de vida de <12 meses.

Disefio y tratamientos del estudio

GOYA es un estudio de fase 3 multicéntrico, abierto, aleatorizado. Los pacientes se aleatorizaron (proporcion 1:1)
para recibir ocho ciclos de 21 dias de G (1000 mg por via intravenosa [i.v.] los dias 1, 8 y 15 del ciclo 1, y el dia 1
de los ciclos 2-8) o R (375 mg/m? i.v. el dia 1, ciclos 1-8), mas 6 u 8 ciclos de CHOP a las siguientes dosis:
ciclofosfamida 750 mg/m? i.v. (dia 1); doxorrubicina 50 mg/m? i.v. (dia 1); vincristina 1,4 mg/m? i.v. (dia 1, maximo
2,0 mq); y prednisona 100 mg/dia por via oral (dias 1-5). El numero de ciclos de CHOP para ambos grupos se
acord6 de antemano con cada centro de estudio; si solo se administraron 6 ciclos de CHOP, el anticuerpo se
administr6 como monoterapia durante los ciclos 7-8. Se permitié radioterapia prevista previamente en los sitios
iniciales de neoplasia maligna con gran masa tumoral o extraganglionar dentro de las 8 semanas del dia 1 del
ultimo ciclo de anticuerpos y después de la finalizacion de las evaluaciones del final del tratamiento. Los detalles
de los medicamentos previos, tratamientos concomitantes permitidos y motivos permitidos para
retrasos/reducciones de dosis se dan en el apéndice complementario. La aleatorizacion fue por medio de un
sistema interactivo de voz con estratificacion de acuerdo con el niumero de ciclos de quimioterapia previstos (6/8
ciclos de CHOP), puntuacion IPI y region geogréafica (Europa occidental, Europa oriental, Suramérica y
Centroamérica, Norteamérica y Asia y otros).

GOYA se llevo a cabo de acuerdo con la European Clinical Trial Directive (para centros europeos) y la International

Conference on Harmonization guidelines for Good Clinical Practice. El protocolo se aprob6 por los comités de ética
de centros participantes y registrado en ClinicalTrials.gov (NCT01287741).
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Medicamentos previos, alteraciones de dosis y tratamientos permitidos

Todos los pacientes recibieron premedicacién con paracetamol oral y un antihistaminico antes de la administracion
de obinutuzumab (G) o rituximab (R). Se recomendd que la administracion de ciclofosfamida, doxorrubicina,
vincristina y prednisona (CHOP) se iniciara al menos 30 minutos después de la administracion de G o R. En cada
ciclo cuando se dio G o R con CHOP, se administro la dosis del dia 1 de prednisona oral antes de la infusion de
anticuerpos. También se podria administrar un tratamiento adicional con glucocorticoides a pacientes considerados
de alto riesgo de reacciones relacionadas con infusién. Se recomendd profilaxis de lisis tumoral (adecuada
hidratacion y alopurinol) para pacientes con alta carga tumoral y que se consideraban en riesgo de lisis tumoral.
Las dosis de tratamiento se retrasaron hasta 2 semanas en el suceso de toxicidad hematica de grado 3 0 4 o
toxicidad no hematica de grado 2-4; si la toxicidad no se resolvio, se retird al paciente del tratamiento del estudio.
Se permitieron reducciones de dosis para quimioterapia, pero no para G o R.

Se recomendo la profilaxis con G-CSF para pacientes de = 60 afios de edad y/o con comorbilidades y durante el
ciclo 1 para todos los pacientes del grupo de G-CHOP. También se permiti6 G-CSF para el tratamiento de
neutrocitopenia. Se prohibié el uso de quimioterapia (distinta de CHOP), inmunoterapia, tratamiento hormonal
(distinto de anticonceptivos, tratamiento de reemplazo hormonal o acetato de megestrol) y cualquier tratamiento
destinada al tratamiento de linfoma (para radioterapia, véase el texto principal).

Criterios de valoracién y evaluaciones del estudio

El criterio de valoracién de estudio principal fue la supervivencia sin progresién (SSP) evaluada por el investigador,
definida como el tiempo desde la fecha de aleatorizacién hasta la primera aparicion de progresion de la
enfermedad, recidiva o muerte por cualquier causa. Para descartar sesgos y respaldar el analisis primario, también
se evalué la SSP por un comité de evaluacién independiente (IRC). Los criterios de valoracion secundarios
incluyeron la supervivencia global (SG), supervivencia sin sucesos (SSS), tasa de RC, la tasa de respuesta global
(TRG, incluyendo RC y respuesta parcial), supervivencia sin enfermedad (SSE), duracion de la respuesta, tiempo
hasta el siguiente tratamiento antilinfoma (TINT) y seguridad. También se analiz6 la SSP en subgrupos de células
de origen (CDO) de LDLBG (similar a linfocitos B del centro germinativo [BCG], similar a linfocitos B activados
[LBA] y no clasificado; andlisis exploratorio). La clasificacion de CDO se baso en el perfil de expresion génica
usando la prueba de subtipificacion de linfoma de uso exclusivo para investigacion de NanoString (NanoString
Technologies, Inc., Seattle, WA, EE. UU.).

La respuesta y progresién del tumor se evaluaron por el investigador usando examenes clinicos y de laboratorio
regulares y tomografias computarizadas, de acuerdo con los criterios de respuesta revisados para linfoma maligno
(Cheson, J Clin Oncol 25, 2007, 579-586). Para aquellos pacientes con tomografia por emisién de positrones con
18F-fludesoxiglucosa (FDG-PET) (obligatorio en los sitios con un escaner PET), se realiz6 una evaluacion de
respuesta separada que incorpord los resultados de FDG-PET. El analisis del criterio de valoracion principal se
basé en la evaluacion de todos los pacientes usando TAC convencional. La respuesta se evalué 4-8 semanas (TC)
0 6-8 semanas (FDG-PET) después del ultimo tratamiento de estudio, 0 antes en caso de interrupcion temprana.

La seguridad se evalud siguiendo y registrando todos los acontecimientos adversos (AA) y AA graves (AAG),
incluyendo anomalias identificadas a partir de evaluaciones de laboratorio, medicién de signos vitales y exploracién
fisica. Los AA se calificaron usando los criterios terminolégicos comunes para acontecimientos adversos del
Instituto Nacional del Cancer de los Estados Unidos v4.0. Las evaluaciones de seguridad de laboratorio incluyeron
hematologia y analisis bioquimico de sangre de rutina, y pruebas de parametros inmunolégicos. Un comité
independiente de seguimiento de datos (IDMC) realiz6 revisiones de seguridad periddicas.

Andlisis estadistico

El tamafio de muestra se calculd para permitir la deteccion de una reduccion del 25 % en el riesgo de progresion
de enfermedad, recidiva o muerte con G-CHOP frente a R-CHOP (es decir, un cociente de riesgos instantdneos
[CRI] de SSP para G-CHOP sobre R-CHOP de 0,75), con un nivel alfa bilateral de 0,05y 80 % de potencia. Para
lograr esto, y teniendo en cuenta una tasa de abandono anual de un 5 %, se necesitaron 405 acontecimientos de
SSP para el andlisis primario, lo que requirio la inclusién de 1400 pacientes durante 3 afios.

Las evaluaciones de eficacia se realizaron en la poblacion por intencién de tratar (ITT), que comprende todos los
pacientes aleatorizados. La poblacion del andlisis de seguridad incluyé todos los pacientes que recibieron cualquier
farmaco del estudio (anticuerpo o CHOP). La comparacioén de tratamientos de SSP se realizé usando una prueba
de rango logaritmico estratificado de nivel 0,05 bilateral. Se usé el procedimiento de Kaplan-Meier para estimar la
distribucién de SSP para cada grupo de tratamiento. Las estimaciones del efecto del tratamiento se expresaron
como CRI usando un analisis de riesgos proporcionales de Cox estratificado, incluyendo intervalos de confianza
(IC) de un 95 %.

El IDMC evaluo la eficacia y la seguridad en tres andlisis provisionales formales; dos por futilidad y uno por eficacia.
Los andlisis de subgrupos previstos previamente evaluaron el efecto de las caracteristicas de pacientes de
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referencia seleccionadas, incluyendo el subtipo CDO, sobre SSP.
Resultados
Vision general

Después de una mediana de observacion de 29 meses, el niumero de sucesos de SSP evaluados por el
investigador fue similar con G (201, 28,5 %) y R (215, 30,2 %); el cociente de riesgos instantaneos estratificado
fue de 0,92 (intervalo de confianza de un 95 %, 0,76 a 1,11; p = 0,39); Las tasas de SSP a 3 afios fueron de un
70% y un 67 %, respectivamente. Los criterios de valoracion secundarios de SSP revisada de forma
independiente, otros criterios de valoracion del tiempo hasta el acontecimiento y las tasas de respuesta tumoral
fueron similares entre los grupos. En los andlisis de subgrupos exploratorios, los pacientes con subtipo similar a
linfocitos B del centro germinativo tuvieron mejor SSP que los de similar a linfocitos B activados,
independientemente del tratamiento. Las frecuencias de acontecimientos adversos de grado 3-5 (AA; 73,7 % frente
a 64,7 %) y AA graves (42,6 % frente a 37,6 %) fueron mayores con G-CHOP. Las frecuencias de AA mortales
fueron de un 5,8 % para G-CHOP y de un 4,3 % para R-CHOP. Los AA mas comunes fueron neutrocitopenia (G-
CHOP, 48,3 %; R-CHOP, 40,7 %), reacciones relacionadas con infusion (36,1 %; 23,5 %), nauseas (29,4 %;
28,3 %) y estrefiimiento (23,4 %; 24,5 %).

Caracteristicas del paciente y tratamiento

Se incluyeron pacientes en 207 centros en 29 paises. Un total de 1418 pacientes se aleatorizaron entre julio de
2011 y junio de 2014 para recibir G-CHOP (n = 706) o bien R-CHOP (n = 712), y 1188 pacientes (G-CHOP, 587;
R-CHOP, 601) completaron el tratamiento previsto (fig. 1). Los AA fueron el motivo principal de interrupcion del
tratamiento de estudio (anticuerpos) en ambos grupos, y de esto se informé con mas frecuencia en el grupo de G-
CHOP. La interrupcién del tratamiento de estudio (anticuerpo) como resultado de enfermedad progresiva fue
aproximadamente el doble de frecuente en el grupo R-CHOP en comparacion con el grupo G-CHOP.

Las caracteristicas de enfermedad demograficas y de referencia se equilibraron bien entre los dos grupos (tabla
1). La informacién del subgrupo de CDO estaba disponible para 933 pacientes; la distribuciéon por subtipo se
equilibré bien y no hubo diferencias clinicamente pertinentes entre grupos dentro de los subtipos CDO. Los motivos
de informacion de CDO que no consta fueron: una licencia de exportacién de muestras china restringida que
impedia las evaluaciones de biomarcadores (n = 252), LDLBG positivo para CD20 no confirmado por el laboratorio
central (n = 102; se debe tener en cuenta que se equilibraron estos pacientes entre los grupos de tratamiento: G-
CHOP, n = 53; R-CHOP, n = 49) y tejido que no consta/inadecuado (n = 131).

La mediana de duracion de exposicién fue de 25,3 (intervalo, 1-32) semanas para G y 25,3 (0-32) semanas para
R. Laintensidad de dosis de G y R excedié un 90 % para un 95,3 % y un 99,1 % de los pacientes, respectivamente.
La mayoria de los pacientes en ambos grupos (> 88 %) recibieron mas de un 90 % de la dosis prevista de cada
componente de CHOP. Los retrasos en dosis de anticuerpos fueron mas frecuentes en el grupo de G-CHOP: al
menos un retraso de < 7 dias (G-CHOP, 34,9 %; R-CHOP, 30,0 %) y de > 7 dias (G-CHOP, 13,1 %; R -CHOP,
9,1 %) (tabla 5). 103 pacientes (G-CHOP, 49; R-CHOP, 54) recibieron tratamiento antilinfoma nuevo (no previsto)
antes de la progresion de la enfermedad, incluyendo radioterapia para 23 pacientes con signos de enfermedad
residual después de la finalizacion del tratamiento del estudio (G-CHOP, 9; R-CHOP, 14) y 227 pacientes (G-
CHOP, 102; R-CHOP, 125) después de la progresion de la enfermedad.

Eficacia

El 30 de abril de 2016, y después de una mediana de observacion de 29 meses, el nimero de sucesos de SSP
evaluados por el investigador en la poblacion ITT fue similar para G-CHOP (201, 28,5 %) y R-CHOP (215, 30,2 %),
con CRI estratificado, 0,92 (IC 95 %, 0,76 a 1,11; p = 0,3868). Las tasas estimadas de SSP a 3 afios fueron de un
69,6 % y un 66,9 %, respectivamente (fig. 2A; tabla 2).

Los criterios de valoracion secundarios fueron consecuentes con el criterio de valoracion principal, sin diferencias
clinicamente significativas entre los grupos de tratamiento para SSP evaluada por el IRC o cualquier otro criterio
de valoracion de tiempo hasta el suceso (SG, SSS, SSE y TTNT) (fig. 2B, tabla 2, fig. 13).

Analisis de subgrupos y exploratorios

La eficacia de G-CHOP frente a R-CHOP (CRI no estratificado para SSP evaluada por el investigador) fue en
general similar en los subgrupos de pacientes seleccionados, incluyendo pacientes que recibieron 8 frente a 8
ciclos de CHOP (fig. 3).

El andlisis de Kaplan-Meier de SSP en pacientes con diferentes subtipos CDO (independientemente del tratamiento

del estudio) sugiri6 que el subtipo BCG se asocia con un mejor resultado que LBA o los subtipos no clasificados.
Los CRI para SSP fueron 1,71 (IC 95 %, 1,31 a 2,23) para la comparacion LBA-BCG, 1,57 (IC 95 %, 1,14 a 2,15)
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para la comparacion no clasificado-BCG y 1,08 (IC 95 % 0,77 a 1,52) para la comparacion LBA-no clasificado (fig.
2C); las tasas de SSP a 3 afios fueron de un 75 %, 59 % y 63 % para los subtipos BCG, LBA y no clasificado,
respectivamente. En un andlisis exploratorio de la SSP evaluada por el investigador, el CRI estratificado para G-
CHOP en relacién con R-CHOP para los 933 pacientes con datos de CDO disponibles fue de un 0,82 (IC 95 %,
0,64 a 1,04), lo que sugiere un potencial sesgo de seleccion frente a la poblacién de ITT. El CRI estratificado para
540 pacientes en el subgrupo de CDO BCG fue de 0,72 (IC 95 %, 0,51 a 1,03; SSP a 3 afios, 79 % [G-CHOP]
frente a 71 % [R-CHOP]); no se observaron diferencias clinicamente significativas en SSP entre grupos de
tratamiento en los 243 pacientes con subtipo LBA (CRI, 0,86 [IC 95 %, 0,57 a 1,29]; SSP a 3 afios, 61 % frente a
58 %])) o 150 pacientes con subtipo CDO no clasificado (CRI, 1,02 [IC 95 %, 0,60 a 1,75]; SSP a 3 afios, 62 %
frente a 64 %)]; fig. 14).

Seguridad

En la poblacién de seguridad, la proporcién de pacientes que experimentaron al menos un AA de cualquier grado
fue similar en los grupos G-CHOP y R-CHOP (97,0 % [683/704] y 93,5 % [657/703], respectivamente) (tabla 3).
Los AA mas comunes en ambos grupos fueron neutrocitopenia (G-CHOP, 48,3 %; R-CHOP, 40,7 %), reacciones
relacionadas con infusion (RRI; 36,1 %; 23,5 %), nauseas (29,4 %; 28,3 %) y estrefiimiento (23,4 %; 24,5 %) (tabla
6). Los AA de grado 3-5 fueron mas comunes en el grupo de G-CHOP (73,7 % [519/704] frente a 64,7 % [455/703]),
al igual que los AAG (42,6 % [300/704] frente a 37,6 % [264/703]). Los AA de grado 3-5 mas comunes en ambos
grupos fueron neutrocitopenia (G-CHOP, 46,2 %; R-CHOP, 38,1 %), infecciones (19,2 %; 15,5 %), neutrocitopenia
febril (17,5 %; 15,2 %) y leucocitopenia (13,6 %; 10,1 %) (tabla 3).

El andlisis de AA de particular interés mostr6 que las infecciones, neutrocitopenia, RRI, complicaciones cardiacas,
trombocitopenia y sucesos hemorragicos de cualquier grado (asi como AA de grado 3-5 y AAG) fueron mas
comunes con G-CHOP que con R-CHOP (tabla 7). Cabe destacar que las tasas de reactivacion de hepatitis B
fueron mayores con G-CHOP (2,3 %) que con R-CHOP (0,9 %), la mayoria de los acontecimientos fueron de grado
1 0 2, y los acontecimientos de grado 3 0 4 se equilibraron bien entre los dos grupos (G-CHOP 0,3 % frente a R-
CHOP 0,3 %). Todos los demas grupos de AA de particular interés, a saber, infecciones oportunistas, sindrome
de lisis tumoral, neoplasias malignas secundarias y perforacion gastrointestinal (excluyendo abscesos) se
produjeron con frecuencias similares en los dos grupos (tabla 7).

Una proporcién similar de pacientes en cada grupo recibié al menos una dosis de G-CSF durante el estudio (G-
CHOP, 611 [86,5 %]; R-CHOP, 586 [82,3 %)]).

Una mayor proporcion de pacientes en el grupo G-CHOP que en el grupo R-CHOP interrumpieron = 1 componente
del tratamiento de estudio debido a un AA (84 [11,9 %] frente a 60 [8,5 %]). 71 pacientes experimentaron AA
mortales (G-CHOP, 5,8 % [41/704]; R-CHOP, 4,3 % [30/703]) y se detallan en la tabla 3.

ANALISIS

En el estudio actual de pacientes con LDLBG sin tratamiento previo, G-CHOP y R-CHOP demostraron una eficacia
similar para todos los criterios de valoracion de tiempo hasta el acontecimiento, y no se cumplié el criterio de
valoracion del estudio principal de SSP evaluada por el investigador. La falta de superioridad de G-CHOP sobre
R-CHOP en una poblacién con LNH agresivo contrasta con los resultados de los estudios que evaldan G en LLC
y LF. En el estudio GALLIUM, el tratamiento de induccién y mantenimiento basado en G mejor6 significativamente
la SSP evaluada por el investigador en relacion con el tratamiento basado en R en 1202 pacientes con LF sin
tratamiento previo (Marcus loc. cit.). G también prolongé la SSP en relacion con R en pacientes con LLC no tratados
(n = 663) cuando ambos se combinaron con clorambucilo en el estudio de LLC11 de fase 3 (Goede loc. cit.).

Dadas las ventajas del tratamiento basado en G en pacientes con LF y LLC, la falta de beneficio de G-CHOP en
pacientes con LDLBG en GOYA fue inesperada. Se podria deber simplemente a las diferencias en los perfiles
bioldgicos y clinicos entre enfermedades linfoproliferativas de escasa malignidad, tales como LF y LLC, y las
agresivas, tales como LDLBG (Lenz, N. Engl. J. Med. 362, 2010, 1417-1429; Lim loc. cit.). De hecho, obinutuzumab
puede ser méas beneficioso en linfomas que son menos agresivos o, como LF, que se derivan del centro
germinativo. La tendencia hacia un beneficio de G-CHOP sobre R-CHOP en GOYA para el subtipo BCG, que se
deriva del centro germinativo y es conocido por ser mas como LF en comparacion con otros subtipos de DLBGL
(Morin, Nature 478 2011, 298-303; Shaffer, Nat. Rev. Immunol. 2, 2002, 920-932), con un pronéstico mas favorable
y microambiente inmunitario diferente que los subtipos LBA y no clasificado, parece apoyar este hallazgo. El
diferente mecanismo de accién de obinutuzumab y rituximab también puede desempefiar un papel en el beneficio
diferencial de estos agentes en LF y LDLBG, sin embargo, aun no hay datos disponibles para respaldar esta
afirmacion. Los analisis en curso de datos de biomarcadores GOYA proporcionaran informacion adicional sobre
estas diferencias. De forma notable, las interrupciones de dosis y dosis omitidas en el ciclo 1 fueron mas frecuentes
con G-CHOP, lo que refleja una mayor tasa de AA (RRI y citopenias); esto podria haber contribuido a la falta de
beneficio de eficacia en comparacién con R-CHOP.

Desde la mejora drastica en los resultados después de que se afadiera por primera vez rituximab a CHOP (Coiffier
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loc. cit.), no se han logrado avances importantes en la gestion de pacientes con LDLBG. Los ensayos aletorizados
no lograron mostrar un beneficio de acortar los intervalos entre ciclos (Cunningham, Lancet 381, 2013, 1817-1826),
o de la consolidacién con quimioterapia de dosis alta y trasplante autélogo de células madre (Stiff, N. Engl. J. Med.
369, 2013, 1681-1690; Schmitz, Lancet Oncol 13, 2012, 1250-1259); la adicion de bortezomib a R-CHOP tampoco
logré mejorar los resultados en un ensayo aleatorizado de pacientes con LDLBG distinto de BCG (Leonard, Blood
126, 2015, 811), y el mantenimiento con lenalidomida no mejoré la SG (Thieblemont, Blood 128, 2016, 471). Dado
el comportamiento agresivo de LDLBG, la sustitucién de rituximab por un nuevo anticuerpo anti-CD20 con un
diferente mecanismo de accion puede no ser suficiente para superar la refractariedad a la quimioterapia. Las
combinaciones de anticuerpos conjugados con farmacos o agentes anti-BCL2 con R-CHOP podrian ser mas
prometedoras, como se muestra por resultados preliminares de estudios recientes de fase 1/2 (Zelenetz, Blood
128, 2016, 3032; Tilly, Blood 128, 2016, 1853).

La determinacion del estado de CDO usando perfiles de expresién génica ha identificado subtipos biol6gicamente
distintos de LDLBG, incluyendo los subtipos de origen BCG y LBA (Lenz, Proc Natl Acad Sci USA 105, 2008,
13520-13525; Scott, J. Clin. Oncol. 33, 2015, 2848-2856). Estos subtipos moleculares tienen implicaciones
importantes para la oncogénesis y el resultado del tratamiento, como se refleja por su inclusién en la clasificacion
actual de la Organizacion Mundial de la Salud para LDLBG (Swerdlow, Blood 127, 2016, 2375-2390). Los pacientes
con el subtipo BCG tipicamente tienen resultados mas favorables, mientras que el subtipo LBA se ha asociado con
resultados inferiores después de quimioterapia o inmunoquimioterapia (incluyendo R-CHOP), y puede representar
un subconjunto de pacientes con riesgo bajo con necesidades médicas no cubiertas (como se muestra en estudios
retrospectivos) (Lenz, Proc. Natl. Acad. Sci. USA loc. cit.; Scott 2015 loc. cit.). GOYA es el estudio prospectivo mas
grande para evaluar el impacto de CDO en los resultados clinicos. La comparacién de SSP por subtipo CDO fue
consecuente con un mejor resultado en LDLBG BCG, indicando el CRI un incremento de un 70 % en el riesgo de
progresion de la enfermedad en pacientes con LBA en relacién con el subtipo BCG. El resultado para el subgrupo
no clasificado fue similar al del subgrupo LBA, lo que contrasta con lo que se ha informado en algunos estudios
previos (Scott 2015 loc. cit.). De forma interesante, la clasificacion de CDO no se correlacion6 con la TRG y/o
evaluacion preliminar de SSP en otros estudios definidos prospectivamente, como REMoDL-B (Davies, Blood 128,
2015, 812) o PYRAMID (Leonard loc. cit.), aunque estos estudios usaron diferentes ensayos de CDO. Los
tratamientos especificos dirigidos a subtipos CDO de LDLBG pueden ofrecer una estrategia alternativa para
mejorar los resultados. Seleccionar selectivamente el receptor de linfocitos B o las vias de NF-kB, por ejemplo,
puede resultar beneficioso en los subtipos de LDLBG (LBA o distinto de BCG), como se sugiere por los resultados
de estudios de fase 2 que evaluaron lenalidomida o ibrutinib con R-CHOP (Nowakowski, J Clin Oncol 33, 2015,
251-257; Vitolo, Lancet Oncol. 152014, 730-737; Younes, Lancet Oncol 15, 2014, 1019-1026). Estas estrategias
se estan evaluando actualmente en estudios aleatorizados de fase 3.

El perfil y la naturaleza de los AA informados entre pacientes tratados con G-CHOP fueron como se esperaba, sin
nuevas sefiales de seguridad. La incidencia de AA de grado 3-5, AAG e interrupciones del tratamiento debido a
AA fue ligeramente mayor en el grupo G-CHOP que en el grupo R-CHOP, en consonancia con lo que se ha
informado en otros estudios. Estas discrepancias se pueden deber a diferentes propiedades estructurales y
biolégicas de Gy R.

En conclusion, el estudio actual demostré que G-CHOP no mejor6 la SSP en una gran poblacién de pacientes con
LDLBG sin tratamiento previo en comparacién con R-CHOP, que sigue siendo el tratamiento estandar para estos
pacientes. No se identificaron nuevas sefiales de seguridad.

Ejemplo 3: superioridad de obinutuzumab sobre rituximab en nuevos subgrupos de LDLBG (definido por
biomarcadores predictivos; descripcion y resultados de analisis exploratorios del estudio clinico de fase
3 GOYA)

Ejemplo 3.1: Gazyva™-CHOP es superior arituximab-CHOP en un subconjunto definido por biomarcadores
de LDLBG - Resultados del ensayo clinico en fase 3 de Roche GOYA (BO21005)

Sumario

Rituximab (R) méas quimioterapia CHOP es el tratamiento de referencia en linfoma difuso de linfocitos B grandes
(LDLBG) sin tratamiento previo. Obinutuzumab (G) es un anticuerpo monoclonal anti-CD20 de tipo Il
glucomanipulado. GOYA fue un estudio aleatorizado de fase 3 que compar6 G-CHOP y R-CHOP en LDLBG en
estadio avanzado sin tratamiento previo. El ensayo GOYA en LDLBG 1L no cumpli6é con su criterio de valoracion
principal: CRI estratificado, SSP: 0,92 (IC 95 % 0,76-1,12), pero el ensayo GALLIUM demostro la superioridad de
Gazyva sobre Rituximab en LF 1L (CRI 0,66, IC 95 % 0,51-0,85; actualmente en tramite).

En los analisis exploratorios de GOYA, se observa superioridad de Gazyva™ sobre Rituximab en un subconjunto
de pacientes con LDLBG BCG y/o también en pacientes con mutaciones en CD58 y/o baja expresion de CD58.
Esta es la primera vez que se ha identificado un beneficio de Gazyva en un subgrupo definido por biomarcadores
de LDLBG.
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Los resultados sugieren que (un) subconjunto(s) de pacientes con LDLBG BCG que responden a Gazyva se
puede(n) identificar de varias formas, por ejemplo, determinando la translocacion de BCL2 y la sobreexpresion de
proteina BCL2, y también midiendo el perfil de expresion génica, por ejemplo, por el ensayo de célula de origen
(CDO) de Nanostring usando valores de corte novedosos para la puntuacion de factor pronéstico lineal, LPS.

Procedimientos

La clasificacion de células de origen (CDO) en subgrupos de linfocitos B del centro germinativo (BCG), linfocitos B
activados (LBA) y no clasificado se baso en perfiles de expresiéon génica usando la prueba de subtipificaciéon de
linfoma de uso exclusivo para investigacion de NanoString (NanoString Technologies, Inc., Seattle, WA, EE. UU.).
La puntuacion de factor pronéstico lineal (LPS) es una variable continua (promedio ponderado para la expresion
génica de los genes en el ensayo de subtipado de linfomas de Nanostring) con un intervalo en GOYA de -1138 a
4504. Normalmente, la LPS se usa para clasificar pacientes en los subgrupos de CDO BCG, LBA, no clasificado.
El algoritmo de CDO predeterminado usa un enfoque bayesiano con clasificacion de BCG/LBA en base a un valor
de corte de 290 % en la verosimilitud de ser BCG o LBA (no clasificado funciona como tampon).

La LPS se ha analizado directamente para el resultado clinico por primera vez. La LPS se traté como una variable
continua para la evaluacion del efecto del tratamiento (eficacia de G-CHOP frente a R-CHP) en andlisis
exploratorios no especificados en el ensayo GOYA.

Se evaluaron las translocaciones de BCL-2 usando Bcl-2 Dual Color Break Apart (Vysis, Abbott Molecular) y
también con el ensayo de secuenciacion de segunda generacion de Foundation Medicine, FoundationOne Heme.
La expresion de proteina BCL-2 se evalué usando un ensayo 1HC de uso en investigaciéon de Ventana (clon de
anticuerpo BCL2, 124). La expresion génica del transcriptoma completo en el ensayo GOYA se evalu6 con el kit
de prep. de colecciones de acceso a ARN TruSeq®. Se identificaron mutaciones de CD58 usando el panel de
genes de FoundationOne Heme.

Resultados

Se identificaron subgrupos de LDLBG definidos por biomarcadores que se benefician de G (G-CHOP) sobre R (R-
CHOP):

. pacientes con BCL2 translocada (véase la figura 4)

. pacientes con sobreexpresion de proteina BCL2 (véase la figura 5)

. pacientes con BCL2 translocada con sobreexpresion de proteina BCL2 (véase la figura 6)

. Un subconjunto de pacientes con LDLBG BCG. Estos se pueden identificar como:

o Clasificacion de subgrupo novedoso de pacientes BCG por valores de corte novedosos de la puntuacién de
factor prondstico lineal en el subgrupo novedoso "BCG fuerte" (pacientes con LPS < valor de corte) (véase la figura
7)

o 0 pacientes con BCG con alta expresion génica de BCL2

o 0 pacientes con BCG con sobreexpresion de proteina BCL2

o o0 pacientes con BCG con translocacion de BCL2

o 0 pacientes con BCG con translocacion de BCL2 con sobreexpresion de proteina BCL2 (véase la figura 8)

. En general, pacientes con CD58 mutada y/o pacientes con baja expresion de CD58 (véase la figura 9)

Ejemplo 3.2: superioridad de obinutuzumab sobre rituximab en un nuevo subgrupo de LDLBG similar a LF
molecular - Resultados del ensayo de fase 3 GOYA

Procedimientos

GOYA fue un estudio de fase 3 aleatorizado, abierto, que comparé G-CHOP 1L con R-CHOP en 1418 pacientes
con LDLBG. Las pruebas de biomarcadores se realizaron en tejido tumoral fijados con formol e incluido en parafina,
obtenido antes del tratamiento y sometido a prueba retrospectivamente en laboratorios centrales. Se evalu6 la
CDO usando LST de uso exclusivo en investigacion de NanoString (NanoString Technologies Inc., Seattle, WA,
EE. UU.) en 933 pacientes. Los andlisis de biomarcadores adicionales usados para caracterizacion molecular
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incluyeron la secuenciacion dirigida a ADN de 467 genes usando el panel FoundationOne® Heme (FOH) (n = 499
pacientes) y la expresion génica del transcriptoma completo se evalué usando la secuenciacién de ARN TruSeq®
en 552 pacientes. Se usaron sondas Vysis LS| Dual Color Break Apart FISH Probes para identificar translocaciones
de BCL2 (n = 644 pacientes; valor de corte FISH, 50 %) y se uso el ensayo IHQ de uso en investigacion de Ventana
para evaluar la expresién de BCL2 (clon de anticuerpo BCL2, 124); se defini6 IHQ BCL2+ como una tincion
moderada/fuerte en un =250 % de células tumorales. Se us6 la regresion multivariante de Cox y la regresion
penalizada de red elastica (alfa=0,5) para evaluar los efectos del tratamiento con biomarcadores. Ademas, se
realizaron simulaciones de muestreo con reposicién para identificar la LPS (LST de NanoString) éptima para reflejar
la solidez del efecto del tratamiento observado en GOYA vy la generalizacion del efecto del tratamiento en
poblaciones de estudio independientes. Se realiz6 el ajuste de pruebas mdultiples estimando TDF usando el
procedimiento de Benjamini-Hochberg (significacion, <5 % TDF). Se realizo el andlisis de enriquecimiento de vias
usando una prueba hipergeométrica; por enriquecimiento del conjunto de genes usando conjuntos de genes
definidos por rasgos caracteristicos de MSigDB y un conjunto de genes con rasgos caracteristicos de mutacion
somatica de LF en base a una recapitulacion publicada recientemente. Todos los pacientes dieron su
consentimiento para los andlisis de biomarcadores.

Resultados

La evaluacién de LPS como variable continua identificé un subgrupo de pacientes con BCG que se beneficiaron
de G-CHOP. En particular, la fuerte expresiéon de un perfil de expresion génica del centro germinativo (por LPS) se
vinculé con un beneficio en el resultado del tratamiento con G-CHOP frente a R-CHOP entre pacientes en GOYA.
Las simulaciones de muestreo con reposicion identificaron un valor de corte de LPS 6ptimo (< 725) para predecir
el beneficio de G-CHOP como un 25 % (233/933) de pacientes de GOYA con las menores puntuaciones LPS.
Estos pacientes se denominan en particular pacientes con 'BCG fuerte' y comprenden un 43 % (233/540) de los
pacientes con BCG evaluables en GOYA. Los pacientes con BCG fuerte tratados con G-CHOP lograron resultados
clinicos significativamente mejores en términos de supervivencia sin progresién evaluada por el investigador (CRI
=0,33, p =0,0007), supervivencia sin sucesos (CRI = 0,47, p = 0,003) y supervivencia global (CRI=0,41, p=0,019)
gue los tratados con R-GHOP (véanse las figuras 10, 12; tabla 4). En los analisis multivariantes, el beneficio
observado fue independiente de la demografia de referencia y las caracteristicas de la enfermedad. La seguridad
fue similar con cualquiera de las pautas. Se usaron datos de FOH, ARN TruSeq y IHQ/FISH BCL2 GOYA para la
caracterizacion molecular de los pacientes con BCG fuerte. En los analisis de conjuntos de genes en los datos de
FOH, en comparacion con otros pacientes con BCG, los pacientes con BCG fuerte estaban significativamente
enriquecidos en mutaciones que son caracteristicas de pacientes con LF ("BCG débil": TDF, 3,54e-9). En patrticular,
las translocaciones de BCL2 y mutaciones en varios genes m7-FLIPI estaban altamente enriquecidas en pacientes
con BCG fuerte frente a otros subgrupos de LDLBG (Figura 11). No existieron pruebas de LNH de escasa
malignidad transformado en el subconjunto de BCG fuerte en la evaluacién anatomopatologica central.

Conclusiones

Al analizar los datos del ensayo GOYA, se identificé un nuevo subgrupo clinica y molecularmente distinto de LDLBG
BCG que comprende al menos alrededor de un 25 % de todos los pacientes con LDLBG, denominado "BCG fuerte".
Este subgrupo distinto es identificable por perfiles de expresion génica (usando, por ejemplo, un valor de corte de
LPS de <725 en el ensayo LST de Nanostring) y se caracteriza por mutaciones que también se identifican
cominmente en pacientes con LF (véase Morin loc. cit.). El tratamiento con G-CHOP confiere beneficio clinico
sustancial sobre R-CHOP en este nuevo subconjunto de pacientes con LDLBGLL.

La presente invencion se refiere a las siguientes secuencias nucleotidicas y de aminoéacidos:

SEQ ID NO: 1:

Secuencia de aminoéacidos de la region variable de la cadena pesada de obinutuzumab.

Polipéptido quimérico murino-humano.
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Gin Val Gin Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
Sar Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ala Pha Ser Tyr Ser
Trp lle Asn Trp Vat Arg Gin Ala Pro Gly Gin Gly Let Giu Trp Met
Gly Arg lle Phe Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asp Tyr Asn Giy Lys Phe
Lys Gly Arg Val Thr lle Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
Meat Glu Lau Ser Ser Lau Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
Ala Arg Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val Tyr Trp Gly Gln Gly
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

SEQ ID NO: 2:

5 Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera KV1 de obinutuzumab, Polipéptido quimérico
murino-humano

Asp lle Val Met Thr Gir Thr Pro Lew Ser Leu Pro Val Thr Pyo Gly
Glu Pro Alz Ser lle Ser Cys Arg Ser Ser Lys Ser Leu Leu His Ser
Asgn Gly lle Thr Tyr Leu Tyr Trp Tyr Leu Gin Lys Pro Gly Gin Ser
Pro GIn Leu Leu lle Tyr Gln Met Ser Asn Leu Val Ser Gly Val Pro
Asp Arg Pho Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thrieu Lys lle
Ser Arg Val Ghu Ala Gt Aap Val Giy Val Tyr Tyr Cys Ala Gin Asn
Leu Glu Leu Pro Tyr Thr Phe Gly Giy Gly Thr Lys Vat Giu lle Lys
Arg Thr Val
10  SEQIDNO: 3:

Secuencia de acido nucleico que codifica la region variable de la cadena pesada de obinutuzumab, ADN quimérico
murino-humano

caggtgcaat tggtgcagtc tggegeigaa gttaagaage ctgggagtic agtgaaggtc 60
tcectgcaagy cticcggata cgecttcage taticttgga tcaattggot geggeaggeg 120
cotggacaay ggetegagtg gatgggacgy atctttcceg gegatgggga tactgactac 180
aatgggaaat tcaagggeag agtcacaatt accgecgaca aatccactag cacagectat 240
15 atggagetga geagectgag atctgaggac acggecgtgt attacigtge aagaaatgtc 300
tttgatggtt actggettgt ftactgogge cagggaaccc tggtcacegt ctectca 357

SEQ ID NO: 4:

20 Secuencia de acido nucleico que codifica la regién variable de la cadena ligera KV1 de obinutuzumab, ADN
guimérico murino-humano.
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60

attagctgea ggtctageaa gagcectcitg cacageaatg geatcactta ttigtattgg 120

tacctgcaaa agecagggea gtctecacag ctectgattt atcaaatgte caacctigic

180

tetggegtee ctgaccggtt ctecggatee gggtcaggea cigatttcac actgaaaatc 240
agcagggtgg aggetgagga tgtiggagtt tattactgeg ctcagaatet agaacttcet 300

tacaccttcg gcggagggac caaggtggag atcaaacgta cggtg

SEQ ID NO: 5:

QVOLVOSGAE
IFPGDGDTRY
FRDGYWLVYWG
YEFPEPVTVSH
ICNVNHKPSN
DTLMISRTPE
TYRVVSVLTV
YTLPPERDEL
DEDGEFFLYE

VKKPGESVRY
NGKFKGRVTI
QGTLVTVSSA
NSGALTSGVH
TKVDKKVEPK
VTCVVVDVSH
LHQDWLNGKE
TRNQVSLTCL
KLTVDKSRWO

SCKASGYAFS
TADKSTSTAY
STKGPSVFPL
TEFPAVLOSEG
SCDKTHTCPR
EDEEVKENWY
YKCKVENKAL
VKGFYPSDIA
QGRVEBCSVM

YSWINWVRQA
MELSSLRSED
ABSSKSTBGG
LYSLSSVVTY
CPAPELLGGP
VDGVEVHNAK

345

PGOGLEWMGR
TAVYYCARNV
TAALGCLVKD
PESSLGTQTY
SVFLFPPKPK
TKPREEQYNS

PAPIEKTISK AKGQPREPQV

VEWESNGCPE
HEALHNHYTQ

NNYKTTPPVL
KSLSLEPGK

Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de obinutuzumab. La regién variable comprende las posiciones
aminoacidicas 1 a 119.

a0

100
150
200
250
300
350
400
449

SEQ ID NO: 6:

Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera KV1 de obinutuzumab. La region variable comprende las posiciones
aminoacidicas 1 a 115.

DIVMTQTPLS LPVTPGEPAS ISCRSSKSLL HSNGITYLYW YLOKPGQSPQ 50!

LLIYQMSNLV SGVPDRFSGS GSGTDETLKI SRVEAEDVGY YYCAQNLELP 1007
YTFGGGTKVE IKRTVAAPSV FIFPPSDEQL KSGTASVVCL LNNFYPREAK 150
VOWKVDNALQ SGNSQESVTE QDSKDSTYSL SSTLTLSKAD YEKHKVYACE 200!
VTHQGLSSPV TKSFNRGECT 219"

SEQ ID NO: 7:

Secuencia de acido nucleico que codifica la regién variable de la cadena pesada de obinutuzumab (B-HH6).
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CAGGTGCAATTGGTGCAGTICTGGCGCTGAAGTTAA
GAAGCCTGGGAGTTCAGTGAAGGTCTCCTGCAAGG
CTTCCGGATACGCCTTCAGCTATTCTITGGATCAATT
GGG TGCGGCAGGCGCCTGGACAAGGGCTCGAGTG

GATGGGACGGATCTTTCCCGGCGATGGGGATACTG
ACTACAATGGGAAATTCAAGGGCAGAGTCACAATT
ACCGCCGACAAATCCACTAGCACAGCCTATATGGA
GCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGT
ATTACTGTGCAAGAAATGTCTTTGATGGTTACTGGC

TIGTTTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCT
CCTCA

SEQ ID NO: 8:

Secuencia de acido nucleico que codifica la regién variable de la cadena ligera KV1 de obinutuzumab.

GATATCGTGATGACCCAGACTCCACTCTCCCTGCCC
GTCACCCCTGGAGAGCCCGCCAGCATTAGCTGCAG
GTCTAGCAAGAGCCTCTIGCACAGCAATGGCATCA
CTTATTTGTATTGGTACCTGCAAAAGCCAGGGCAG
TCTCCACAGCTCCTGATTTATCAAATGTCCAACCTT
GTCTCYGGCAGTCCCTGACCGGITCTCCGGATCCGGG
TCAGGCACTGATTTCACACTGAAAATCAGCAGGGT
GGAGGCTGAGGATGTTGGAGTTTATTACTGCGCTC
AGAATCTAGAACTTCCTTACACCTTCGGCGGAGGE
ACCAAGGTGEAGATCAAACGTACGHGTG

SEQ ID NO: 9:
Secuencia de aminoéacidos de la cadena pesada de rituximab.

Rituxumab heavy chown chimeric.

QVQLQBPGAE LYKPGASYRMSCKASGYTFTSYNMHVKQTPGRGL EWTGATYPGNEDTSY
HOKFKGRATLTADKS SSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARSTYYGGOWYFNVNGAGTTVTYS
AASTKGPSVFPLAPSSKST SO TAALGCLVE DYFPEPVTVSINSGALTSGVHTEPAVLGS
SELYSLSSVWTYPSSSLGTQTY ICHMYNHKPSNTKVDKKAEPKSCOK THECPPCPAPELLG
GPSVFLFPPKPKUTLMISRTPEVTCYVVDVSHEDPEVK FIYVDGYEVHNAKTKPREEQY
HSTYRVVSVLTVLHOUNE NGRE YKCKVSNEALPAPLEKTI SKAKGOPREPOVY TLPPSRD
ELTRMOVSLTCLVKGF YPSDIAVEWE SNGQPERNYKT TPPVLDSDGSFRLY SKLTVDKSR
WOOGHYFSCSYMHE ALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO: 10:
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Secuencia de amino&cidos de la cadena ligera de rituximab.

SEQ ID

NO:11:

Rituximeb light chawn chimertic
QIVLSOSPATL SASPOEKVTMTCRASSSVS Y THWFQQKPCSSPKPWEYATSHLASGYPVR
FSGSGSaTSYSLTISRVEAEDAATYYCQQNT SNPPTFGGGTKLETKRTVAAPSVFIFPPS
DEOLKSETASYVCL LNNFYPRE AN VOWKVDNALQSGNSQESYTEQRSKDSTYSLSETLTL
SKADYEKHKVYACEVTHQGL SSPYTKSFNRGEC

Ejemplo de una secuencia de nucle6tidos que codifica CD58 de Homo sapiens (ser humano)

(variant

1

61
121
181
241
3ol
361
421
4B1
541
601
661
21
781
841
01
961
1021
1081
1141

e 1).

gggoegoogy
ggtgottgaa
catggttgcet
gcactgettz
fgtaacttte
ggataaagtt
ggtttattta
agatgagtat
goettgagtct
ceaatgeatg
ttgteetatg
tettococacaa
cattttgaca
cataccatta
tgacagaaaa
cataactaaa
ttttgascaa
acaaagaaca
tttttgteasg
tgtacacaag

SEQ ID NO:12:

c.gocageco
cttagggetyg
qagagegacy
ggtttcatca
catgtaccaa
geaqaactgg
gacactgtgt
gaaatggaat
cttecatete
ataccagage
gagcaatgta
aaaatacagt
acctgtatce
geagtaatta
ceagacagaa
ttattttaaa
ctgttggaaa
agcattagtt
taaattgttt
tga

agggegggge
cttgtggety
cgggacdgygc
gctgttttte
gcaatgtgcc
aazattctga
caggtagcect
cgccaaatat
ccacactaac
attacaacag
aacgtaactc
gtactettag
caagcagoegg
caacatgtat
ccaactecaa
aactaaaaagqg
tgtaacttga
ttggctgtca
ttactgatga

ggagcectac
ggcactcgeg
cclgggggtc
ccaacaaata
tttaaaagag
attcagagcet
cactatctac
tactgatace
ttgtgcattg
ccatcgagga
aaccagtata
caatccatta
tcattcaaga
tgtgctgtat
ttgattggta
ccatctgatt
agcagctget
tczactratt
tgtagatact

ttetggecga
CAgaggcegy
ctcagegtyg
tatggtgttyg
gtcotatgga
ttctcatett
aacttaacgat
atgaagttot
actaatggaa
cttataatgt
tattttaaga
tttazstacaa
cacagaltatyg
atgaatggta
acagaagatyg
teteatttga
ttaagaagaa
atatgactag
tttgtaaata

ccgocgtagge
coogacgsge
tetgeotgoet
totatgggaa
daaaacaaaa
ttaasaaatag
catcagatga
tterttatgt
geattgaagt
actoatggda
tLggaaaazga
catcatcaat
cacttatacc
ttotygaaatyg
aagacaacag
gtattacaat
atacccacta
gtgcttgett
aatgtaaata

Ejemplo de una secuencia de aminoacidos de CD58 de Homo sapiens (ser humano) (isoforma 1).

1
61
121
181
241

mvagsdagra
dkvaelense
ileslpsptlt
lpgkigotls
drkpdrtnsn

SEQ ID NO:13:

lgvlsvvecll

nplfnttssi

hefgfiscefs guiyvgvvygn vifhvpsnvp
frafssfknr vylditvegsl tiynltssde devemespni
caltngsiev gomipehyns hrglimyswd cpmegekrns
iltteipssg herhryalip iplavittedl

lkeviwkkgk
tdtmkfElyy
tsiyfkmend
wlymngilke

Ejemplo de una secuencia de nucle6tidos que codifica BCL2 de Homo sapiens (ser humano)

(variante alfa).

1 tttetghgas geagaagtet
€1 cooogogact ocotgaltcat
121 attgatggga tcgttgoett
181 ggatecatgct grtacttaaaa

gggaatogat
tgggaagttt
atgeatttgt
adtacaacal

52

ctggasatee tectaattht tacteootet
caaatcagel ataactggag agtgoetgaag
tLtggtttta caaaaaggaa acttgacaga
cacagagygas gtagactgat attaacaata



241
301
361
421
481
541
601
661
121
78X
8§41
201
861
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
15861
1621
1681
1741
1801
1861
1821
1581

cttactaata
cetgeatcte
cecoctogtec
ttotetggyg
tcetetggga
gaagtacatc
cgocgocgolc
goeceatega
tgooocogge
cotoceogecag
cagcecagcety
goetettoagg
catgtgtgtyg
gatgacigag
tgcctityaty
tetgaagact
gggcoacazg
agtagaaata
maaasaalraac
aacagtcttc
tttttacatt
tetttggasa
ctgtgectgt
agacggatyy
gggagaaggt
gagggttcoct
tgactcacat
tacccactga
aaagtatttt
tcatccagta

ataacgtgce
atgocaaggg
gagaatgcasa
goegtggggt
aggatggcgce
cattataage
coggggyeey
geoegeatoceo
geogoogegq
gecgyeyacd
cacctgacge
gacggggtaa
gagagcatca
tacctgaacco
gaactgtacy
ctgeteagtt
tgaagtoaac
atatgcattg
dcacatataa
aggcaaaacy
attaagaaaa
tcegaccact
agacatagat
dagasggacc
gttoatteac
gtggggggaa
gatgcataco
gatttccacyg
tttaagctac
cottaageocec

ES2933256 T3

tcatgaaata
ggaaacacca
agcacatccsa
gggagcetggg
acgetgggayg
tgtegeagayg
cooorgoacs
gggacecggt
ggcctgeget
acttoctcecocg
cectteacege
actgggeygay
sccgggagat
ggeacctges
gcooccageat
Lggoectggt
atgecotgece
tcagtgatgt
acatcacacs
tegaatcage
aaagatrttat
aattgccaag
tegeottteca
tgatcattgyg
ttgoatitot
gtecatgeot
tggtgggagy
cogaaggaca
caattgtgcoe
tgatigtgta

aagatccgaa
yaatcaagtyg
atazaatage
gogagaggtg
aacagggtac
gggctacgay
gggcatctie
cgcecazggace
cagoocggtyg
cegetaccege
goeyggggacge
gattgtggeo
gtcgcoceoctg
cacciggate
geggoctety
gggagettge
caaacaaala
zccatgaaac
Ccacagacaga
tatttactygc
trtatttaaga
cacegottcy
tgttgttggc
ggaagetgge
ttgoccectggg
ccotggeetg
aaaagagttyg
gcgatgggaa
gadaaaagra
tattcatata

53

aggaatigga
fttecogogliga
tggatiataa
cegttggece
gataaccyggg
Lgggatgegg
tecteocoage
tegeegotgo
coacchgigg
cgogacttog
tttgecacgy
ttetttgagt
gtggaczaca
caggataacyg
tttgatttct
atcacectqy
ftgcoaaaaggt
aaagelygcag
cacacacaca
caaagygeaa
cagtcceate
tgtguctcea
cggatcaccea
tittctggetyg
ggetgtgata
zaJgaagagac
ggaacttcag
saatgeocott
ttttagcaat
ttttggatac

atazaaattt
ttgaagagcac
ctcotottet
cogbtgettt
agatzgtgat
gagatgtggg
coygggeacac
agaccooggo
tccacctgac
cegagatgto
tagtggagga
tcaggtggggt
tcgeocotgtyg
gaggetggga
cetggetrgte
gtgectatet
tcactaasge
getgtttaag
cacaacaatt
tateatttat
aaaattcoctyg
coctggatgtt
tetgaagage
ctggaggcty
Ltaacagagqgy
tetttgeata
atggacctag
aaatcatagg
ttatacaata
goacoocotsa



2041
2107
2161
222
2281
2341
244031
248%
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3h41
3601
366l
3721
3781
3841
3901
396l
4021
4082
4141
4201
1261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
£681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
2401
5461
5521

acteoccaata
acatttcggat
agtagoctget
tagtoctygga
tgtogtetee
gtagaggggt
ggagcatggy
goccctgggen
ggccacggcc
gtgagtttaa
ttgaagtgag
tettgtcact
gatatgggdy
taaagaagta
ccagtttaga
taccatttat
tatttegaaa
atttagttat
ttatctettyg
cctaagaada
catttacacg
gtttottgaa
tacatgcatg
accageagat
tcgacacaga
toottcaggg
totggtatga
atgattctaa
gatatggaat
tgcagtatge
tggacgttitt
agtatttgaa
tttigetgtg
cccagaacty
chtatiguta
tttteteocte
catcoctatt
aaaaaacadglb
tatatgeact
atctgagaac
cagaatygaca
agaaaactct
tttagttcaa
tgtggoecttc
gtagetotgy
atcaagatts
gatctattga
caaatagltt
tggotgtttt
Zasaacagqga
tctattetge
tttaagaasat
tatteaattt
gttggagggg
gggagttgua
gatgtgatge
vacgaccTht
caatgglata
ttltaactaac

ctggetotgt
gecttcoogoa
tttaggagac
actgagccygyg
gaatgtctag
gtggotggge
AgCedngace
cttoctatca
cattttggetk
agcaaggett
gtgtcatggs
gragtttggt
tratetgtac
acaaaagaag
atcagooettyg
ctgtattaac
gctgotttaa
ggeccetataca
attetteaaa
accbggatgt
tcaacagaat
ggttteocteg
tttggttaaz
tcaaatctat
coccacccags
tottcctgaa
agocagacet
trtttaagcea
atccaatect
tccacgtggt
Lzatatazag
aaatgtatat
gggttttgtt
tacaglattg
aaaacatgtt
ttotttottt
ttgtattgaz
coetoetgtaty
trecaaattyg
cteotegqyec
gotgacagyy
ggcaggetts
acaagacgca
catttataty
cocagtggga
aatgtasata
gigaacagaa
ataaatgtga
tagactttat
aaggenogad
toetbattoetg
aradttorac
ggatctttea
tgggagggag
agttttcaga
ctotgegaay
agattccaga
aatitcaage
aggatattza

ES2933256 T3

ctgagtasdga
tecaggaadggc
cgaagteoga
ggcocctcoact
aagctgatgg
ctgtcacecet
cttcttaaga
gaaggacatg
gragcacaly
taaatgactt
ttaattgacoc
tttatttgas
atcoctgygygo
tgacatette
azaacattgat
tttggaatygt
aaazatacat
ctatttgtga
ageattctga
cactggocad
tgtttattgt
tcocctgggea
coeatgagat
ggtggtttga
geoctootga
atgcagtggt
coecggeggy
saatattatt
gtgcEgotat
aagatectec
coetgttttar
atattaagag
acctggtttt
bggotgeact
agarytaalby
tecattatate
gagggattca
tacteoctett
dggacaagdy
ctococagtor
tctatggoccea
agatttggaa
aacattciat
tgatotttgt
agazttagga
atcagqugoaa
ttgcaaatag
acrtazachta
tatcacttat
atacaagoaa
tggigtettt
attgtcaage
gogatttttt
gaggaattit
ataaccagsa
aavcttgigt
gacatcagea
tggatatgte
atgacaacot

aacagaatoc
tagagttacc
agaacctgeco
ggeotoctoe
agetcagaat
gggoeoectog
catctatoao
gtgaaggetg
geacgtbgyge
tggagagggt
cctgtetatg
aaccigacaa
attsaaaaaa
ageaaataaa
ggastaactc
actctgtica
goatctoage
grazaggtaa
gaaggtgaga
tgaggagertt
gacegttata
attcegeatt
tcattcagrt
cetitagaga
cchtoocttooy
gcttacgote
cotcagggaa
ttatgaaagyq
cotgocaaaa
zagotgettt
cttttgttgt
gtoacgggyg
aataacagta
tgototaaga
aatgtatara
taattatttr
catatgeate
tacactggcc
ctotanaasa
ctogotgoeac
tcgogtogtc
taaagtcaca
coacagetoa
thtattagta
agtgattata
tecceacaca
tctetatttg
taaLtaatte
agttagtaat
vtctaaggaa
tgcageocayg
ttatgaaggt
ttttaaatta
faaatgtaaa
crtaagggtat
gacaaatgay
tggetcaaaq
taatgggtat
totggttgot

54

fLetggaactt
cagageatca
tgtgtocoag
agyggatgatc
tccactgtca
aggtaggooc
tgtagaggga
ggaacgtgag
tgktgtggeoct
cacaaatcct
gaattacatyg
azaazaagtt
azatcaatygyg
ctaggaaatt
tgtggcatta
atgtttaatg
grttttttgt
tegttttoty
taagecectga
tgtticaacc
totgttgtec
taatticatyg
aaaaatocag
gttgctitan
cgggggottt
caccaagaaa
cagaatgate
tttacetigt
tcattitaat
agaagtaaca
tgttcaaacy
ctaattgetyg
aatgtgececea
gtagtigatlyg
aaaguctca&
geagttggge
ttaactgotc
agggteagag
Agocccasds
agatacteeg
tocgaagatt
gaattaagya
ciiacctcto
aatgcttate
aatogagagy
tgtctagett
taattygaach
caactgtact
gtacacctac
attagggagh
acaaatgtay
tecaatcaga
ttatgugaca
acattcccaa
gaaggacctg
aaacatttitg
tgoageoeog
ttaaacaata
agggacator

gaggaaghyga
ggccgocaca
ctiggaggec
aacagggcag
agaaagagca
gttttcacgt
aggaacagag
gagaggcaat
tggooecacot
aaaagaagea
taaascatca
cocaggtgtgg
tggyggaacta
tttttttett
ttgcattata
ctgtggttga
ttttaattgt
tttgagattt
gtctecagcta
aagtcatglyg
atttgaccelt
tattcaggat
atggraaaty
gtggcotgtt
ctoatggetyg
gcaggagaaco
agacctttga
caaagtgatyg
ggagtcagtt
atgaagaacg
gagattcacay

ctggctygeo
gecteocttgge
trtgeatttte
cbagtcattt
aacagagaad
Lttatgaatyg
ttaaatagagy
Jaagaagadc
caagagaqggce
tygeagquge
agoacotcan
tgtgtooaga
atctzaagat
agi.tataata
taacctooag
tatcotaaaa
tttaaggcayg
totatcagag
cagttgaaat
ttacacactt
toetttatigt
aaggacattt
gtttggatca
tattggggte
aagtttgtgy
Lhtggoagty
aatghtgoagt
grttotaaat



10

5581
5641
5701
5761
5821
5881
28941
6001
6061
a1zl
6181
8241
6301
6361
6421
6481

ghttattaltg
gagaqgtgata
gacaacoatg
atggageatyg
cazacatoot
cactggtgga
agacigtagt
gggeootoea
gacagtgyat
tcttaagttt
aataaaaata
atacttttac
tgoaacactyg
gteotocagtt
cattgcecatt
tgtgagatac

SEQ ID NO14:

tacaatacaqg
atacaagtce
ascttggaca
aatggtactg
atcaacaaca
ggatggasag
gtagatactig
gatagctcat
tgoatttott
teaaccaagyg
agtgtacaat
cttocatgge
tacacataaa
ggccaccatt
aaactbioct
tg

ES2933256 T3

aaaaazattt
ttragtotta
atcatyaaat
tacoggttea
aggttgttct
getogetcaa
agtaaatoca
tteattaagt
ttggggaage
tttgetttiyg
aagbghttrtt
Totttttaag
aaatacggta
aqetatazaty
tgtctgtcta

tataaaatta
cecagtgaat
atgeatctca
tetgoactge
gcataccaag
tcaagaaaat
tgeacotaaa
trtteocotoe
tttcttttgy
ttttgagtta
gtattgaaag
attgatactt
aggatacttt
goactttgtt
gttastattg

agoaatgtga
cattotgito
ctggatgoan
CoCagaiasa
ptgagracayg
totgagacta
cettttggaa
aaggtagaat
tggttttgta
ctggggttat
cttttgtiat
toaagaggty
acatggutiaa
tgtothgtig
Lgaagaaassa

Ejemplo de una secuencia de aminoacidos de BCL2 de Homo sapiens (ser humano)

(isoforma alfa).

1
61
121
181

mehagrtgyd nreivmkyih yklsgrgyew dagdvgaapp
asrdpvarts plgtpaapga aagpalspvp pvvhltlrga
ltpftargrf atvveelfrd gvnwgrivaf fefggvmeve
Inrhlhtwiq dnggwdafive lygpsmrplf dfswlslktl

55

aactgaatty
catgtettty
agaaaatoay
tascttoaag
aagarggygad
ttaataaata
aatctgocogt
ttgcaagagt
tattatacct
Lttfgtttta
caagatittc
getgatatte
ggtaaagtaa
gasaaagtca
taagagtacag

gaapapgifs sgpghtphpa
gddfsrryrr dfaemssglh
sviremsplv dnialwmtey
l1slalvgaci tilgaylghk
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<110> F. Hoffmann-La Roche AG

ES2933256 T3

LISTADO DE SECUENCIAS

NanoString Technologies, Inc.

<120> Tratamiento con obinutuzumab de un subgrupo de pacientes con LDLBG novedoso

<130> AA1470 PCT S3

<150> US62/542.489

<151> 08/08/2017

<160> 14

<170> BIiSSAP 1.3

<210> 1
<211> 119
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Laregion variable de la cadena pesada de obinutuzumab; polipéptido quimérico murino-humano

<400> 1

Gln Vval Gln
1

Ser Val Lys

Trp Ile Asn

35

Gly Arg Ile
50

Lys Gly Arg

Met Glu Leu
Ala Arg Asn

Thr Leu Val
115

<210> 2
<211> 115
<212> PRT

Leu
val
20

Trp
Phe
val
Ser
val

100
Thr

Vval
5
Ser
Val
Pro
Thr
Ser
85
Phe

val

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Laregion variable de la cadena ligera KV1 de obinutuzumab; polipéptido quimérico murino-humano

<400> 2

Asp Ile Val
1

Glu Pro aAla

Asn Gly Ile
35
Pro Gln Leu
50
Asp Arg Phe
65

Met
Ser
20

Thr

Leu

Ser

Thr
5

Ile
Tyr

Ile

Gly

Gln
Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leu

Asp

Ser

Ser Gly
Lys Ala
Gln Ala
40

Asp Gly
55

Thr Ala
Arg Ser
Gly Tyr

Ser

Ala
Ser
25

Pro
Asp
Asp

Glu

Trp
105

Gln Thr Pro Leu

Ser

Leu

Tyr

Ser
70

Cys Arg

Tyr Trp
40

Gln Met

585

Gly Ser

Ser
25
Tyr

Ser

Gly

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Lys
Asp

90
Leu

Ser
10

Ser
Leu

Asn

Thr

56

val
Tyr
Gln
Asp
Ser
75

Thr

val

Leu
Lys
Gln
Leu

Asp
75

Lys
Ala
Gly
Tyr
60

Thr

Ala

Tyr

Pro
Ser
Lys
val

60
Phe

Lys
Phe
Leu
45

Asn
Ser

VvVal

Trp

val
Leu
Pro
45

Ser

Thr

Pro
Ser
30

Glu
Gly
Thr

Tyr

Gly
110

Gly
15

Tyr
Trp
Lys
Ala
Tyr

95
Gln

Ser
Ser
Met
Phe
Tyr
80

Cys

Gly

Thr Pro Gly

Leu
30

Gly
Gly

Leu

15
His

Gln
val

Lys

Ser

Ser

Pro

Ile
80
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Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Ala Gln Asn

85

90

95

Leu Glu Leu Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
105

Arg Thr Val
115

<210> 3

<211> 357
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

100

Secuencia artificial

guimérico murino-humano

<400> 3
caggtgcaat

tectgeaagy
cctggacaag
aatgggaaat
atggagctga
tttgatggtt
<210> 4
<211> 345
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

tggtgcagtc
cttecggata
ggctcgagtg
tcaagggeag
gcagecctgag

actggettgt

Secuencia artificial

tggcgctgaa
cgectteage
gatgggacgg
agtcacaatt
atctgaggac

ttactgggge

ADN quimérico murino-humano

<400> 4

gatatcgtga tgaccecagac tccactcetcece

attagctgca
tacctgeaaa
tectggcecgtcc
agcagggtgg

tacaccttcg

<210> 5

<211> 449
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 5

ggtctagcaa
agccagggea
ctgacecggtt
aggctgagga

gcggagggac

Secuencia artificial

gagecctettg
gtetecacag
ctccggatcce
tgttggagtt

caaggtggag

la cadena pesada de obinutuzumab

gttaagaagce
tattettgga
atctttcceg
accgccgaca
acggccgtgt

cagggaacce

ctgcecegtea
cacagcaatg
ctectgattt
gggtcaggca
tattactgcg

atcaaacgta

110

ctgggagttce
tecaattgggt
gcgatgggga
aatccactag

attactgtge

tggtcacegt

cccctggaga
gcatcactta
atcaaatgte
ctgatttcac

ctcagaatct

cggtg

agtgaaggtc
geggeaggeg
tactgactac
cacagecctat
aagaaatgtc

ctectea

gccegecage
tttgtattgg
caaccttgte
actgaaaatc

agaacttcct

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser

57

Secuencia de acido nucleico que codifica la region variable de la cadena pesada de obinutuzumab; ADN

60

120

180

240

300

357

secuencia de acido nucleico que codifica la regién variable de la cadena ligera KV1 de obinutuzumab;

60

120

180

240

300

345



Ser
Trp
Gly
Lys
65

Met
Ala
Thr
Pro
Gly
145
Asn
Gln
Ser
Ser
Thr
225
Ser
Arg
Pro
Ala
Val
305
Tyr
Thr
Leu
Cys
Ser
385
Asp
Ser

Ala

Lys

Val
Ile
Arg
50

Gly
Glu
Arg
Leu
Leu
130
Cys
Ser
Ser
Ser
Asn
210
His
val
Thr
Glu
Lys
290
Ser
Lys
Ile
Pro
Leu
370
Asn
Ser

Arg

Leu

<210> 6

<211>
<212>
<213>

Lys
Asn
35

Ile
Arg
Leu
Asn
val
115
Ala
Leu
Gly
Ser
Leu
195
Thr
Thr
Phe
Pro
val
275
Thr
Vval
Cys
Ser
Pro
355
val
Gly
Asp

Trp

His
435

219
PRT
Secuencia artificial

Val
20
Trp

Phe
val
Ser
val
100
Thr
Pro
Val
Ala
Gly
180
Gly
Lys
Cys
Leu
Glu
260
Lys
Lys
Leu
Lys
Lys
340
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

420
Asn

Ser
Val
Pro
Thr
Ser
85

Phe
val
Ser
Lys
Leu
165
Leu
Thr
Vval
Pro
Phe
245
Val
Phe
Pro
Thr
Val
325
Ala
Arg
Gly
Pro
Ser
405
Gln

His

Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leu
Asp
Ser
Ser
Asp
150
Thr
Tyr
Gln
Asp
Pro
230
Pro
Thr
Asn
Arg
Val
310
Ser
Lys
Asp
Phe
Glu
390
Phe

Gly

Tyr

Lys
Gln
Asp

55
Thr

Gly
Ser
Lys
135
Tyr
Ser
Ser
Thr
Lys
215
Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
295
Leu
Asn
Gly
Glu
Tyr
375
Asn
Phe

Asn

Thr

ES2933256 T3

Ala
Ala
40

Gly
Ala
Ser
Tyr
Ala
120
Ser
Phe
Gly
Leu
Tyr
200
Lys
Pro
Lys
Val
Tyr
280
Glu
His
Lys
Gln
Leu
360
Pro
Asn
Leu

Val

Gln
440

Ser
25

Pro
Asp
Asp
Glu
Trp
105
Ser
Thr
Pro
Val
Ser
185
Ile
val
Ala
Pro
Val
265
Val
Gln
Gln
Ala
Pro
345
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Phe

425
Lys

10
Gly

Gly
Thr
Lys
Asp
Leu
Thr
Ser
Glu
His
170
Ser
Cys
Glu
Pro
Lys
250
val
Asp
Tyr
Asp
Leu
330
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
410

Ser

Ser

58

Tyr
Gln
Asp
Ser
75

Thr
val
Lys
Gly
Pro
155
Thr
val
Asn
Pro
Glu
235
Asp
Asp
Gly
Asn
Tre
315
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
395
Lys

Cys

Leu

Ala
Gly
Tyr
60

Thr
Ala
Tyr
Gly
Gly
140
val
Phe
val
Val
Lys
220
Leu
Thr
val
Val
Ser
300
Leu
Ala
Pro
Gln
Ala
380
Thr
Leu

Ser

Ser

Phe
Leu
45

Asnh
Ser
Val
Trp
Pro
125
Thr
Thr
Pro
Thr
Asn
205
Ser
Leu
Leu
Ser
Glu
285
Thr
Asn
Pro
Gln
Val
365
VvVal
Pro
Thr

Val

Leu
445

Ser
30

Glu
Gly
Thr
Tyr
Gly
110
Ser
Ala
Vval
Ala
val
190
His
Cys
Gly
Met
His
270
Val

Tyr

Ile
Val
350
Ser
Glu
Pro
Val
Met

430
Ser

15
Tyr

Trp
Lys
Ala
Tyr
Gln
val
Ala
Ser
vVal
175
Pro
Lys
Asp
Gly
Ile
255
Glu
His
Arg
Lys
Glu
335
Tyr
Leu
Trp
val
Asp
415
His

Pro

Ser
Met
Phe
Tyr
80

Cys
Gly
Phe

Leu

Trp
160
Leu
Ser
Pro
Lys
Pro
240
Ser
Asp
Asn
Val
Glu
320
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
400
Lys

Glu

Gly
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25

<220>
<223>

<400> 6
Asp Ile
1

Glu Pro

Asn Gly
Gln
50

Arg

Pro

Asp
65
Ser Arg

Leu Glu

Arg Thr

Val
Ala
Ile
35

Leu
Phe
Val

Leu

Val

Met Thr
5
Ser Ile
20
Thr Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Gln
Ser
Leu
Tyr

Ser

ES2933256 T3

la cadena ligera KV1 de obinutuzumab

Thr Pro

Cys Arg

Tyr Trp
40
Gln Met
55

Gly Ser

70

Glu Ala
85
Pro Tyr
100

Ala Ala

115

Gln Leu
130
Iyr Pro
145
Ser Gly

Thr Tyr

Lys His

Lys
Arg
Asn
Ser

Lys

Ser Gly

Glu Ala

Glu
Thr
Pro
Thr

Lys

Asp Val

Phe Gly

Val
120
Ser

Ser

Ala
135

Val Gln

150

Gln
165
Ser

Ser

Leu
180

val Tyr

195

val
210

Pro

<210> 7

<211> 357
<212> ADN
<213>

<220>
<223>
HHe6)

<400> 7
caggtgcaat

tectgecaagg
cctggacaag
aatgggaaat
atggagctga
tttgatggtt
<210> 8
<211> 345
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

Thr

Lys Ser

Secuencia artificial

tggtgcagtc
cttecggata
ggctcgagtg
tcaagggcag
gcagectgag

actggecttgt

Secuencia artificial

Glu

Ser

Ala

Phe

Ser Val

Thr Leu
Glu
200
Arg

Cys

Asn
215

tggcgcectgaa
cgectteage
gatgggacgg
agtcacaatt
atctgaggac

ttactgggge

Ser Leu
10

Ser

Leu

Ser
25
Tyr

Lys

Leu Gln

Ser Asn Leu

Gly Thr Asp
75
Val Tyr
90

Gly

Gly
Gly Thr
105
Phe

Ile Phe

Val val Cys
Val
155

Gln

Trp Lys

Thr Glu
170
Thr Leu
185

Val

Ser
Thr His

Gly Glu Cys

gttaagaagc
tattettgga
atcttteceeg
accgccgaca
acggeegtgt

cagggaacce

59

Pro Val

S8er Leu

Pro
45
Ser

Lys

val
60
Phe Thr

Tyr Cys

Lys Val

Thr
Leu
30

Gly
Gly
Leu

Ala

Glu

Pro
15
His

Gly
Ser
Gln Ser
vVal Pro

Ile
80
Asn

Lys

Gln
95

Ile Lys

110

Pro
125
Leu

Pro

Leu
140
Asp Asn

Asp Ser

Lys Ala

Ser
Asn
Ala
Lys

Asp

Asp Glu

Asn Phe

Gln
160
Ser

Leu

Asp
175

Tyr Glu

190

Gln Gly

205

ctgggagttc
tcaattgggt
gcgatgggga
aatccactag

attactgtge

tggtcacegt

Leu

Ser Ser

agtgaaggtc
gcggeaggeg
tactgactac
cacagcctat
aagaaatgte

ctecetea

secuencia de acido nucleico que codifica la regién variable de la cadena pesada de obinutuzumab (B-

60

120

180

240

300

357

secuencia de acido nucleico que codifica la region variable de la cadena ligera KV1 de obinutuzumab
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<400> 8
gatategtga

attagctgca
tacctgcaaa
tetggegtee

agcagggtgg

tacacctteg

<210> 9
<211> 451
<212> PRT
<213> Secuen

<220>
<223>

<400> 9
Gln val
1

Ser

Gln

Val Lys
His
35
Ile

Asn Met

Gly Ala
50
Lys Gly
65
Met

Lys

Gln Leu

Ala Arg Ser

Ala Thr
115

Pro

Gly

Phe
130
Leu

val

Ala
145
Ser

Gly

Trp Asn

Val Leu Gln
Ser
195

Ser

Pro Ser

Pro
210
Lys

Lys
Asp Thr
225
Gly

Pro Ser

Ile Ser

Glu Pro
275
Ala

Asp

Asn
290

His

tgaceccagac
ggtctagcaa
agccagggcea
ctgaccggtt
aggctgagga

gcggagggac

cia artificial

Gln
5
Ser

Leu

Met
20
Trp Val

Tyr Pro

Ala Thr

Ser
85
Tyr

Ser

Thr
100
Thr Val

Leu Ala

Cys Leu

Gln
Cys
Lys
Gly
Leu
70

Leu
Tyr
Thr

Pro

val

ES2933256 T3

tecactetee
gagcctcttg
gtcteocacag
ctecggatee
tgttggagtt

caaggtggag

la cadena pesada de rituximab

Pre Gly

Lys Ala

Gln Thr
40
Asn Gly
55
Thr Ala

Thr Ser

Gly Gly

Val Ser
120
Ser Ser
135

Lys Asp

150

Ser Gly
165
Ser Ser
180
Ser Leu

Asn Thr

His Thr

Ala
Gly
Gly
Lys

Cys

Leu Thr

Leu Tyr

Thr Gln
200
val Asp
215

Proc Pro

230

Phe
245
Pro

val

Thr
260
Glu val

Lys Thr

Leu
Glu
Lys

Lys

Phe Pro

Val Thr

Phe Asn
280
Pro Arg

295

Ala
Ser
25

Pro
Asp
Asp
Glu
Asp
105
Ala
Lys
Tyr
Ser
Ser
185
Thr
Lys
Cys
Pro
Cys
265
Trp

Glu

ctgeeegtea
cacagcaatg
ctcocectgattt
gggteaggea
tattactgecg

atcaaacgta

Glu
10
Gly

Leu
Tyr
Gly Arg
Thr Ser
Ser

75
Ser

Lys

Asp
20
Trp Tyr

Ala Ser

Ser Thr

Phe Pro
155
Gly Val
170
Leu Ser

Tyr Ile

Lys Ala
Ala
235
Pro

Pro

Lys
250
Val Val

Tyr Val

Glu Gln

60

cecectggaga
gcatcactta
atcaaatgtc
ctgattteac

ctcagaatct

cggtg

Val Lys Pro

Thr Phe Thr
30
Leu Glu
45

Asn

Gly
Tyr Gln
60

Ser

Ser Thr

Ala Val Tyr
Val
110

Gly

Phe Asn

Thr Lys
125
Ser Gly
140

Glu

Gly

Pro Val

His Thr Phe
val
150

Val

Ser Vval

Asn
205
Pro

Cys

Glu
220
Pro

Lys

Glu Leu

Lys Asp Thr

Val Val
270
val

Asp
Asp Gly
285
Asn

Tyr Ser

300

geocegecage
tttgtattgg
caaccttgte
actgaaaate

agaacttcct

Gly ala
15
Ser Tyr

Trp Ile

Lys Phe

Ala Tyr
80
Tyr Cys
95
Trp Gly

Pro Ser

Thr Ala

Thr Vval
160
Pro Ala
175
Thr val

Asn His

Ser Cys

Leu Gly
240
Leu Met
255
Ser His

Glu val

Thr Tyr

60

120

180

240

300

345
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15

Arg val val Ser Val Leu Thr

305
Lys

Glu
Tyr
Leu
Trp

385
val

Asp
His
Pro
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Gln

1
Glu

His
Ala
Gly
65
Asp
Phe
Ser
Ala
Val
145
Ser
Thr
Cys
Asn
<210>
<211>

<212>
<213>

310
Glu Tyr Lys Cys Lys Val
325
Lys Thr Ile Ser Lys Ala
340
Thr Leu Pro Pro Ser Arg
355
Thr Cys Leu Val Lys Gly
370 375
Glu Ser Asn Gly Gln Pro
390
Leu Asp Ser Asp Gly Ser
405
Lys Ser Arg Trp Gln Gln
420
Glu Ala Leu His Asn His
435
Gly Lys
450

10

213

PRT

Secuencia artificial

la cadena ligera de rituximab

10
Ile Val Leu Ser Gln Ser
5
Lys Val Thr Met Thr Cys
20
Trp Phe Gln Gln Lys Pro
35
Thr Ser Asn Leu Ala Ser
50 55
Ser Gly Thr Ser Tyr Ser
70
Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys
85
Gly Gly Gly Thr Lys Leu
100
Val Phe Ile Phe Pro Pro
115
Ser Vval vVal Cys Leu Leu
130 135
Gln Trp Lys Val Asp Asn
150
val Thr Glu Gln Asp Ser
165
Leu Thr Leu Ser Lys Ala
180
Glu Val Thr His Gln Gly
185
Arg Gly Glu Cys
210

11

1153

ADN

Homo sapiens

ES2933256 T3

val
Ser
Lys
Asp
360
Phe
Glu
Phe

Gly

Tyr
440

Pro
Arg
Gly
40

Gly
Leu
Gln
Glu
Ser
120
Asn
Ala
Lys
Asp

Leu
200

Leu
Asn
Gly
345
Glu
Tyr
Asn
Phe
Asn

425
Thr

Ala
Ala
25

Ser
Val
Thr
Gln
Ile
105
Asp
Asn
Leu
Asp
Tyr

185
Ser

His
Lys
330
Gln
Leu
Pro
Asn
Leu
410
val

Gln

Ile
10

Ser
Ser
Pro
Ile
Trp
S0

Lys
Glu
Phe
Gln
Ser
170
Glu

Ser

61

Gln
315
Ala
Pro
Thr
Ser
Tyr
385
Tyr

Phe

Lys

Leu
Ser
Pro
Val
Ser
75

Thr
Arg
Gln
Tyr
Ser
155
Thr

Lys

Pro

Asp
Leu
Arg
Lys
Asp
380
Lys
Ser

Ser

Ser

Ser
Ser
Lys
60

Arg
Ser
Thr
Leu
Pro
140
Gly
Tyr
His

Val

Trp
Pro
Glu
Asn
365
Ile
Thr
Lys
Cys

Leu
445

Ala
val
Pro
45

Phe
Vval
Asn
val
Lys
125
Arg
Asn
Ser
Lys

Thr
205

Leu
Ala
Pro
350
Gln
Ala
Thr
Leu
Ser

430
Ser

Ser
Ser
30

Trp
Ser
Glu
Pro
Ala
110
Ser
Glu
Ser
Leu
vVal

190
Lys

Asn
Pro
335
Gln
Val
Val
Pro
Thr
415
Val

Leu

Pro
15

Tyr
Ile
Gly
Ala
Pro
95

Ala
Gly
Ala
Gln
Ser
175

Tyr

Ser

Gly
320
Ile
val
Ser
Glu
Pro
400
Val

Met

Ser

Gly
Ile
Tyxr
Ser
Glu
80

Thr
Pro
Thr
Lys
Glu
160
Ser

Ala

Phe
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<400> 11
gggcegecgg

ggtgettgaa
catggttget
geactgettt
tgtaacttte
ggataaagtt
ggtttattta
agatgagtat
gettgagtet
ccaatgcatg
ttgtectatg
tctteccacaa
cattttgaca
cataccatta
tgacagaaaa
cataactaaa
ttttgaacaa
acaaagaaca
tttttgtcag
tgtacacaag
<210> 12
<211> 250
<212> PRT
<213>
<400> 12
Met Val
1

Val Cys

Ile Tyr

35
val Pro
50
Glu Leu
65
val Tyr

Ser Ser

Ala
Leu
Gly
Leu
Glu
Leu

Asp

ctgccagecec
cttagggetg
gggagcgacyg
ggtttecatea
catgtaccaa
gcagaactgg
gacactgtgt
gaaatggaat
ctteccatete
ataccagagc
gagcaatgta
aaaatacagt
acctgtatee
gcagtaatta
ccagacagaa
ttattttaaa
ctgttggaaa
agcattagtt
taaattgttt

tga

Homo sapiens

Gly Ser

Leu His
20
Val val

Lys Glu

Asn Ser

Asp
Cys
Tyr
val

Glu

ES2933256 T3

agggcgggge
cttgtggetg
cggggeggge

getgttttte

gcaatgtgce
aaaattctga
caggtagcct
cgccaaatat
ccacactaac
attacaacag
aacgtaacte
gtactcttag
caageagegg
caacatgtat
ccaactecaa
aactaaaaag
tgtaacttga
ttggetgtca

ttactgatga

Ala Gly

Phe Gly

Asn
40

Irp

Gly

Leu
55
Phe

70

Thr
85
Asp

Asp

Glu
100

val

Glu

Ser Gly

Tyr Glu

Arg
Phe
25

Vval
Lys
Ala

Ser

Met
105

ggageccctac
ggeactcgeg
cctgggggtce
ccaacaaata
tttaaaagag
attcagagcet
cactatctac
tactgatace
ttgtgecattg
ccatcgagga
aaccagtata
caatccatta
tecattcaaga
tgtgetgtat
ttgattggta
ccatctgatt
agcagctget
tcaacttatt

tgtagatact

Ala
10
Ile

Leu

Ser

Thr Phe

Lys Gln

Phe Ser
75
Leu Thr
90

Glu Ser

62

ttetggecga
cagaggecgyg
cteagegtgg
tatggtgtty
gtecctatgga
ttctcatctt
aacttaacat
atgaagttcet
actaatggaa
cttataatgt
tattttaaga
tttaatacaa
cacagatatg
atgaatggta
acagaagatg
tctecatttga
ttaagaagaa
atatgactag

tttgtaaata

Gly Val

Cys Phe

30
Val
45
Asp

His

Lys
60
Ser Phe

Ile Tyr

Pro Asn

Leu
Ser
Pro
Lys
Lys
Asn

Ile

cegogtagge
ceegacgage
tctgectget
tgtatgggaa
aaaaacaaaa
ttaaaaatag
catcagatga
ttetttatgt
geattgaagt
actcatggga
tggaaaatga
catcatcaat
cacttatace
ttctgaaatg
aagacaacag
gtattacaat
atacccacta
gtgcttgett

aatgtaaata

Ser Val
15

Gln Gln

Ser Asn

val Ala

Asn Arg
80
Leu Thr
95

Thr Asp

11¢

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1153



Thr Met Lys
115
Thr Cys
130

Glu

Leu
Pro His
145
Cys

Pro Met

Met Glu Asn

Phe Asn
195

His

Leu
Ser Gly
210
Val Ile
225

Asp

Thr

Arg Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

13
6492
ADN
Homo s

<400> 13
tttetgtgaa

ccccgegact
attgatggga
ggatcatgct
cttactaata
cctgecatete
ceectegtee
ttctetgggg
tcetectggga
gaagtacate
cgccgcegecce
geeececateca
tgececcecegge
cctecgecag
cagccagctg
getetteagy
catgtgtgtg
gatgactgag

tgecectttgtg

Phe Phe

Ala Leu

Tyr Asn

Leu

Thr

Ser

ES2933256 T3

val
120
Gly

Tyr

Asn
135

His Arg

150

Glu Gln
165
Asp Leu
180
Thr Thr

Ser Arg

Thr Cys

Cys
Pro
Ser
His

Ile

Lys Arg

Gln Lys
Ile
200
Tyr

Ser

Arg
215

Val Leu

230

Pro Asp

245

apiens

gcagaagtct
cctgattcat
tegttgectt
gtacttaaaa
ataacgtgcecce
atgccaagygg
aagaatgecaa
gecgtggggt
aggatggecgce
cattataagc
cecgggggecyg
geecgeateee
gccgocgegg
gecggcegacyg
cacctgacgc
gacggggtga
gagagcgtca
tacctgaacce

gaactgtacg

Arg

Thr Asn

gggaatcgat
tgggaagttt
atgcatttgt
aatacaacat
tcatgaaata
ggaaacacca

agecacatcea

gggagetggg
acgctgggag
tgtcgecagag
cccccegceacce
gggacceggt
ggcctgeget
acttetceeg
ccttcaccgc
actgggggayg
accgggagat
ggcacctgea

gccocccageat

Leu Glu Ser

Ser Ile Glu
Ile
155

Thr

Gly Leu
Ser
170
Gln

Asn

Ile
185
Ile

Cys

Leu Thr

Ala Leu Ile
Asn
235
Asn

250

Tyr

Ser

ctggaaatce
caaatecaget
tttggtttta
cacagaggaa
aagatccgaa
gaatcaagtg
ataaaatage
gcgagaggtg
aacagggtac
gggctacgag
gggcatcttce
cgccaggace
cagecceggtg
ccgectacege
gcggggacge
gattgtggece
gtegeeectg
cacctggatc

gcggectetg

63

Pro Ser
125

Gln

Leu

Val
140
Met

Cys

Tyr Ser

Ser Ile Tyr

Thr Ser
190
Ile

Leu

Thr Cys

205

Pro Ile Pro

220

Gly Ile Leu

tectaatttt
ataactggag
caaaaaggaa
gtagactgat
aggaattgga
ttecgegtga
tggattataa
cegttggeec
gataaccggyg
tgggatgegyg
tecctececage
tegecgetge
ccacctgtgg
cgegactteg
tttgccacgg
ttetttgagt
gtggacaaca
caggataacg

tttgatttet

Pro Thr

Met Ile

Trp AsSp

160

Phe Lys

175

Asn Pro

Pro Ser
Leu Ala

Lys Cys

240

tactecectct
agtgctgaag
acttgacaga
attaacaata
ataaaaattt
ttgaagacac
ctectettet
ccgttgettt
agatagtgat
gagatgtggg
ccgggcacac
agacccegge
tccacctgac
cegagatgte
tggtggagga
teggtggggt
tegecetgtyg
gaggetggga

cctggetgte

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140



tetgaagact
gggccacaag
agtagaaata
aAaaaaataac
aacagtcttc
tttttacatt
tetttggaaa
ctgtgecctgt
agacggatgg
gggagaaggt
gagggttect
tgactcacat
taccecactga
aaagtatttt
teatecagta
actcccaata
acatttecggt
agtgectgcect
tggtectgga
tgtggtctce
gtagaggggt
ggagcatggg
geccctgggec
ggccacggcc
gtgagtttaa
ttgaagtgag
tettgtcact
aatatggggg
taaagaagta
ccagtttaga
taccatttat

tatttcgaaa

ctgctcagtt
tgaagtcaac
atatgcattg
acacatataa
aggcaaaacg
attaagaaaa
teegaccact
aaacatagat
aaaaaggacc
gttcattcac
gtggggggaa
gatgcatacc
gatttecacg
tttaagctac
ccottaageoee
ctggctectgt
gacttcegea
tttaggagac
actgagccgg
gaatgtctgg
gtggetggge
ageccacgace
cttectatcea
cattttggcet
agcaaggctt
gtgtcatgga
gtagtttggt
ttatectgtac
acaaaagaag
atcagecttg
ctgtattaac

gctgctttaa

ES2933256 T3

tggcectggt
atgectgeeoe
tcagtgatgt
acatcacaca
tecgaatcage
aaagatttat
aattgccaag
tegettteca
tgatcattgg
ttgcatttct
gteccatgeet
tggtgggagg
ccgaaggaca
caattgtgcece
tgattgtgta
ctgagtaaga
tcaggaaggc
cgaagtcecgc
ggccctcact
aagctgatgg
ctgtcaccet
cttcttaaga
gaaggacatg
gtagcacatg
taaatgactt
ttaattgace
tttatttgaa
atcctgggge
tgacatctte
aaacattgat
tttggaatgt

aaaaatacat

gggagcttge
caaacaaata
accatgaaac
cacagacaga
tatttactgce
ttatttaaga
cacegetteg
tgttgttgge
ggaagctggce
ttgececetggg
cectggectg
aaaagagttg
gecgatgggaa
gagaaaagca
tattecatata
aacagaatcc
tagagttacc
agaacctgcc
ggcctectec
agctcagaat
ggggecctec
catgtatcac
gtgaaggctg
gcacgttggce
tggagagggt
cctgtetatg
aacctgacaa
attaaaaaaa
agcaaataaa
ggaataactc
actctgttceca

gcatctcage

64

atcaccctgg
tgcaaaaggt
aaagctgecag
cacacacaca
caaagggaaa
cagtcccate
tgtggecteca
cggatcacca
tttectggetg
ggctgtgata
aagaagagac
ggaacttcag
aaatgcectt
ttttagecaat
ttttggatac
tctggaactt
cagagcatca
tgtgtccecag
agggatgatc
tcecactgtca
aggtaggecce
tgtagaggga
ggaacgtgag
tgtgtggcct
cacaaatcct
gaattacatg
aaaaaaagtt
aaatcaatgg
ctaggaaatt
tgtggecatta
atgtttaatg

gtttttttgt

gtgecctatct
tcactaaage
gctgtttaag
cacaacaatt
tatcatttat
aaaactectg
cctggatgtt
tctgaagage
ctggaggctg
ttaacagagg
tetttgeata
atggacctag
aaatcatagg
ttatacaata
geaceoooeoa
gaggaagtga
ggccgcocaca
cttggaggcc
aacagggcag
agaaagagca
gttttecacgt
aggaacagag
gagaggcaat
tggcccacct
aaaagaagca
taaaacatta
ccaggtgtgg
tggggaacta
tttttttett
ttgcattata
ctgtggttga

ttttaattgt

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060



atttagttat
ttatctettg
cctaagaaaa
catttecacg
gtttcttgaa
tacatgecatg
accagecagat
tcaacacaga
teccttcaggg
tgtggtatga
atgattctaa
aatatggaat
tgcagtatge
tggacgtttt
agtatttgaa
ttttgetgtg
cccagaactyg
cttattgtta
ttttctecte
catccctatt
aaaaaacagt
tatatgecact
atctgagaac
cagaatgaca
agaaaactct
tttagttcaa
tgtggcctte
gtagetetgg
atcaagatta
gatctattga

caaatagttt

ggcctataca
attettcaaa
acctggatgt
tcaacagaat
ggtttcctceg
tttggttaaa
tcaaatctat
cccacccaga
tettectgaa
agccagacct
tttttaageca
atccaatcet
tcocacgtggt
taatataaag
aaatgtatat
gggttttgtt
tacagtattg
aaaacatgtt
ttettttttt
ttgtattgaa
cctetgtatg
ttccaaattg
cteecteggece
getgacaggg
ggcaggctta
acaagacgec
catttatatg
cecagtggga
aatgtaaata
gtgaacagaa

ataaatgtga

ES2933256 T3

ctatttgtga
agcattctga
cactggceccac
tgtttattgt
tcecctgggca
cccatgagat
ggtggtttga
gcecctectge
atgcagtggt

ccccggcggg

aaatattatt
gtgctgetat
aagatectcce
cetgttttgt
atattaagag
acctggtttt
tggctgecact
agaagcaatg
tcattatate
gagggattca
tactecctett
gggacaaggyg
cteccagtcee
tetatggeca
agatttggaa
aacattctet
tgatctttgt
aaaattagga
atcagggcaa
ttgcaaatag

acttaaactce

gcaaaggtga
gaaggtgaga
tgaggagctt
gacagttata
attccgcatt
tecattcagtt
cctttagaga
cctecttecg
gcttacgecte
cctcagggaa
ttatgaaagg
cctgecaaaa

aagctgettt

cttttgttgt
gtcacggggg
aataacagta
tgectectaaga
aatgtatata
taattatttt
catctgeatce
tacactggece
ctctaaaaaa
ctecgetgeac
tegggtegte
taaagtcaca
cecacagetea
tttattagta
agtgattata
tceccaacaca
tetectatttg

taattaatte

65

tegttttetg
taagcectga
tgtttcecaacc
tetgttgtee
taattcatgg
aaaaatccaqg
gttgetttac
cgggggcettt
caccaagaaa
cagaatgatc
tttacattgt
tcattttaat
agaagtaaca
tgttcaaacg
ctaattgetg
aatgtgcecca
gtagttgatg
aaagcctcaa
gecagttggge
ttaactgcte
agggtcagag
agccccaaaa
aaatactccg
tecgaagatt
gaattaagga
cttacetete
aatgcttatc
aategagagy
tgtctagett
taattgaact

caactgtact

tttgagattt
gtectecageta
aagtcatgtg
ctttgacett
tattcaggat
atggcaaatg
gtggectgtt
ctcatggetg
gcaggaaace
agacctttga
caaagtgatg
ggagtcagtt
atgaagaacg
ggattcacag
gctggetgee
geetettgge
ttgecatttte
ctagtcattt
aacagagaac
tttatgaatg
ttaaatagag
ggagaagaac
caagagaggc
tggeagggge
agcacctcaa
tgtgttecaga
atctaaagat
agttataata
tcaccteecag
tatectaaaa

tttaaggcag

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920



tggetgtttt
aaaaacagga
tctattetga
tttaagaaat
tattcaattt
gttggagggg
gggagttgga
gatgtgatge
tacgaccttt
caatggtata
tttaactaac
gtttattatg
gagagtgata
gacaaccatg
atggagcatg
caaacatcct
cactggtgga
agactgtagt
gggeecteca
gacagtggat
tcttaagttt
aataaaaata
atacttttac
tgecaacactg
gtectecagtt
cattgececatt
tgtgagatac
<210> 14

<211> 239

<212> PRT
<213>

<400> 14

tagactttet
aaggctcgaa
tettattetg
acaattctac
ggatctttea
tgggagggag
agttttcaga
ctetgegaag
agattccaga
aatttcaage
aggatattta
tacaatacag
atacaagtcc
accttggaca
aatggtactg
atcaacaaca
ggatggaaag
gtagatactg
gatagcteat
tgcatttctt
tcaaccaagg
agtgtacaat
cttecatgge
tacacataaa
ggccaccatt

aaactttecct

tg

Homo sapiens

ES2933256 T3

tatcacttat
atacaagcca
tggtgtettt
attgtcaage
gggatttttt
gaagaatttt
ataaccagaa
aaccttgtgt
gacatcagca
tggatatgte
atgacaacct
aaaaaaattt
tttagtetta
atcatgaaat
taceggttca
aggttgttct
gctcocgetcaa
agtaaatcecca
tteattaaght
ttggggaagc
tttgettttg
aagtgttttt
tetttttaag
aaatacggta

agctataatg

tgtetgteta

agttagtaat
ttctaaggaa
tgcagcecag
ttatgaaggt
ttttaaatta
taaatgtaaa
ctaagggtat
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REIVINDICACIONES
1. Un anticuerpo anti-CD20 de tipo Il humanizado que comprende

(@) unaregion variable de la cadena pesada como se representa en SEQ ID NO:1 o como se comprende en SEQ
ID NO:5 (residuos aminoacidicos 1 a 119) y una region variable de la cadena ligera como se representa en SEQ
ID NO:2 0 como se comprende en SEQ ID NO:6 (residuos aminoacidicos 1 a 115); o

(b) unaregion variable de la cadena pesada que se codifica por una secuencia de acido nucleico que es al menos
un 80 % idéntica a SEQ ID NO:3 0 SEQ ID NO:7 y una region variable de la cadena ligera que se codifica por una
secuencia de acido nucleico que es al menos un 80 % idéntica a SEQ ID NO:4 o SEQ ID NO:8,

en el que dicho anticuerpo puede provocar un incremento en la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC) en comparacion con rituximab, puede provocar un incremento en la fagocitosis celular dependiente de
anticuerpos (ADCP) en comparacion con rituximab y/o tiene un incremento en la afinidad por los receptores FcyRlll
en comparacion con rituximab,

para su uso en el tratamiento de linfoma difuso de linfocitos B grandes (LDLBG) en un paciente que responde a un
tratamiento con obinutuzumab alcanzando un resultado clinico mejorado en comparacion con un tratamiento con
rituximab, en el que dicho paciente es

(i) un paciente con una o0 mas mutaciones en uno o mas de los genes seleccionados del grupo que consiste en
CREBBP, EP300, MEF2B, MYC, EZH2 y TNFRSF14;

(i) un paciente con (una) mutacion/mutaciones genética(s) en CD58 y/o con una baja expresién de CD58 que
corresponde a log2(lecturas normalizadas por kilobase por millén (nRPKM)) < 5,2;

(iii) un paciente con un subtipo de célula de origen (CDO) de LDLBG que es LDLBG similar a linfocitos B del
centro germinativo (BCG) como se define por una puntuacién de factor prondéstico lineal (LPS) <1141 (LDLBG BCG
fuerte); y/o

(iv) un paciente con LDLBG con BCL2 translocada y/o un paciente con LDLBG con alta expresion de BCL2 en el
que un =50 % de las células tumorales expresan BCL2.

2. El anticuerpo para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho resultado clinico es
supervivencia sin progresién (SSP), supervivencia global (SG) y/o supervivencia sin sucesos (SSS).

3. El anticuerpo para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que dicho paciente es:
(i) un paciente como se define en la reivindicacion 1(i); y
(i) un paciente como se define en la reivindicacion 1(ii).

4. El anticuerpo para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en particular de
acuerdo con la reivindicacion 3(i), en el que dicho paciente es

(i)  un paciente como se define en la reivindicacion 1(iii); y
(i) un paciente como se define en la reivindicacion 1(iv).

5. El anticuerpo para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en particular de
acuerdo con la reivindicacion 1(iii) o 4(i), en el que dicho paciente se identifica determinando la expresion de un
conjunto de genes que comprende uno, mas o todos los genes TNFRSF13B, LIMD1, IRF4, CREB3L2, PIM2,
CYB5R2, RAB7L1, y CCDC50; y MME, SERPINA9, ASB13, MAML3, ITPKB, MYBL1, y S1PR2.

6. El anticuerpo para su uso de acuerdo con la reivindicacion 4(i) o 5, en el que dicho paciente con LDLBG BCG
fuerte es un paciente que tiene un tumor con una expresion ponderada de un conjunto de genes que comprende
uno, mas o todos los genes TNFRSF13B, LIMD1, IRF4, CREB3L2, PIM2, CYB5R2, RAB7L1 y CCDC50; y MME,
SERPINA9, ASB13, MAMLS3, ITPKB, MYBL1 y S1PR2, lo que da como resultado una puntuacién de factor
prondstico lineal (LPS) < 1141.

7. El anticuerpo para su uso de acuerdo con la reivindicacion 5 o 6, en el que dicho conjunto de genes
comprende ademas uno, mas o todos los genes R3HDM1, WDR55, ISY1, UBXN4 y TRIM56.

8. Elanticuerpo para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en el que la expresion
de dicho uno o méas genes como se define en las reivindicaciones 5 0 6 se normaliza a la expresion de uno, mas
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o0 todos los genes como se define en la reivindicacion 7.

9.  El anticuerpo para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que dicha LPS
es la suma ponderada de la expresion de genes o de la expresion de dichos genes calculada de acuerdo con la
siguiente formula (férmula I):

LPS(X) = Zjaj X,
en la que X es la expresion génica para el gen j y aj es el coeficiente para el gen j.

10. El anticuerpo para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que dicha LPS
es < 1100.

11. El anticuerpo para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que dicha LPS
es < 749.

12. El anticuerpo para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que dicha LPS
es <725.

13. El anticuerpo para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que dicho
anticuerpo comprende una region Fc glucomanipulada.

14. El anticuerpo para su uso de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que dicho anticuerpo tiene un incremento
en la fraccién de oligosacaridos no fucosilados unidos a dicha regiéon Fc glucomanipulada.

15. El anticuerpo para su uso de acuerdo con la reivindicacion 13 o 14, en el que dicho anticuerpo tiene un
incremento en la fraccién de oligosacaridos no fucosilados bisectados unidos a dicha regién Fc glucomanipulada.

16. El anticuerpo para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, en particular de
acuerdo con la reivindicacion 13, en el que dicho anticuerpo tiene niveles significativamente mayores de union a
los receptores FcyRIII humanos en relacion con el anticuerpo no glucomanipulado y/o en relacién con rituximab.

17. El anticuerpo para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, en particular de
acuerdo con la reivindicacion 13, en el que dicho anticuerpo tiene niveles significativamente mayores de actividad
ADCC en relacion con el anticuerpo no glucomanipulado y/o en relaciéon con rituximab.

18. El anticuerpo para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, en el que dicho
anticuerpo es obinutuzumab.

19. El anticuerpo para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18, en el que se van a
administrar uno 0 mas de otros agentes citotdxicos o quimioterapéuticos adicionales o radiacién ionizante
potenciando los efectos de dicho agente o agentes.

20. El anticuerpo para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19, en el que dicho
anticuerpo se va a administrar en combinacién con una quimioterapia CHOP.

21. El anticuerpo para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20, en el que dicho
anticuerpo esta comprendido en una composicion farmacéutica que comprende un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

22. Procedimiento para identificar a un paciente con LDLBG que responde a un tratamiento con obinutuzumab
alcanzando un resultado clinico mejorado en comparacion con un tratamiento con rituximab,

comprendiendo dicho procedimiento determinar, usando una muestra de un paciente, si un paciente es un paciente
como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12.

23. Procedimiento para diagnosticar en un paciente una forma de LDLBG que se puede tratar con obinutuzumab
de modo que se alcance un resultado clinico mejorado en comparacion con un tratamiento con rituximab,

comprendiendo dicho procedimiento determinar, usando una muestra de un paciente, si un paciente es un paciente
como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, y diagnosticar dicha forma de LDLBG si el paciente
es un paciente como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12.

24. El anticuerpo para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 21, en el que (i) se ha

determinado si dicho paciente es un paciente como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en
el que (ii) se ha sido identificado a dicho paciente de acuerdo con el procedimiento de la reivindicacion 22, o en el
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que (iii) una forma de LDLBG se ha diagnosticado en dicho paciente de acuerdo con el procedimiento de la
reivindicacion 23.

25. El anticuerpo para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 21 y 24, en el que dicho
tratamiento comprende la etapa de (i) determinar si el paciente que se va a tratar es un paciente como se define
en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, (ii) identificar a un paciente con LDLBG de acuerdo con el
procedimiento de la reivindicacién 22, o (iii) diagnosticar en el paciente una forma de LDLBG de acuerdo con el
procedimiento de la reivindicacion 23.

26. El anticuerpo para su uso de acuerdo con la reivindicacion 24 o 25, en el que dicho tratamiento comprende
la etapa de determinar, usando una muestra del paciente, si el paciente que se va a tratar es un paciente como se
define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12.

27. El procedimiento de la reivindicacion 22 o 23 o el anticuerpo para su uso de acuerdo con la reivindicacion 26,
en el que dicha muestra es una muestra tumoral.
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Figura 1
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7A
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Figura 7B
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Figura 8
...... G/(IHQ+ BCL2 FISH+ BCL2)
5 2-5?55?\3_2?235§§':'§§::;,,—5 - s RINo (IHQ+ BCL2 FISH+ BCL2)
g - | GINo (IHQ+ BCL2 FISH+ BCL2)
§' © | 55.? % !
[P TR S SRR SARIAY Y SRS 1y g 3 i
< I= ! :
I T urs (OGNS RS SR - - fé"’ ww RIIHQ* BCL2 FISH+ BCL2)
g N | '
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ool | |
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Tiempo de seguimiento. meses
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) RI(IHQ+ BCL2 FISH+ BCL2)
165 147 131 124 105 62 42 25 12
38 37 33 M 24 17 9 8 % G/{IHQ+ BCL2 FISH+ BCL2)
Figura 9
KM (SSP) en GOYA para o
mutaciones de CD58 =
(cualquier tipo de mutacion) 20,44 = WT. Rituximab
3 — WT, GA101
8027 — MUT, Rituximab
%) | | | |
5 0 500 1000 1500
w
SSP (dias)
WT, Rituximab 228 172 73 8
WT, GA101 231 170 " 6
MUT, Rituximab 24 16 9 1
MUT, GA101 16 15 7 0
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Figura 9 (continuacion)

KM (SSP) para Sec.
ARN CD58 GOYA
(mediana de corte)

0,4-
= alto, Rituximab
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Grafico de bosque que evalua el efecto
del tratamiento (G frente a R) en cuartiles
de expresién génica de CD58 CRI (IC 95 %)
>15 % g 150743
50-75 % i 16(0,78-34)
25-50 % e 0,65 (0,35-1,2)
<25 9% . - -k 0,61 (0,32'1,2)

BE ....-.-.-.
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f i I
0,5 10: 15 2§
Cociente de riesgos instantaneos
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Figura 12
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Figura 13
o
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e}
3
e 0,4
o
0,24 — R-CHOP(n=712) CRI estrat., 0,92 (IC 95 %, 0.76 a 1,11), P = 0,3656
G-CHOP (n = 706)
+ Censurado
0,0 L] T T T T I T L] 1
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54
Tiempo (meses)
N.? en niesgo:
R-CHOP 712 623 538 505 460 270 165 118 5

(&)
~ 0~
o

G-CHOP 7(6 627 540 509 482 275 178 120
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14 (cont.)
1,0 -r\\
0.8 u \\\"_&——\
B S SN I
B 06
K=
2
© 04
a
0,24 — R-CHOP (n=269) CRI no estrat,, 0,72 (IC 95 %, 0,50 a 1,01)
G-CHOP (n = 271) SSP 3 afios 79 % frente al 71 %
+ Censurado (G-CHORP frente a R-CHOP)
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R-CHOP 269 234 200 191 166 94 64 46 19 2
G-CHOP 271 246 217 207 178 113 76 60 22 1
1,0
0,8
0,6 - RS,
E L___.,
e
e o4
-
0,24 —— R-CHOP (n=118) CRI no estrat,, 0,86 (IC 95 %, 0,57 a 1,29)
G-CHOP (n = 125) SSP 3 afios 61 % frente al 58 %
00 + Censurado (G-CHOP frente a R-CHOP)
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Figura 14 (continuacién)

C

60

1,07,
_‘_?'
0.8+ \\R
® ;\—'—"—‘—_'L_
=
©
a
S 04-
o
0,24 — R-CHOP(n=75) CRI no estrat., 1,02 {IC 95 %. 0.60a 1,75)
G-CHOP (n =75) SSP 3 afies 62 % frente al 84 %
+ Censurado {G-CHOP frente a R-CHOP)
090 T Al L T T Ll I L) T 1
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54
Tiempo (meses)
N.7 en riesgo:
R-CHOP 75 65 54 52 43 a6 25 15 6 1
G-CHOP 75 6d 67 51 43 28 17 10 3

87



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

